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Résumé

Les fluides de forage a base d’huile présentent un intérét pratique et économique dans le forage
pétrolier, mais aussi sont considérés une sérieuse source de pollution des sols et des aquiféres de leur
composition en hydrocarbures. La bioremédiation est un processus de dépollution biologique de ces
sites dépend de la biodégradabilité intrinseque du polluant par des bactéries hydrocarbonoclastes
autochtones.

A ce titre, les objectifs de notre travail sont: isolement des souches bactériennes a partir des bourbiers a
base d’huile dans une zone de forage pétroliere dans la région de Ghardaia, leur identifier
biochimiquement, puis étudier les conditions de croissance (pH, température et concentration initial de
gasoil) des bactéries sélectionnées.

Au cours de ce travail, nous avons isolé vingt isolats a partir des échantillons de sols contaminés, dont
nous avons choisi morphologiquement treize d’entre eux. Parmi ces derniers huit montre une activité
hydrocarbonoclaste. L’identification biochimique de ces isolats montre leur rapprochement aux genres
suivants : Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter et Brevibacterium. Les huit isolats
ont été testés pour leur production des biosurfactants, ainsi nous avons sélectionnés deux qui se sont
avérés les meilleurs. Il s’agit de N18 (E24 42,28%) et N20 (E24 14,28). Les deux souches ont été
étudiées pour I’optimisation des conditions de croissance a savoir: I’influence du pH, de la température
et la tolérance au gasoil. La croissance bactérienne est suivie par mesure de la densité optique, les
résultats obtenus montrent que les deux souches possédent un optimum de croissance au bout de 12
heures d’incubation. Les pH optimaux de croissance pour les deux souches N18 et N20 sont 12 et 10
respectivement. La meilleure température de croissance pour les deux souches est 30°C. La souche
N18 a montré une grande tolérance au gasoil et sa croissance est meilleure a 20%. Tandis que la

souche N20 sa croissance meilleure est a 10% de gasoil.

Mots clés : Bioremédiation, Gasoil, Bactéries autochtones, Sols contamings.
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Introduction

Apreés ’augmentation des prix mondiaux du pétrole en 1999, I’Algérie a lancé des
investissements considérables dans 1’activité du forage pétrolier afin d’augmenter sa production du
pétrole, et par conséquence ces revenus en dollars. Le nombre moyen des puits forés a dépassé 57
par an pour la période 2000-2007 (Remouche, 2008) et en 2017 la société Sonatrach va réaliser 290
puits nouveaux (de Souza, 2016).

Cependant, Les activités du forage pétrolier laisse un grand nombre de bourbiers polluant le
sol a cause de rejet des déchets liquides et solides comprenant les déchets a base d'huile issus
essentiellement de l'utilisation des fluides de forage, et de I'entretien des machines et des
équipements ainsi que des déchets de base de vie (Gbadebo et al., 2010).

I1 existe de nombreuses techniques de dépollution pour traiter les sols contaminés par des
hydrocarbures pétroliers, plus ou moins efficaces selon la nature du contaminant. Parmi ces
techniques il y a I’incinération, le lavage des sols, L’oxydation chimique, I’extraction chimique,
I’oxydation des fluides supercritiques, la volatilisation, I’extraction de vapeur, 1’encapsulation et
I’extraction de liquide supercritique (Roberts, 1998).

Parmi les meilleures technologies de dépollution, la bioremédiation qui est basée sur
I’utilisation des micro-organismes, et qui reste la méthode la plus connue grace aux faibles
répercussions sur I’environnement, sur les travailleurs et sur la population, ainsi que par leur cofit
raisonnable d’application et son durabilité(Dufresne, 2013).

Notre étude a pour objectifs d’isoler et de caractériser des bactéries hydrocarbonoclastes, et
présentant un potentiel de production de biosurfactants a partir de sols pollués par des
hydrocarbures au niveau de deux bourbiers de rejet de fluide du forage dans la zone de noumirate et
sebseb — Ghardaia.

Nous avons structuré notre manuscrit en trois chapitres. Le premier chapitre représente une
syntheése bibliographique portant sur les hydrocarbures, la pollution des sols par les hydrocarbures
et la dégradation microbienne des hydrocarbures. Le deuxiéme chapitre décrivant le matériel et les
méthodes utilisés et le dernier chapitre consacré aux résultats et discussion suivi d’une conclusion et

perspectives.
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Chapitre 1. Revue bibliographique 1. Données sur les hydrocarbures

I. Données sur les hydrocarbures

1.- Définition

Les hydrocarbures sont des composés organiques formés d'hydrogeéne (H) et de carbone (C) liés
dans des chaines ou des cycles(Kemp, 1998).1ls ont la formule brute: C,H,, ou n et m sont des
entiers naturels (Ayadim,2014).1ls peuvent étre solides, liquides ou gazeux. Les hydrocarbures, tels
que le pétrole et le gaz naturel, sont principalement utilisés comme combustibles, mais sont
¢galement appropriés pour étre utilis€és comme lubrifiants et comme mati€res premicres pour une
variété de matériaux industriels (Kemp, 1998).Certains sont toxiques, tels que le benzéne ou sont

aromatiques polycycliques (Smith et Scott,2005).

