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Protocole 7.3 : Archivage de votre échantillon de phage

Objectif : Préparer un lysat à titre élevé pour un entreposage à long terme

But : Vos échantillons de phages sont une ressource précieuse pour la recherche approfondie actuelle et future. L'archivage de votre phage a deux objectifs. Tout d'abord, lorsqu'ils sont préparés et entreposés correctement, vos échantillons de phages peuvent rester viables pendant des décennies. Deuxièmement, vous devez vérifier que les données entrées sur PhagesDB (y compris les noms et titres de vos échantillons) sont complètes et exactes pour un référencement facile. Vous allez créer trois échantillons pour l'archivage ; deux seront entreposés à l'Université de Pittsburgh, dans le laboratoire du professeur Graham Hatfull, et un autre dans votre établissement.

Important : Ce protocole est fourni en tant que supplément de classe au protocole complet d'archivage de lysat SEA-PHAGES sur phagesdb.org. Ce protocole est mis à jour périodiquement. Veuillez donc vérifier que vous utilisez la version la plus récente de ce protocole.

Matériel requis :
· Tubes à code-barres fournis par le laboratoire Hatfull
· Échantillons de tubes fournis par votre institution
· Mélange DMSO
· Billes stériles
· Lysat (au moins 5 x 109 UFP / ml)




Protocole :

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

B. Vérifier les informations de vos échantillons de phages sur Phagesdb.org.
1. Assurez-vous que les détails de vos échantillons de phages ont été enregistrés dans la base de données des phages sur phagesdb.org conformément au protocole Entrée d’un phage dans la base de données « Actinobactériophages » (7.2).
2. Revérifiez l'orthographe du nom du phage et le titre enregistré du lysat. Alertez votre enseignant si vous constatez des erreurs.

C. Préparez les tubes d'archivage.
1. Préparez deux tubes à code-barres pour l’entreposage à l'Université de Pittsburgh et un troisième tube pour l’entreposage à votre établissement. Ce troisième tube n'a pas besoin d'avoir de code-barres.
2. Identifiez correctement chaque tube avec le nom de votre phage conformément à la Figure 7.3-1C, en vous assurant qu'il est lisible.
3. En utilisant une technique aseptique, remplissez soigneusement chaque tube de billes stériles jusqu’à 1.5 cm du haut du tube. Voir Figure 7.3-1D. (Cette étape a peut-être été effectuée pour vous.)

D. Préparez le mélange DMSO / lysat.
Important: Éteignez votre flamme, car le DMSO et ses vapeurs sont inflammables !
1. Versez 2.8 ml de votre lysat à titre élevé dans un tube conique stérile de 15 ml.
2. Ajouter 200 μl de DMSO dans le tube, boucher le tube, puis vortexer le mélange.
Important : Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est un cryoprotecteur qui empêche la formation de cristaux de glace. (Les cristaux de glace peuvent endommager les particules de phage lors d'un entreposage à long terme à -80°C.)

E. Aliquotez le mélange dans les tubes d’entreposage.
1. Pipetez le mélange lysat / DMSO dans chacun des tubes étiquetés de manière à ce que les billes soient tout juste recouvertes, comme le montrent les Figures 7.3-1E et 7.3-1F.
2. Évitez de trop remplir ou de ne pas remplir assez les tubes. Des exemples sont illustrés à la Figure 7.3-1G – J.
3. Veillez à bien fermer les tubes.

F. Préparez les tubes pour l’entreposage.
1. Placez les tubes à code-barres dans la boîte d’entreposage fournie, dans le même ordre que celui indiqué sur la liste des archives. (Votre enseignant demandera une liste complète des archives une fois que toutes les informations seront entrées dans PhagesDB.)
2. Conservez les échantillons à 4°C jusqu’à l’expédition à l'Université de Pittsburgh.
3. Les échantillons entreposés dans votre établissement peuvent être congelés immédiatement.
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	A) Code-barres.
B) Filets internes.
C) Étiquette.
D) Espace entre le haut des billes et le bouchon.
E / F) Espace entre le haut de l'échantillon et le bouchon.
G) Pas assez de billes.
H) Trop de billes.
I) Pas assez rempli.
J) Trop rempli.
K) Pas un tube valide.

	Figure 7.3-1. Exemples de remplissages corrects et incorrects de tubes d'archivage. Le rose montre le niveau de liquide dans les tubes.



Conseils utiles :

· Un vidéo de ce protocole est disponible ici : https://www.youtube.com/watch?v=5GjAjky81D4
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