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Protocole 7.1 : Préparation de plaques confluentes à partir d'un lysat de titre connu

Objectif : Créer une plaque à très haute densité de plages de lyse à partir d'un lysat de titre connu

But : Même si vous avez un petit volume de lysat titré, il peut être utilisé pour préparer du lysat supplémentaire pour des expériences comme l'extraction d'ADN et la microscopie électronique à transmission (TEM), et pour l’entreposage à long terme. Les lysats de titre élevé peuvent être collectés en inondant les plaques présentant autant de plages de lyse que possible. Ces plaques sont appelées plaques « confluentes » car les plages de lyse couvrent la majorité de la plaque, avec peu de bactéries restantes, qui présentent un aspect en forme de « toile » (« webbed plates » en anglais).

Il existe de nombreuses approches pour déterminer combien de phages (c'est-à-dire la quantité de lysat de phage) doivent être ajoutés à une plaque pour obtenir la confluence. La méthode présentée ci-dessous repose sur les informations du test de dénombrement de plages de lyse que vous avez utilisé pour créer votre lysat initial. Avec cette méthode, vous pouvez calculer le volume de lysat nécessaire pour générer une plaque confluente. En règle générale, une seule plaque confluente vous permet de récolter ~ 4 ml d'un lysat de phages hautement concentré. Il est recommandé de récolter 8 à 10 ml de lysat ; par conséquent, vous aurez besoin de deux ou trois plaques confluentes.

Matériel requis :
· Lysat de titre connu
· Plaques de gélose
· Cultures de la bactérie hôte
· Tampon de phage
· Gélose molle
· Microtubes
· Pipettes sérologiques de 5 ml

Protocole :

A. Préparez votre paillasse pour travailler dans des conditions aseptiques et rassemblez le matériel requis.

B. Partez du lysat titré que vous avez préparé à partir de votre dernier cycle de purification de phages dans lequel vous avez utilisé le protocole Collecter des lysats de phages à la surface d’une boîte de Pétri (6.3) et consultez les protocoles du Chapitre 6 pour calculer le titre.

C. Estimez le nombre de plaques dont vous avez besoin et calculez le volume de lysat nécessaire pour générer une plaque confluente.
1. En utilisant les données d'un test de dénombrement des plages de lyse précédent, estimez combien de plages de lyse remplissent une plaque.
2. Calculez le nombre de phages qui étaient sur la plaque confluente qui a été utilisée pour faire le lysat. (Voir Conseils utiles pour des exemples de calculs.)
OU
3. Choisissez une plaque avec une densité élevée de plages de lyse et comptez le nombre de plages de lyse dans un quadrant. Avec un marqueur, faites une marque sous chaque plage de lyse (sous la plaque), pendant que vous les comptez afin de ne pas les compter deux fois.
4. Estimez le nombre de plages de lyse supplémentaires dont vous avez besoin pour préparer une plaque confluente.
5. Calculez le volume de lysat nécessaire pour générer une plaque confluente.

Exemple : Vince a des plages de lyse de taille moyenne et estime qu'il lui faut environ 3 000 plages de lyse pour créer une plaque confluente. Son lysat a un titre de 5 x 109 UFP / ml. Pour trouver le volume de lysat nécessaire pour créer une plaque confluente, divisez le nombre de plages de lyse nécessaires par le titre du lysat et convertissez-les en microlitres.

Volume nécessaire (ml) de lysat
= 3.0 x 103 UFP / 5 x 109 UFP / ml
= 6.0 x 10-7 ml de lysat
= (6.0 x 10-7 ml) x (1000 μl / ml)
= 6.0 x 10-4 μl
Bien que vous ne puissiez pas pipeter 6.0 x 10-4 μl de lysat, vous pouvez pipeter 6.0 μl d'une dilution 10-4, ou 60 μl d'une dilution 10-5.

D. Effectuez les dilutions conformément aux protocoles des Dilutions en série (6.2).
1. La taille des plages de lyse diminue souvent lorsqu’elles sont rapprochées les unes des autres. Pour vous assurer d'obtenir des plaques confluentes bien réussies, c'est une bonne idée d’effectuer des dilutions supplémentaires de part et d’autre de celle que vous planifiez utiliser pour ensemencer la plaque. Cela signifie que vous devez préparer une plaque avec moins de phages, et aussi une autre avec plus de phages que le nombre optimal estimé. Pour les plages de lyse plus grandes, vous voudrez peut-être doubler et diviser par deux le nombre de phages à utiliser. Pour les petites plages de lyse, vous pouvez utiliser jusqu’à 10 fois plus et 10 fois moins de phages. Cela dépend du phage.