2.-Origine des hydrocarbures

Le pétrole brut et le gaz naturel sont formés au cours de millions d’années par décomposition des
végétaux et d’organismes marins, comprimés sous le poids des sédiments. Comme ils sont plus
légers que ’eau, ils ont migré pour combler les vides existant dans ces formations sous-jacentes. Ce
mouvement vers le haut s’est arrété lorsqu’ils ont atteint des couches denses imperméables ou des
roches non poreuses (Khodja, 2008).

La biosynthese et les mécanismes de transformations (dissolution, évaporation, photo-oxydation,
adsorption désorption sur des particules, transformations biologiques, ...) conduisent a un mélange
de composés dont la spécificité dépend des organismes producteurs et des conditions
physicochimiques du milieu. Ainsi, la stabilit¢ de ces composés a fait d’eux des marqueurs
biologiques et géochimiques d’une treés grande valeur. En effet, le développement des techniques
analytiques (chromatographiques et spectroscopiques) a démontré la complexité de ces composés
présents en faibles quantités dans les colonnes d’eau et les sédiments (Bekenniche, 2014).

les hydrocarbures dans 1’environnement peuvent avoir plusieurs origines (Soltani, 2004):

2.1.- Les hydrocarbures fossiles: qui proviennent de la décomposition d’une grande quantité de
matiere organique coincée entre deux couches sédimentaires.

2.2.-Les hydrocarbures actuels: sont produits par bactéries décomposant la matiere organique.
Cette production a lieu essentiellement dans les zones humides (tourbiéres, marais) et en quantité
limitée. Le changement climatique pourrait accroitre cette production dans les régions polaires et
relacher de grandes quantités de méthane dans 1’atmosphére terrestre ce qui accentuerait d’autant
plus I’effet de serre.

2.3.-Les rejets industriels et urbains: sont considérés comme la principale source

d’hydrocarbures pétroliers pyrolytiques



Chapitre 1. Revue bibliographique 1. Données sur les hydrocarbures

3. Classification

Les hydrocarbures pétroliers contiennent principalement des molécules composées d’atomes de
carbone et d’hydrogene. Il s’agit d’alcanes non cycliques (ou paraffines), des cycloalcalnes (ou
naphténes), d’alcénes (ou oléfines) et d’hydrocarbures aromatiques. D’autres constituants mineurs
sont également présents dans les hydrocarbures pétroliers, comme des métaux et des composés
polaires qui contiennent de I’azote, du soufre ou de ’oxygene. Les molécules polaires de faible
masse moléculaire sont appelées des résines, les plus lourdes étant regroupées sous 1’appellation

d’asphalténes (Gruyer et Groleau, 2015).
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Figure 1. Structure moléculaire de base des principaux hydrocarbures pétroliers(Gruyer et

Groleau, 2015).

Les hydrocarbures peuvent étre essentiellement classés en quatre catégories selon la formule

structurelle

3.1.- Hydrocarbures saturés (Alcanes)

Les alcanes sont des hydrocarbures saturés (ils ne comportent que des atomes d'hydrogene et de
carbone et chaque carbone a quatre liaisons différentes), a chaine linéaire ou ramifiée (appelés
autrefois paraffines), de formule générale C,Hy,p, Parmi les hydrocarbures saturés on distingue

(Milcent, 2007):

3.1.1.- Alcanes linéaires
Les alcanes linéaires (n-alcanes, C,Hzy42), dont la longueur de leur chaine varie de 7 a 40 atomes de
carbone constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40 % des hydrocarbures totaux d'un

brut pétrolier)(Soltani, 2004).
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3.1.2- Alcanes ramifiés

Les alcanes ramifiés les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement méthyle en position 2).
Les autres composés ramifiés antéiso (groupement méthyle en position 3) ou polyramifiés tels que
les isoprénoides (exemple: pristane, phytane) sont beaucoup moins nombreux. Ces composés se
trouvent dans le pétrole brut a des proportions sensiblement égales a celles des n-alcanes(Soltani,

2004).

3.1.3.- Cycloalcanes

Les cycloalcanes renferment des composés cycliques (2 5 ou 6 atomes de carbone) saturés et le plus
souvent substitués. Quelques dérivés polycycliques sont aussi présents et certains d’entre eux tels
que les stéranes et les triterpanes sont caractéristiques d’un pétrole brut. Cette famille peut

représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut(Soltani, 2004).

3.2.- Hydrocarbures aromatiques

Plusieurs familles d'hydrocarbures aromatiques et polyaromatiques dont le nombre de noyaux varie
de 2 a 6 sont présentes dans les pétroles bruts. Ces composés sont dominés par des composés mono-
, di- et tri-aromatiques. En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les
alcanes, et ne représentent que 10 a 30 % des hydrocarbures totaux d'un brut pétrolier(Soltani,

2004).

3.3.- Composés polaires

Les composés polaires correspondent a des molécules hétérocycliques, telles que:

- des composés oxygénés: phénols, acides carboxyliques, alcools, aldéhydes,...

- des composés soufrés: mercaptans, sulfures, disulfures,...

- des composés azotés: pyridines, quinoléines,...

Les dérivés soufrés sont dans la plupart des cas plus abondants que les composés oxygénés ou

azotés(Soltani, 2004).

