- 1BO e

Analyse Microbiologique

o4

o

e
-

Réalisé par : Marie-Line DAVERAN-MINGOT
Université Toulouse lll -Paul Sabatier

Laboratoire: Toulouse Biotechnology Institute (TBI)

U NIVERSITE i = —
TOULOUSE Il =
, 5 2 , . i PAUL SABATIER "o >
nt de préparation a la sélection francaise

aculté
piades Internationales de Biologie ciences

et Ingénierie




+ Analyse Microbiologique

Recherche de d’une famille

de microorganismes
= |solement

l Qualité bactériologique
Actinomycetes d’une.eau o
l = |solement et identification
v de germes pathogénes
v' de germes indicateurs
Détection de métabolismes " Potabilité d'une eau?
particuliers . .
Collaboration

Agronutrition 4



—> Les différents types de milieux ‘*_
http://www2.ac-lyon.fr/enseigne/biotech/microbio/milieux.html

MILIEU SYNTHETIQUE MILIEU COMPLEXE

Milieu qui doit fournir une source d’énergie e  Aussi appelés milieux empiriques.
et des éléments tels que le carbone,
I'azote, le soufre, le phosphore et des
facteurs de croissance.

e Contiennent des ingrédients dont la
composition chimique est
indéterminée.

La composition chimique de ce milieu est Milieu PCA
connue. Milieu CPS
Milieu acide humique MILIEU SELECTIF
e Inhibe la croissance des bactéries
indésirables et stimule celle des Milieu Chapman
microbes recherchés Milieu Baird-Parker

Milieu Tergitol-TTC

e Contiennent des agents inhibiteurs ( Ab, . ) ;
Milieu Acide Humique

sel, colorant)

MILIEU DIFFERENTIEL

¢ Facilite la distinction entre les colonies
de la bactérie recherchée et les autres
colonies présentes sur le méme milieu.

Milieu Baird-Parker

C Milieux chromogénes Milieu Chapman
Milieu Tergitol-TTC




MILIEU ACIDE HUMIQUE
(synthétique sélectif)

ac.humique 1g
KCI 1.7g
Na2HPO4 0.5g
FeSO4 10mg
CaCo3 20mg
Oligo-éléments iml
H20 qsp 1L

Gélose 18g

MILIEU BAIRD-PARKER
(complexe , sélectif et différentiel)

Tryptone 10g
Extrait de viande 5g
Extrait de levure 1g
Pyruvate de Na 10g
Glycine 12g
Licl 5g
Emulsion de jaune d’ceuf 47ml
Tellurite de K (a 2,5%) 2ml
H20 qgsp 1L

Gélose 18g




ISOLEMENT

/ Inoculum

Population hétérogene
(p1, p2...)

&Zulture pure

Passage sur milieu solide non
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Analyse d’une eau

Criteres microbiologiques auxquels doivent satisfaire les eaux de consommation

Flore autochtone

Milieu non sélectif, 22°C, 72h

37°C, 24h
Recherche directe Recherche de
de pathogénes germes indicateurs:
v’ Staphylococcus aureus v coliformes totaux,
v’ Pseudomonas aeruginosa v coliformes fécaux
v' Salmonella v/ streptocoques fécaux

v’ Clostridium sulfito-réducteurs



Analyse d’une eau

*

Criteres microbiologiques auxquels doivent satisfaire les eaux de consommation

Microorg Microorg

. . . . . Clostridium
sl el Coliformes Hellipatizs Staph aureus sulfito- Salmonella
totaux (37°C, | totaux (22°C, fécaux P réducteurs
24h) 72h)
Eaux en
bouteille 20/ml 100/ml 0/250ml 0/250ml 0/100ml 0/50ml 0/5L
FURCE 104/100ml  2.10%/100ml 0/1L
baignade '
Eau de
.. 100/ml 10/100ml 0/100ml
piscine

Recherche de Staphylocoques

Milieu Chapman
Staphylocoques et
suspicion de S. aureus (auréole jaune)

Milieu Baird-Parker
Confirmation de S. aureus
(colonies noires)

Autres tests
Catalase, mobilité, présence de spores




Analyse d’une eau

Recherche de coliformes

Milieu TTC-Tergitol
suspicion de E. coli

% shestac! et (colonie et halo jaune)
- : - ".-""T

Oxydase - Oxydase +
(Enterobacteries (Vibrio, Pseudomonas,
Xanthomonas...) Aeromonas...)




Analyse de la terre

Collaboration Es

Agronutrition 4

10° cfu de bactéries / g de rhizophére et jusqu’a 107 cfu

d’Actinomycétes (Streptomyces, Micronomospora, Microbispora, Frankia ...)
et quelques cyanobactéries ?