Exemple : Après avoir regardé ses plaques, Vince a décidé que pour ses plages de lyse de taille moyenne, il devrait faire varier le nombre de phages à utiliser de 5 fois moins à 5 fois plus par rapport à son estimation de 3 000 plages de lyse (c'est-à-dire 600 et 15 000). Par conséquent, en plus de d’utiliser 60 μl d'une dilution 10-5, il utilisera également 12 μl d'une dilution 10-5 et 30 μl d'une dilution 10-4.

E. Ensemencez vos dilutions pour créer des plaques confluentes.
1. Préparez le nombre approprié de plaques de gélose et les cultures bactériennes hôtes nécessaires pour chacune des dilutions à utiliser et les réplicats.
2. Infectez les cellules hôtes bactériennes avec les volumes et les dilutions appropriés de votre lysat et incubez les mélanges pendant 5 à 10 minutes pour permettre la fixation des phages. Ajoutez ensuite 3 ml de gélose molle aux mélanges et versez sur les plaques de gélose. (Si vous avez besoin de directives supplémentaires, reportez-vous au protocole du Test de dénombrement des plages de lyse (5.3)).
3. N'oubliez pas que chaque plaque confluente donnera environ 3 à 5 ml de lysat et que vous aurez besoin d'un minimum de 8 à 10 ml pour les expériences ultérieures et l’entreposage à long terme. Par conséquent, vous devrez peut-être préparer chaque dilution deux ou trois fois pour obtenir des plaques confluentes supplémentaires. Vérifiez auprès de votre enseignant.

F. Incubez (sans inversez) pendant au moins 24 heures à la bonne température.
1. Choisissez la meilleure plaque confluente et collectez un lysat selon le protocole Collecter des lysats de phages à la surface d’une boîte de Pétri (6.3).

Conseils utiles :

· La préparation de plaques confluentes qui donneront des lysats avec des titres supérieurs à 5 x 109 dépend fortement des phages. Par conséquent, pour réussir, vous devez comprendre votre phage, y compris sa morphologie et son comportement.

Exemple : Priscilla a récupéré son lysat initial pour le phage « Axelito » à partir de la plaque de dilution 10-2 générée lors du dernier cycle de purification du phage. Son cahier de laboratoire indique que la plaque de dilution 10-4 contenait 40 plaques et a été préparée en infectant la culture hôte avec 10 μl de la dilution 10-4 d'une plage de lyse prélevée précédemment.

Elle peut déterminer directement le nombre de plages de lyse sur la plaque confluente à partir du nombre de plages de lyse sur la plaque 10-4 car les deux plaques ont été générées suite à une dilution en série. Étant donné que 10-2 est 100 fois plus concentré que 10-4, elle peut multiplier le nombre de plaques (40) de la plaque 10-4 par 100 pour une valeur de 4.0 x 103 plages de lyse.

Quand elle a fait son lysat, elle a noté que la plaque 10-2 n'était pas tout à fait une plaque confluente parfaite. D'après l'image de la plaque dans son cahier de laboratoire, elle estime qu'une plaque confluente parfaite aurait deux fois plus de plages de lyse, soit environ 8.0 x 103 UFP.

Ensuite, Priscilla calcule la quantité de lysat initial d'Axelito dont elle aura besoin pour créer de nouvelles plaques confluentes, afin qu'elle puisse collecter suffisamment de lysat pour l'isolement de l'ADN et la MET. Elle a calculé que le titre du lysat d'Axelito était de 5.0 x 1010 UFP / ml. Si elle a besoin de 8.0 x 103 UFP par plaque de gélose :

(8.0 x 103 UFP / ml) / (5.0 x 1010 UFP / ml) = 1.6 x 10-7 ml

Priscilla convertit 1.6 x 10-7 ml en microlitres en multipliant par 103 μl / ml, elle sait donc qu'elle a besoin de 1.6 x 10-4 μl de lysat d'Axelito par plaque pour créer une bonne plaque confluente. Elle ne peut pas pipeter un volume aussi petit, mais elle peut pipeter 1.6 μl d'une dilution 10-4, ou 16 μl d'une dilution 10-5.

Parce que Priscilla a besoin de 8 ml de lysat, elle décide de faire deux plaques confluentes en infectant deux aliquotes de cellules hôtes avec 16 μl d'une dilution 10-5. Pour s'assurer qu'elle a une bonne plaque confluente demain quand elle vient au laboratoire, et parce qu'elle avait de minuscules plages de lyse, elle décide de préparer des plaques avec 10 fois moins et 10 fois plus de phages. Par conséquent, elle prépare quatre autres plaques, deux avec 16 μl de la dilution 10-4, et deux avec 16 μl de la dilution 10-6.
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