3.4.- Asphaltenes

Les asphalténes correspondent a une classe de composés de hauts poids moléculaires, insolubles
dans le pentane ou I’hexane. La structure de ces composés est mal connue du fait, d’une part de leur
composition chimique complexe (a base de cycles aromatiques condensés, de naphtéo-aromatiques,
de ramifications et d’hétéroatomes (O, N, S), et d’autre part de méthodes analytiques difficilement

utilisables(Soltani, 2004).
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I1.- Pollution des sols par les hydrocarbures

1.- Définition du sol

Il est défini comme la couche supérieure de la croute terrestre composée de particules minérales, de
matiere organique, d’eau, d’air et d’organismes. Du point de vue pédologique, le sol représente la
partie des formations naturelles superficielles soumises aux processus pédologique et subissant des
évolutions plus ou moins importantes de la composition chimique et de la constitution
minéralogique. Le sol résulte de I’évolution de la roche mére sous-jacente transformée en surface

par divers facteurs (climat, nature de la roche, activité biologique...) (Gabet, 2004).

2.- Compositions du sol

Le sol est un systeme hétérogene et complexe. Il est composé d’une phase solide représentée par les
particules du sol, une phase liquide représentée par 1’eau du sol (qui peut étre enrichie en de
nombreux composée et particules) et une phase gazeuse constituée par 1’air emprisonné dans le sol
(Gabet, 2004).La composition du sol varie avec le temps, le lieu et 1'utilisation. Les particules de
roche différent en taille et en composition chimique en fonction de facteurs tels que la source de
roche d'origine et la nature et le climat qui ont eu lieu. La matiére organique peut étre humus ou
d'autres restes de plantes ou d'animaux morts et en décomposition, mais elle comprend également
des macro-organismes comme les vers de terre et les microorganismes tels que les bactéries (Kemp,

1998).

3.- Forage pétrolier

On appelle "forage pétrolier" I’ensemble des opérations permettant le creusement de trous pour
atteindre en sous-sol de nouvelles zones susceptibles de contenir des hydrocarbures (Soussa, 2011).
Le premier forage pétrolier a été effectué le 27 Aoit 1859 par I'Américain E.L. Drake a Titusville
(Pennsylvanie), et comme 1’objectif était de forer le puits, de procéder a sa complétion, qui consiste
a amener un puits en phase productive apres qu’il a été foré, depuis 1859, les opérations de forage, a
connu une grande évolution afin de résoudre les nombreux problémes, a la fin des années 1930, les
recherches ont été concentrées sur la composition et les propriétés des fluides de forage. De 1947 a
1957, la recherche s’est plus focalisée sur les tests des produits de base utilisés dans les fluides de
forage, en essayant de lier les propriétés des fluides aux problémes de stabilité des puits et a
I’efficacité du nettoyage du trou (Khodja, 2008).

L’implantation d’un forage est des études géologique et géophysiques effectuées sur un bassin
sédimentaire, ceci nous permet de nous faire une idée de la constitution de sous-sol et des

possibilités de gisements, sans pour autant préciser la présence d’hydrocarbures. L’opération de
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forage peut alors confirmer les hypotheéses faites et mettre en évidence la nature des fluides

contenus dans les roches (Hadj Abbas, 2011).

3.1.- Impact du forage sur ’environnement
La présence d'un polluant dans le sol n'est pas en soi un danger. Le risque apparait dés lors que ce
polluant peut étre mobilisé et agir sur I'environnement (faune, flore) ou homme. Pour qu'il y ait un
danger, il faut trois éléments:

1. une source (un polluant),

2. un vecteur (la plante ou l'eau, qui transporte le polluant)

3. une cible (I'homme ou I'environnement).
Selon Lemiére et Chiron (2000), Un sol pollué représente trois types de risques
environnementaux: Lessivage des hydrocarbures par les eaux d'infiltration et transfert des
hydrocarbures vers les eaux souterraines et superficielles concernent, en premier, la qualité des eaux
souterraines, les rendant impropres pour certaines utilisations (boire, irrigation) (Djerbaoui,
2011).Réintroduction des hydrocarbures dans la chaine alimentaire par les végétaux et les
organismes vivants du sol. Par exemple si le polluant est absorbé par les racines d'une plante
destinée a la consommation ou s'il passe dans une nappe phréatique qui sert a alimenter un réseau
d'eau potable.
Le contact direct avec I’homme ou 1’animal ou lors de leur transfert dans la chaine alimentaire.
C’est le phénomeéne de bioaccumulation avec le piégeage par les végétaux et les animaux des
polluants ou leurs produits de dégradation jusqu'a des teneurs atteignant les seuils de toxicité
(Soltani, 2004), aussi; I'occupant du sol (cheptel de dromadaire, les enfants des nomades) qui
tombent souvent en passe des bourbier de forage.
Au niveau de la phase gazeuse du sol.les risques sont réels avec la présence de substances volatiles :
émanations toxiques. Incendies et explosions avec des produits inflammables et explosifs en

atmosphere confinée(Bekenniche, 2014).

3.2.- Fluide de forage

Le fluide de forage, appelé aussi boue de forage, est un systeme composé de différents constituants
liquides (eau, huile) et/ou gazeux (air ou gaz naturel) contenant en suspension d’autres additifs
minéraux et organiques (argiles, polymeres, tensioactifs, déblais, ciments,...) (Khodja, 2008).

Le fluide de forage en circulation continue durant toute la durée du forage, aussi bien dans le
sondage qu’en surface. Le fluide est préparé dans des bacs a boues, il est injecté a intérieur des tiges
jusqu’a I’outil d’ou il remonte dans I’annulaire, chargé des déblais formés au front de taille. A la

sortie du puits, il subit différents traitement, tamisage, dilution, ajout de produits, de fagons a
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¢liminer les déblais transportés et a réajuster ses caractéristiques physico-chimiques a leurs valeurs
initiales. II est ensuit réutilisé¢ (Khodja, 2008).

