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Protocole 7.2 : Entrée d’un phage dans la base de données « Actinobactériophages »

Objectif : Inclure votre phage dans la base de données « Actinobactériophages » pour le rendre disponible à d'autres scientifiques.

But : La base de données « Actinobactériophages » est un enregistrement en ligne permanent d’isolats d'Actinobactériophages et de leurs caractéristiques. Il permet d'identifier et de trier rapidement les milliers de phages dans les archives SEA-PHAGES comme première étape vers des analyses plus approfondies. Une fois qu'un nouvel enregistrement pour un isolat de phage est commencé, des informations sur le phage peuvent être fournies à la fois par l'isolateur et par l'équipe SEA-PHAGES. Plus vous pouvez fournir d'informations, mieux c'est !

Vous pouvez commencer à créer une entrée pour un phage dès que vous avez un test de dépistage positif, mais il est recommandé d'attendre d'avoir un lysat à titre élevé pour ce phage. Éventuellement, vous devez ajouter votre phage à la base de données pour recevoir sa séquence génomique. En tant qu'isolateur, vous êtes responsable de la collecte de toutes les informations sur le phage que vous ajouterez à la base de données, y compris le nom de votre phage et les conditions du site de collecte, en particulier les coordonnées GPS, la température de l'isolement, la souche hôte, les remarques pertinentes, et si votre phage provient d'un isolement direct ou après enrichissement. À mesure que vous progressez dans le processus de caractérisation, vous pouvez ajouter des informations supplémentaires, telles que des images de plages de lyse, les digestions enzymatiques du génome et les des images de microscopie électronique.



Protocole :

A. Nommez votre phage selon les règles du menu déroulant « Phages » et « Naming Rules » sur phagesdb.org.

B. Connectez-vous à phagesdb.org ou créez un compte PhagesDB actif en cliquant sur le bouton « Sign in or Register » en bas de la colonne de gauche de la page.

C. Entrez votre phage sur PhagesDB.
1. Si vous avez utilisé l'application SEA-PHAGES sur votre téléphone ou un ordinateur lorsque vous avez prélevé votre échantillon de sol, continuez avec ces instructions. Si vous n'avez pas utilisé l'application SEA-PHAGES, passez à l'étape 2.
a. Ouvrez l'application SEA-PHAGES sur votre téléphone intelligent OU accédez à l'application SEA-PHAGES sur PhagesDB, dans le menu déroulant « Social ».
b. Cliquez sur l'icône de la carte en bas de l'écran pour voir les marqueurs de vos échantillons.
c. Utilisez l'icône avec trois lignes horizontales pour afficher les détails de votre échantillon et sélectionnez l'échantillon correspondant à votre phage.
d. Cochez le bouton « Phage Found in This Sample » et « Add to PhagesDB ». Si vous n'êtes pas connecté à PhagesDB, vous serez redirigé vers la page de connexion. Vous pouvez vous connecter si vous avez déjà un compte, ou vous pouvez créer un compte en utilisant le bouton vert « Sign in or Register » à gauche, en bas de la page.
· Si vous n'êtes pas connecté à PhagesDB, vous serez redirigé vers la page de connexion. Vous pouvez vous connecter si vous avez déjà un compte, ou vous pouvez créer un compte en utilisant le bouton vert « Connexion ou inscription » à gauche, en bas de la page. 

2. Si vous n'avez pas utilisé l'application SEA-PHAGES lorsque vous avez collecté votre échantillon de sol, vous pouvez ajouter des phages directement à partir de PhagesDB en sélectionnant le menu déroulant « Data » et en cliquant sur « Add Phage ».
· Si vous ne vous êtes pas connecté à PhagesDB, vous serez redirigé vers la page de connexion. Vous pouvez vous connecter si vous avez déjà un compte, ou vous pouvez créer un compte en utilisant le bouton vert « Sign in or Register » à gauche, en bas de la page.

