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INTRODUCTION

Diverses substances sont utilisées pour rendre un milieu sélectif, antibiotiques, produits chimiques, colorants ou combinaison de produits. Le choix est orienté par
rapport aux besoins nutritionnels des bactéries a isoler. Il est donc nécessaire de déterminer quelles substances sont adéquates afin d’isoler sélectivement le
candidat. Aujourd’hui, I’'intérét d’isoler des microorganismes a partir de différentes matrices complexes est devenu nécessaire. La métagénomique et la
culturomique sont des approches complémentaires afin d’étudier la biologie fonctionnelle des micro-organismes dans les écosystemes (1).

OBJECTIF : création d’un milieu de culture afin d’isoler spécifiquement et sélectivement I'espéce Pseudomonas protegens

1/ TESTS PRELIMINAIRES a I’élaboration du milieu 2/ PROCEDURE DE PREPARATION du milieu

Assimilation des sucres : APl 20NE SVStem Ingrédients (concentrations finales utilisées)
Sz 2 < g5z 35%52 MO Base.......o e, 2X
O o o
o _ S Stérilisation de la sol. mere 5X par autoclavage 20 min a 120°C
n un O . Q S| B b=
2 8 2 T2 §§ 3| 8 '8_5 S Irgasan® * ... 20 pg/ML
€ S & £ €9 © A ol el T =2
Especes (Nombre de souches) = '('é; e € ; gg § 2 %g § A , ) Stérilisation par filtration 0.2
- 4 oo ce o)< == £ | Assimilation de I’ acide Conservation de la sol. mére a 20 mg/mL a -20°C
Pseudomonas aeruginosa (2) M S A B I adipique (ADI) par M9-PP 2X Acide adipiqUe.......ueeeieeviiiiieiiiicececec e, 20 mM
Pseudomonas chlororaphis 5) r v+t b v+ -1* + Vv OIP protegens : utilisation Stérilisation de la sol.mére a 0.1M par filtration 0.2
Pseud t 12 -
Pse"domanasm:.deg;’;s( ) * Py vy vt Y Y comme source de carbone MESO4A, TH20 ... eeeeeeeeeeeereseeneereseeseesee el MM
seuaomonas putiaa -
S , g —— * vV vt rry Stérilisation de la sol.mere a 1M par autoclavage 20 min a 120 °C
tenotrop omonas ma top 1nia 4+ - + - + + Vv Vv + +
CaCl2, 2H20... e, 0.2 mM
Achromobacter xylosoxidans (4) v Y + + |+ |+ + + ’
; ; Stérilisation de la sol. mere a 0.1M par autoclavage 20 min a 120 °C
Agrobacterium tumefaciens (3) ¥ + + + O+ O+ o+ + vV A
. 7= | S 30 g/L
Ochrobactrum anthropi (4) + + v + V V V + vV 8
Ochrobactrum intermedium (1) R, . . Agar 2X Stérilisation par autoclavage 20 min a 120 °C
: Conservation en surfusion a 56°C
Photorhabdus luminescens (1) + + + + + Y
Variovorax paradoxus (5) . 1+ 1 1 v . vlsle v 4 Mode opératoire |125 mL de M9-PP 2X et 125 mL de Agar 2X sont mélangés
Xenorhabdus nematophila (1) A I B extemporanément puis le mélange est distribué en boite de Petri
+: assimilation, -: absence d’assimilation, v: variable cult Aérobi ; rat 58°C - 37°C
ulture érobiose, températures -

Concentration Minimal Inhibitrice Irgasan®

* Dissolution de I'lrgasan® dans |’ éthanol 100 %

Espéces CMI Irgasan®
ug/mL
P. aeruginosa 1000 3/ VALIDATION du milieu M9-PP-Agar sur cultures isolées
P. protegens 1000 Pseudomonas pr otegens est
% UG 230 résistant a I’lrgasan® Figure 1 : exemples de croissance bactérienne observée sur milieu M9-PP-Agar
Stenotrophomonas maltophilia 250 . , 5
Achromobacter xylosoxidans 1000 CMI a 1 mg/ mL },_‘_.; ,
Agrobacterium tumefaciens <100 .
Ochrobactrum anthropi <1
Ochrobactrum intermedium <1 : R 1
Photorhabdus luminescens <1 LR s s 07 R = e o -y 000 | | ‘
Variovorax paradoxus <10
Xenorhabdus nematophila <1 y : i
E. coli <1

N /

Spots 1 et 9 : P. protegens
Spot 2 : Variovorax paradoxus

5/ CONTROLES des CFU sur milieu M9-PP-Agar

Culture 3 jours a 28°C

Figure 3 :exemple de validation par PCR-fitF (2) et PCR-ARNr16S des taxons sur M9-PP-Agar : Spot 3 : Serratia liquefaciens
5 o O 5 colonies brunes Spot 5 : Achromobacter xylosoxidans
(\‘9 A\ Q‘) d \(&\ W\ Qf\ Spot 6 : Stenotrophomonas maltophilia
Q)Q' 0\0 (,Q'. Oc’ 0Q Q/‘o(’ Spot 7 : P. putida
@ \ ' Spot 8 : P. aeruginosa

4/ PERFORMANCE du milieu M9-PP-Agar en matrice complexe

Screening rapide
par PCR-fitF (2)

(gene spécifique de
P. protegens)

Figure 2 : croissance bactérienne a partir d’'un échantillon de sol

ldentification
des taxons par
PCR-ARNr16S

1500 pb

Taxons identifiés cultivant sur M9-PP-Agar

- Pseudomonas protegens : colonies brunes M9-PP-Agar
- Pseudomonas aeruginosa et P. putida
- Stenotrophomonas maltophilia
- Agrobacterium tumefaciens _ pas de brunissement des colonies . PSS ¢ :
- Achromobacter xylosoxidans . s A . | -
- Variovorax paradoxus 20 % matrice de sol mélangé a 10*> CFU de P. protegens CHAO
o P _ Dilutions de 10 en 10 sur GNO et M9-PP-Agar
- Serratia liquefaciens et S. marcescens | Culture 48 heures 3 28°C

Différence de 3 log entre les cultures GNO et M9-PP

CONCLUSIONS et PERSPECTIVES Réduction de la croissance des champignons

- 75 % de spécificité et 100 % de sensibilité pour isoler Pseudomonas protegens (68 souches testées et 23 especes représentées) : croissance
- 100 % de spécificité : croissance + couleur brune des colonies, caractere différentiel pour sélectionner P. protegens d’autres taxons

- M9-PP-Agar utilisable a partir de matrices complexes pour la recherche de I'espece P. protegens, agent de bio-controle (3), bio stimulant,
associée a des macro organismes comme les nématodes entomopathogenes (4)

- Publication en cours (Journal of Microbiological Methods)
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