Plus important encore, certains matériaux toxiques sont utilisés pour améliorer la qualité
particuliere du fluide de forage, ce qui est une préoccupation majeure des environnementalistes. Cet
ajout de maticres toxiques contamine le systéme souterrain ainsi que la surface de la terre. Les
fluides de forage ont été classés en trois catégories selon le fluide de base utilis¢ dans leur

préparation : I’air, I’eau ou 1’huile (Hossain et Al-Majed, 2015).
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Figure 2. Différents fonctions des liquides du forage

3.2.1.- La boue a base d’eau WBM (Water BasedMud)

Ces fluides sont souvent désignés par "Water-BasedMuds" ou WBM. Ils sont dans la plupart des
cas constitués par des suspensions de bentonites (une argile colloidale)dans I’eau (30 a 60 g/L) dont
les caractéristiques rhéologiques et de filtration sont souvent ajustées par des polymeres. La nature
des électrolytes et leur concentration dans les formulations de boues a I’eau sont choisies en prenant
en compte les caractéristiques de la formation (activité de I’eau des formations argileuses,
dissolution des formations salines) (Khodja, 2008).

Exemple de compositions de Boues a base d’eau :

Boue Bentonitique :

Cette boue assure le forage des couches de surface. Elle est essentiellement constitue de :
¢ Bentonite : 100 Kg/m’,
¢ Soude caustique : 0.5 a 1.5 Kg/m’,
¢ Bicarbonate de soude : 0.5 4 1 Kg/m®?
L4

Amidon pour le contrdle du filtrat.
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3.2.2.- La boue a base d’huile OBM (OilBasedMud)

Les fluides a base d'huile sont des fluides dont la phase continue est une huile minérale (pétrole
brut, fuel, gasoil ...) et la phase dispersée est de 1'eau. Les propriétés rhéologiques (thixotropie) de
cette émulsion sont ajustées par l'addition d'agents viscosifiants, généralement des argiles
organophiles. Les formulations peuvent contenir également des agents réducteurs de filtrat
(composés asphalténiques et polymeres) et d'autres additifs spéciaux (Khodja, 2008).

3.2.3 La boue a base d’air ou de gaz

Dans certaines régions a formations dures, seéches et imperméables, on utilise de 1’air comprimé,
d’azote ou du gaz naturel comme fluide de forage(Hossain et Al-Majed, 2015), on injecte a la place

de la boue de forage, assure toutes les fonctions nécessaires au forage (Nguyen, 1993).

3. 3.- Les bourbiers

A la sortie du puits, le fluide de forage remonte, chargé de déblais. Une batterie d’appareils
mécaniques en assure I’épuration avant d’étre de nouveau réinjecté. Il s’agit essentiellement de
tamis vibrants, d’hydrocyclones et de centrifugeuses. Les déblais séparés du fluide de forage sont
rejetés dans une grande excavation, réalisée a cet effet, appelée: Bourbier. Il se trouve que ces rejets
gardent en rétention des quantités importantes du fluide porteur par un phénoméne appelé dans le

jargon du métier: enrobage ou encapsulation (Akmouci, 2009).

Dans le domaine de 1’exploitation pétroliére, une panoplie des produits chimiques est employée
dans la formation des boues de forage. Ces composés de natures différents et dont la toxicité la
biodégradation sont des parametres mal définis, sont cependant déversés dans la nature. En plus des
hydrocarbures (HC, tels que le gasoil) constituant majeur des boues a base d’huile, on note les
déversements accidentels du pétrole, ainsi que d’une variété d’autres produits et additifs spéciaux
(tensioactifs, polymeres,...) qui peuvent exister sur les sites de forage. Ces rejets sont généralement

stockés dans des endroits appelés « bourbiers » (Hadj Abbas, 2011).
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III. Traitement des sols pollués par les hydrocarbures

L’intérét d’une méthode de traitement des sols pollués par les hydrocarbures se mesure a son
efficacité, a son cout, a la facilit¢ de sa mise en ceuvre, a la qualité du sol obtenu apres traitement
ainsi qu’a la facilité de retraitement des sous-produits générés (Bekenniche, 2014).

Les techniques de traitement des sols pollués se développent rapidement, elles sont souvent
complexes. Le traitement d'un site implique presque toujours la mise en ceuvre de plusieurs
techniques et procédés, simultanément ou successivement.

Trois grands types de traitement sont disponibles :

- les traitements physiques: incinération, confinement (cas de fortes concentrations en polluant) ;

- les traitements chimiques : lavage a l'eau ou extraction par solvant (principalement sur les
matériaux grossiers), oxydation chimique ;

- les traitements biologiques : utilisation de la microflore autochtone ou de micro-organismes
autochtones.

Tous ces types de traitement peuvent étre mis en ceuvre soit in situ, c'est-a-dire sans excavation des
sols, soit sur site aprés excavation et préparation d'une aire étanche de traitement ou mise en route
d'unité de traitement mobile, soit hors site dans des unités de traitement ou de stockage de grande
capacité. Mis a part le confinement, la plupart des traitements conduisent a une dégradation du
polluant qui peut étre obtenue soit par voie physico-chimique, soit par voie biologique (Mougin et

al.,1996).