3. Remplissez autant de champs que possible, en accordant une attention particulière aux éléments suivants :
a. Coordonnées GPS : Si les champs GPS n'ont pas été remplis automatiquement par l'application SEA-PHAGES, vous pouvez trouver les coordonnées GPS à l'aide d'une application de service de cartographie Web. Un tel service peut être trouvé via ce lien : www.heywhatsthat.com/profiler.html OU http://bit.ly/yqKB. Faites simplement glisser la carte vers l'emplacement où l'échantillon environnemental a été trouvé, zoomez autant que possible et cliquez sur la carte pour obtenir les coordonnées GPS de cet emplacement. Les coordonnées seront à droite de la carte et au format de degré décimal N / W.
b. Programme
c. Institution
d. Hôte bactérien
e. Nom
· Convertissez les coordonnées GPS au format correct si nécessaire. Par exemple, les coordonnées 40° 26’46” N, 79° 57’11” W de l’application « Compass » de l’iPhone seront converties en 40.446111 N, 79.953056 W. 
Important : les phages doivent avoir des coordonnées GPS pour soumettre à GenBank après le séquençage et l'annotation.
f. Si vous avez trouvé votre phage en utilisant une culture enrichie, cliquez sur « Yes » pour « From Enriched Soil » ou « No » si vous avez utilisé un isolement direct.
g. Remplissez les « Discovery Notes » pour expliquer où l'échantillon a été prélevé et les conditions du sol, etc.
h. Remplissez les « Naming Notes » pour expliquer d'où vient le nom de votre phage et pourquoi vous avez choisi le nom.
i. Entrez les détails de la morphologie de la plage de lyse de votre phage, y compris la taille, la turbidité, le contour, etc.
j. Le « Morphotype » de votre phage est déterminé à partir des données de la MET. Des détails sur les différents morphotypes peuvent être trouvés dans le Chapitre 8, Visualisation des particules phagiques par microscopie électronique à transmission.
k. Le « cluster », le « subcluster », la méthode et la plateforme de séquençage et le numéro d'accès GenBank ne peuvent être entrés qu'après le séquençage du génome d'un phage. Par conséquent, vous ne devez pas remplir ces champs.
l. Si vous connaissez le titre de l'échantillon à archiver à l'Université de Pittsburgh, entrez le titre ici (ou revenez plus tard pour entrer cette donnée).
m. Téléchargez des images non modifiées de votre phage à l’endroit indiqué. Si vous ne possédez pas d'une image pour le moment, vous devrez revenir et l'ajouter ultérieurement.

4. Cliquez sur « Submit » pour soumettre votre demande à PhagesDB. Votre soumission sera examinée et approuvée par un scientifique de l'Université de Pittsburgh ; par conséquent, votre soumission ne sera pas visible immédiatement. Veuillez soumettre votre phage UNE FOIS seulement !
a. Une fois approuvées, les informations sont accessibles au public pour que tout le monde puisse les voir et les utiliser.

5. Une fois votre soumission acceptée, vous devez créer des images miniatures qui seront affichées avec le profil de votre phage.
a. Depuis la page principale de PhageDB, sélectionnez le menu déroulant « Data » et cliquez sur « Thumbnails ».
b. Entrez le nom de votre phage.
c. Lisez les instructions pour « Making Thumbnails for Plaque and EM Pictures for PhagesDB ».
d. Téléchargez des images qui satisfont aux exigences selon les instructions données.

6. Si vous devez modifier ou ajouter des données au profil PhagesDB de votre phage, vous pouvez le faire à tout moment en cliquant sur le menu déroulant « Data » et en sélectionnant « Modify Phage ».

D. Une fois votre phage séquencé, l'équipe SEA-PHAGES ajoutera des données, telles que le cluster de phages, la séquence du génome et le type d'extrémités. Enfin, lorsque votre phage aura été annoté, soumis à GenBank et publié, l'équipe SEA-PHAGES ajoutera le numéro d'accès GenBank et les données de publication. Les phages DOIVENT avoir des coordonnées GPS pour la soumission de GenBank. Seuls les phages qui ont été ou seront archivés à l'Université de Pittsburgh doivent être saisis dans la base de données.
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