10% cfu d’algues, protozoaires,
virus.../ g



Analyse de la terre

Morphologie et cycle de -
reproduction des Actinomycetes

Caractéristiques o
= Bactéries

= Gram +

= Structure végétative tres souvent mycélienne et
capable de sporuler

= GC%>55%

= Hétérotrophe, croissance lente, 27°C, aérobie

Induction du Développement du

7 | 7 V4 . ——— _."_ ra 7 7 .
mycélium végétatif o T e mycélium vegétatif

o 18 h I S
e
« 10 h s
Germination / LIEE
° spore '. Développement du

mycélium aérien




Analyse de la terre

Grande diversité morphologique




Analyse de la terre
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Intérét industriel des Actinomycetes

Role écologique des Actinomycetes

Fréquence des différents genres

Décomposition © d’Actinomycetes dans le sol Bactéries
R Streptomyces sp. Chloramphénicol
Protéines Erythromycine
provenant Streptomyces 95,34 Kanamycine
de cellules Nocardia 1,98 Néomycine
- Micromonospora 1,40 Nystatine
Thermomonospora 0,22 Rifampycine
Actinoplanes 0,20 Streptomycine
B Organismesen § Microbispora 0,18 Tétracycline
, il deccr?prcsmon Mycobacterium 0,14 Micronospora sp Gentamycine
s m‘;:;(;f;z?o‘:nes { Stre.ptosporagium 0,10 Bacillus sp. Bacitracine
_ 4} ot anaéichies) A(?tlnomadura 0,10 Polymyxines
‘ Microspolyspora 0,10 Mycétes
Pseudonocardia 0,06 Penicillium sp. Griséofulvine
Décomposeurs Microellobosporia 0,04 Pénicilline
MO morte —_ C02 +ac humiques Cephalosporum sp. Céphalosporines

Mais aussi de nombreuses molécules
a activités variées:

Actinomycétes
PGPR, enzymes vitamines, acides

C02 aminés...



Analyse de la terre

*

A partir d’'une collection de souches d’Actinomycetes

Recherches d’enzymes

Protéases

Cellulase

Dégradation de carboxy-méthyl cellulose




Analyse de la terre
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A partir d’une collection de souches d’Actinomycetes

Recherches d’activités phytostimulatrices
« Plant Growth Promoting Rhizobacteria » ou PGPR

biodisponibilité de certains nutriments
v" solubilisation du phosphate
®= Pinorganigue @——> prod d’acide

v" solubilisation de la silice

Silicate solubilizing bacteria (SiSB)
= Silice 5 acide orthosilicique




Analyse de la terre
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A partir d’'une collection de souches d’Actinomycetes

Recherches de métabolites secondaires
Antibiotiques, antifongiques

ﬁ Milieu ensemencé dans la masse avec
une souche indicatrice




Analyse de la terre
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A partir d’'une collection de souches d’Actinomycetes

Inhibition ou activation de croissance:
Compétition ou synergie entre souches

Souches indicatrices et actinomycetes seront ensemencées
en méme temps




: Analyse de la terre
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Prélévement de terre Agronutrition

Comment effectuer le prélevement de terre?

Ne prélever que sur des sols francais (accord de Nagoya)

Ne pas prélever en bordure de champs, de mare, de passage des animaux
Choisir de préférence une zone avec de la végétation et prélever des racines
Dans cette zone faire plusieurs prélevements

On peut aller jusqu’a 20 cm de profondeur

Mélanger les différents prélevements dans le sachet mis a votre dispositoion
Le prélevement doit se faire idéalement peu de temps avant les TP
Compléter la fiche de renseignements distribuée

AN N N NN




I Analyse de la terre
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Feuille de résultats Agronutrition

TABLEAU 1

PRELEVEMENT

INoms et Prémons du binédme

IGroupe et lettre affectée au Binéme

[Région du prélévement de la terre

[Coordonnées GPS

Type de terre (jardin particulier, champs cultivé...

[Nature du sol (argileux, calcaire....)

|date du prélévement

|Observations utiles (endroit avec animaux, végétation abondante...)

IpH de la terre

- Dilution comptable =

Richesse en actinomycétes .
- Concentration en cfc/g de terre =




Feuille de résultats

Le but est de constituer un souchier UPS !

Collaboration =%
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Analyse de la terre

TABLEAU 2
Nom Binéme: Lettre Binéme
Groupe: Activités phytostimulantes ou enzymatiques
Solubilisation de la Silice Solubilisation du Pi Production de cellulases
Indice de
Indice de solubilisation solubilisation
Souch Description macroscopique ¢ du halo = ¢ du halo = ¢ du spot ¢ du halo
ouche sur GAPY (mm) | 1-[¢ duspot/¢ du halo] | (mm) 1-[¢ du spot/¢ du (mm) (mm)

(Milieu BR2X)

halo]
(Milieu TCP)




I Analyse de la terre
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Feuille de résultats Agronutrition

TABLEAU 3

Nom BinOme: . A
Lettre Binome

Groupe:
Tests enzymatiques Antibiogramnfe (.m.éfhode des carottes)
¢ d'inhibition (mm)
Test
Souche Protéase E coli Bacillus subtilis Micrococcus luteus Mucor
+a+++

TABLEAU 4

Nom Bindme: .
Lettre Binome

Groupe:
Test d' activation ou de synergie de croissance
¢ d'inhibition (mm) ou ¢ d'activation (mm)
Inhibition
Souche ou E coli Bacillus subtilis Micrococcus luteus Mucor
Synergie