1.- Traitements physiques

Les traitements physiques constituent la majorité des techniques mises en ceuvre actuellement, est
un processus de réduction du volume consistent a séparer et concentrer les polluants, sans les
modifier ou les détruire (Gabet, 2004),transférer le contaminant vers un autre milieu, par exemple,
de l'air ou de l'eau, et le recueille sous une forme concentrée. Le traitement physique utilisant les
technologies de séparation se fait soit in situ, soit ex situ (le sol est excavé). Les principaux
avantages du traitement in situ sont qu'il permet de remédier au sol sans avoir le fouiller ou le
transporter. Il évite également les restrictions d'élimination des terres sur la redéposition des sols
traités. La remédiation in situ implique généralement des temps de traitement plus longs. En raison
de 1'hétérogénéité de la sous-surface, il est également plus difficile d'assurer l'uniformité du
traitement. Le traitement in situ doit également concerner I'évitement de la propagation de la
contamination en raison de l'incitation des contaminants a s'éloigner de la zone des sols contaminés
(Fox, 1996).

Les proceéde d’absorption sur charbon, I’extraction de vapeur de sol, lavage du sol et le confinement

du source de pollution sont les plus souvent utilisée (Gabet, 2004).
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1.1.- Traitements thermiques

Pour une destruction compléte des contaminants, l'incinération est l'un des traitements les plus
efficaces disponibles. Une destruction de plus de 99,99% du tétrachlorure de carbone, des benzenes
chlorés et des polychlorobiphényles (Roberts, 1998). C’est une technique qui utilise les hautes
températures pour modifier physiquement ou chimiquement les polluants (Soltani, 2004), et
détruire les polluants en CO,, H,O et différents autres résidus de combustion (Gabet, 2004).

Les flux de déchets aqueux sont difficiles a incinérer, mais les sols contaminés peuvent étre gérés
efficacement(Roberts, 1998). Dans des incinérateurs, I’incinération se réalise en deux étapes : une
premiére a 400°C, dite volatilisation, et une seconde dite destruction a une température supérieur a
1000°C (Gabet, 2004).L'incinération peut générer des produits de combustion incomplets, fumées
toxiques qui se dégagent lors de la combustion, et une cendre résiduelle qui doit étre €liminée
comme un déchet dangereux, mais elle offre 1'une des meilleures méthodes pour la destruction des
composés organiques. Cependant I’incinération n’est généralement pas prise en considération pour

traiter les sols contaminés par les hydrocarbures en raison de leurs cotits (Roberts, 1998).

2.- Traitements chimiques

C’est une technique qui sert a détruire les polluants ou de les transformer en une forme moins
nocive pour l'environnement, en provoquant des réactions chimiques entre le polluant et le réactif
ajouté. Ils peuvent étre applicables in situ ou aprés excavation des sols. La majorité des procédés
exigent que les sols soient sous forme de boues ou que les contaminants soient mobilisés dans un

milieu liquide. Parmi les méthodes chimiques I’oxydation et la neutralisation (Gabet, 2004).

2.1.- Oxydation chimique

Cette technique consiste en une dégradation des contaminants en contact avec des réactifs oxydants
injectés dans la zone de sols contaminés (in-situ) ou mélangés dans un conteneur adapté (ex-situ).
L’oxydation chimique in-situ consiste a injecter sous pression un produit oxydant (ozone, peroxyde,
etc.) a I’intérieur de la matrice des sols contaminés. Les polluants peuvent étre totalement dégradés
(minéralisation) ou partiellement (sous-produits plus biodégradables). Ce traitement chimique
permet de générer des réactions dans la zone contaminée de fagon & modifier les produits toxiques

en produits qui ne nuisent pas a I’environnement (Dufresne, 2013).

3.- Traitements biologiques
Le traitements biologique ou bioremédiation a été¢ définie par Madsen (1991), comme un processus
géré ou spontané dans lequel le catalyseur est biologique, en particulier microbien qui agit sur les

composés polluants, remédiant ou éliminant la contamination de l'environnement(Roberts, 1998).
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Les procédés biologiques permettent de dégrader les polluants par I’action de microorganismes
(bactéries, champignons...) et peuvent étre utilisés seuls ou en complément d’une autre technique.
La décontamination par voie biologique consiste donc a stimuler un phénomeéne naturel pour en
augmenter le rendement afin de détruire de polluant organique qui sera utilis¢ comme source de

carbone (Gabet, 2004).

3.1.-Bioremédiation

La Bioremédiation est l'utilisation de bactéries ou d'autres micro-organismes pour dégrader les
polluants organiques (Smith et Scott, 2005). Ils peuvent étre utilisés dans des conditions controlées
telles que dans une exploitation d'eaux usées ou dans des bassins de stabilisation des déchets, mais
ils ont également le potentiel de nettoyer les déversements accidentels de déchets dangereux pour
I'environnement. (Kemp, 1998)

La pollution de l'environnement par les hydrocarbures est un phénomeéne mondial qui affecte tous
les aspects de I'environnement, et parmi ces aspects la contamination des sols, qui est restée un
probléme émergent. Des dommages colteux ont été causés dans différentes régions du monde
essentiellement par des déversements des hydrocarbures dans le sol ou I’eau (Uchechukwuet al.,
2007).

Le sol peut €tre traité in situ ou il peut étre extrait et trait¢ dans un bioréacteur en tant que boue ou
en sol( Smith et Scott, 2005).Par exemple, aprés le déversement de pétrole d'Exxon Valdez en
Alaska en 1989, des bactéries ont été pulvérisées sur certaines plages contaminées, biostimulés a
grandir par l'application d'engrais soluble dans l'eau, les bactéries nourries sur l'huile et dans un

mois ont apporté une contribution mesurable au nettoyage (Das et Chandran, 2010).

3.1.1.- Méthodes de Bioremédiation

Le métabolisme microbien est le processus majeur de dégradation des hydrocarbures dans les sols
(Mumtaz et George,1995). La plupart des composés organiques contaminant les sols sont
biodégradables par des microorganismes (bactéries, champignons etc.).

Des facteurs peuvent limitent potentiellement le taux de biodégradation des hydrocarbures en cours
de processus de bioremediation, parmi eux, le manque d'approvisionnement adéquat en nutriments,
comme l'azote et le phosphore, et I’insuffisance de biomasse nécessaire (Sihag, 2014).

Deux processus ont été révélés pour augmenter l'activité des microorganismes pendant la

bioremédiation: la bioaugmentation et la biostimulation (Suthersan, 2000).
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3.1.1.1.- Bioaugmentation

La bioaugmentation consiste a ajouter des micro-organismes autochtones ou étrangers dans la zone
polluée afin d’augmenter le taux de biodégradation des contaminants (Guermouche, 2014). Il
consiste a inoculer l'environnement avec des microorganismes qui sont connus pour métaboliser
facilement ces produits chimiques

Les inoculums peuvent étre un micro-organisme ou un mélange des micro-organismes indigenes ou
non indigeénes provenant de divers milieux pollués, spécialement choisis pour leurs caractéristiques
de dégradation des hydrocarbures, ils sont pré-cultivés en laboratoire ou sur sites par des
bioréacteurs. Les  nutriments  accompagneraient  habituellement la  culture  des
inoculums(Hassanshahian et Cappello, 2013).

L'ensemencement des microorganismes sur le sol a d'abord été essayé vers 1968. Un inoculum de
Cellumonassp. Et les éléments nutritifs ont permis de dégrader les contaminants hydrocarbonés plus
efficacement que les engrais seuls. Depuis lors, 1'ensemencement de microorganismes a été utilisé
dans un certain nombre d'environnements différents pour dégrader les matiéres organiques, avec des
succes variés (Roberts, 1998).

La bioaugmentation avec des organismes appropriés pour la biodégradation ou particulierement
acclimaté pour effectuer la biodégradation dans les conditions du site peut jouer un role important
dans la bioremédiation (Reddy et Cameselle, 2009), et particulierement lorsque on utilisent des

micro-organismes génétiquement modifiés (Suthersan, 2000).

3.1.1.2.- Biostimulation

Parmi les facteurs qui limitent potentiellement le taux de biodégradation des hydrocarbures, le
manque d'approvisionnement en nutriments, comme l'azote et le phosphore, pour ces raisons, de
nombreux scientifiques considerent actuellement 1'enrichissement - Biostimulation - en nutriments
comme approche prometteuse pour la décontamination des sites pollués (Hassanshahian et
Cappello, 2013).La biostimulationest une technologie consiste a stimuler I’activité des populations
microbiennes indigénes (Guermouche, 2014), par l'addition de nutriments, d'oxygeéne ou d'autres
donneurs et accepteurs d'é¢lectrons afin d'augmenter le nombre de microorganismes indigenes
disponibles pour la dégradation des contaminants (Cheremisinof, 2002).Par exemple, La
bioremédiation des aquifeéres contaminés par l'essence par la microflore indigéne a été mise en
ceuvre avec succes plusieurs fois, bien que les chercheurs aient parfois signalé que la population
microbienne indigene nécessitait une période d'adaptation (phase de latence) avant que la

biodégradation se commence.
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4. Bactéries dégradant les hydrocarbures

La dégradation microbienne est le mécanisme naturel majeur et ultime par lequel on peut nettoyer
les polluants hydrocarbonés de 1'environnement (Das et Chandran, 2010).

L’utilisation de méthodes biologiques dans la dépollution des zones contaminées par les
hydrocarbures se basant sur le phénoméne de la biodégradation par les microorganismes appelés
hydrocarbonoclastes, qui a été mise en évidence en 1946 par ZoBell (Roberts, 1998), depuis cette
date le nombre d’espéces bactériennes identifiées possédant cette propriété n’a cessé¢ d’augmenter.
En se basant sur la fréquence d’isolement, les genres bactériens prédominants sont Pseudomonas,
Acinetobacter, Alcaligenes, Vibrio, Flavobacterium, Achromobacter, Micrococcus,
Corynebacterium, et Nocardia (Soltani, 2004).

ZoBell a signalé que prés de 100 especes de bactéries, de levures et de moisissures, représentant 30
genres microbiens, avaient été¢ découvertes pour avoir des propriétés hydrocarbonoclastes (Roberts,
1998).

Les hydrocarbures dans l'environnement sont biodégradés principalement par des bactéries, des
levures et des champignons. L'efficacité déclarée de la biodégradation variait de 6% a 82% pour les
champignons du sol, de 0,13% a 50% pour les bactéries du sol et de 0,003% a 100% pour les
bactéries marines. Les bactéries sont les agents les plus actifs dans la dégradation des
hydrocarbures, (Das et Chandran, 2010), au fait qu’elles assimilent mieux certaines molécules,
I’usage de ces dernieres est préféré, en plus, son culture étant plus rapide. De nombreux genres

bactériens ont été décrits comme aptes a dégrader des hydrocarbures (Florian, 2014).

Tableau 1. Genres bactériens susceptibles a dégrader les hydrocarbures (Roberts, 1998)

Achromobacter sp. Micrococcus sp.
Arthrobacter sp. Nocardia ervihropolis
Aspergillus niger Nocardia sp.
Azorobacrer chroococcum Pseudomonas fluorescens
A. vinelandii P methanica

Bacillus megaterium F. putida

Bacillus sp. Pseudomonas sp.
Brevibacterium sp. Strepromyces aureofaciens
Flavobacrerium sp. Trichoderma viride
Hvydrogenomonas sp. Vibrio sp.
Microbacterium sp. Xanrhomonas sp.

Micrococcus cerificans
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5. Facteurs influencant la biodégradation des hydrocarbures

Les populations microbiennes capables de dégrader les contaminants dans le sol sont soumises a
divers facteurs physiques, chimiques et biologiques qui influencent leur croissance, leur activité
métabolique et méme leur existence. Les propriétés et les caractéristiques des environnements dans
lesquels fonctionnent les microorganismes ont un impact profond sur la population microbienne, le
taux de transformations microbiennes du contaminant, les voies de biodégradation et la persistance
des contaminants. L'impact des facteurs est évident a partir d'études, montrant la variation de
biodégradabilité d'un contaminant d'un environnement a une autre. Cependant, dans la nature, les
microorganismes sont exposés a des conditions extrémement différentes. Ils peuvent avoir un
apport insuffisant de nutriments inorganiques; Une pénurie de facteurs de croissance essentiels, de
températures et de valeurs de pH a leur extréme tolérance; et les niveaux de contaminants qui
accentuent la population microbienne. Les contaminants a des niveaux trés élevés peuvent retarder
la croissance, inhiber l'activité métabolique et entrainer également une perte de viabilité. En
conséquence, les extrapolations des tests de laboratoire, effectuées dans des conditions controlées,

aux conditions sur le terrain peuvent présenter des risques (Suthersan, 2000).

conditions
environne-
mentales
PH
Redox
Température
Humidité
Nutriments

Biodégradation

Propriétés
et structure
des composés

Micro-organimes

Figure 3. Triangle de biodégradation ( Roberts, 1998)

5.1.- Facteurs microbiens
Les bactéries forment un groupe distinguant par rapport aux autres micro-organismes dans la
bioremédiation, en raison de leur capacité de croissance rapide et la dégradation de divers

contaminants (Suthersan, 2000).
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5.2.- Nutriments

La cellule microbienne vivante est principalement composée de carbone, hydrogeéne, oxygeéne et
azote, ces quatre éléments constituent environ 95% du poids cellulaire. Deux autres éléments, le
phosphore et le calcium, représentent 70% du reste (Suthersan, 2000).

Les éléments nutritifs sont des ingrédients trés importants pour une biodégradation réussie des
polluants hydrocarbonés, certains de ces nutriments pourraient devenir un facteur limitant affectant
ainsi les processus de biodégradation (Das et Chandran 2010).

Le processus de biodégradation peut étre amélioré par l'ajout de nutriments essentiels tels que
l'azote et le phosphore. Dans le cas de déversements d'hydrocarbures ou le manque d'azote peuvent
étre aigués; Le carbone, 1'azote et le phosphore sont ajoutés dans le rapport d'environ 100: 10: 1 (C:
N: P) (Kothariet al., 2014).

D'autre part, des concentrations excessives de nutriments peuvent également inhiber l'activité¢ de
biodégradation. Plusieurs auteurs ont signalé les effets négatifs des taux élevés de NPK sur la
biodégradation des hydrocarbures, en particulier sur les composés aromatiques (Das et Chandran
2010).

5.3.- Facteurs Physico—Chimique

5.3.1 Teneur en oxygene

La teneur des sols en oxygene est controlée par différents facteurs. Un minimum d’espaces occupés
par I’air, 10% en volume est généralement considéré comme nécessaire pour I’activité microbienne
en aérobies, moins de 1% de volume d'oxygeéne pour l'activité microbien en anaérobies, et de 10 a
40% d'oxygene pour une dégradation optimale des hydrocarbures L’oxygene peut étre fourni sous

plusieurs formes, 1’oxygeéne pur; air atmosphérique; peroxyde d’hydrogéne(Roberts, 1998).

5.3.2.- L’aération

La disponibilit¢ de l'oxygeéne est un facteur critique dans la biodégradation aérobie des
hydrocarbures, l'activité des micro-organismes se déroule plus rapidement si 1’oxygeéne suffisant
fourni (Mahendra et al., 2010).Une large fraction de la population microbienne du sol utilise
I'oxygeéne comme accepteur terminal d'électrons dans son métabolisme (Bidaud, 1998). Au cours
de la biodégradation aérobie, 1'oxygene moléculaire est réduit a 1'eau, tandis que I'hydrocarbure est

oxydé pour créer de I'énergie, de la masse cellulaire et du dioxyde de carbone (Eng, 1998).

5.3.3.- Activité de I’eau
L'humidité est un parametre trés important a la bioremédiation. La teneur en humidité du sol affecte

la biodisponibilit¢é des contaminants, le transfert de gaz, le niveau de toxicité efficace des
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contaminants, le mouvement et le stade de croissance des microorganismes et la distribution des

especes (Hatzikioseyian, 2010).

5.3.4.- Le pH

il n'est pas surprennent que le ph affecte dramatiquement la capacité du microorganisme a mener
ces fonctions cellulaires, telle que la croissance bactérienne, le transport membranaire, la structure
tridimensionnelle des enzymes et les protéines de transport cellulaire, les forces protonmotives
responsables de la production d'énergie dans la cellule (Suthersan, 2000 ),et aussi la dissociation et
la solubilit¢ de nombreuses molécules qui agissent directement sur les micro-organismes. Les
micro-organismes ne peuvent en général pas tolérer des valeurs de pH extrémes. Sous des
conditions fortement acides ou alcalines, certains composants de la cellule microbienne peuvent étre
hydrolysés ou des enzymes dénaturées (Bidaud, 1998). L'acidit¢ et l'alcalinité des milieux
permettent de distinguer des organismes acidiphiles,; neutrophiles, basophiles (Prescott ef al.,
2003).

La plupart des environnements naturels possédent des valeurs de pH comprises entre 5 et 9. Les
activités métaboliques des microorganismes produisent des acides organiques et du HCI a partir de
la dégradation des composés organiques (ou produits organiques chlorés). Lorsque des
concentrations ¢levées de composés organiques sont présentes dans la sous-surface a faible
alcalinité, un contréle du pH peut étre nécessaire pour maintenir la biodégradation continue

(Suthersan,2000).

5.3.5 Température

Tous les micro-organismes ont une température optimale de croissance caractéristique a laquelle ils
ont leur plus fort taux de reproduction et de croissance. ils ont aussi des températures minimales de
croissance en-dessous desquelles ils sont métaboliquement inactifs et ne croissent pas, ainsi que des
limites supérieures de température au-dela desquelles ils ne réussissent pas a croitre (Prescottet al.,
2003).

La température ambiante de l'environnement affectait a la fois les propriétés d’hydrocarbures
déversés et l'activité des microorganismes (Das et Chandran, 2010b).

La température optimale de croissance et la gamme des températures qu'un micro-organisme peut
tolérer déterminent la survie d'un micro-organisme et le role qu'il va jouer dans un écosystéme
donné (Bidaud, 1998). La température affecte la solubilit¢ des hydrocarbures, bien que la
biodégradation des hydrocarbures puisse se produire sur une large gamme de températures, la
vitesse de biodégradation diminue généralement avec la température se situent généralement entre

30 et 40 °C dans les environnements du sol, de 20 a 30 °C dans certains milieux d'eau douce et de
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15 a 20 °C dans les milieux marins, une biodégradation importante des hydrocarbures a été souvent
signalée dans des environnements psychrophiles dans les régions tempérées (Das et Chandran,

2010).

5.3.6.- Salinité

La salinité¢ exerce un effet osmotique sur les micro-organismes, qui ont aussi des besoins en sels
comme NaCl, KCI et MgCl,. Les fortes concentrations ont tendance a dénaturer les protéines, c'est-
a-dire a casser la structure tertiaire des protéines qui est essentielle a l'activité enzymatique, et
inhiber la biodégradation (Bidaud 1998).

Les micro-organismes ont des besoins limités en sels et sont inhibés par des teneurs en NaCl
supérieures a 0.2 M, sauf les micro-organismes halophiles qui croissent en milieux salins et

supportent bien des teneurs en NaCl jusqu’a 7 M (Willey,. 2009)

5.3.7 Potentiel Oxydation-Réduction (Redox)

Le potentiel de Redox est désigné par le symbole Eh. Il est utilisé pour mesurer l'oxydation ou la
réduction d'environnement, Eh supérieur a zéro est généralement un environnement oxydant, et Eh
inférieur a zéro, un environnement réducteur. La gamme pratique d'Eh dans I'environnement naturel
est de +800 mV (O, élevé, sans processus d'appauvrissement en O,) a environ -400 mV (systemes a
haute teneur en Hy) (Suthersan, 2000).

De nombreuses réactions enzymatiques sont des réactions d'oxydo-réduction dans lesquelles un
composé est oxydé et un autre réduit. La capacité d'un organisme a réaliser des réactions d'oxydo-
réduction dépend de l'état oxydo-réducteur de l'environnement. Un potentiel redox Eh positif,
indique un environnement qui favorise les oxydations, alors quun Eh négative, indique un
environnement réducteur (Bidaud, 1998).

Le potentiel de Redox est mesuré a l'aide d'une électrode en platine, conjointement avec une
¢lectrode de référence. Malheureusement, l'interprétation des valeurs Eh mesurées est tres difficile,

car les systémes naturels sont rarement atteint I'équilibre (Suthersan, 2000).

6.- Les bio-surfactants

6.1.- Définition :

Les surfactants (SURFaceACTiveAgeNTS) sont des agents a activité de surface (tensioactifs),
synthétisés chimiquement ou par voie biologique (biosurfactants).

Les bio-surfactants sont des molécules avec une région polaire (hydrophilie) et une région non
polaire (hydrophobe), et sont donc considérés comme amphipathiques, produits par plusieurs

microorganismes, et peuvent également réduire la tension superficielle a l'interface air-eau entre
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deux liquides non miscibles ou entre l'interface eau solide (Armendariz ef al., 2013).Ces molécules
de haute énergie se répartissent a ’interface entre liquides non miscibles réduisant ainsi 1’énergie
libre du systéeme et formant des microémulsions des solutions aqueuses ou des mélanges
d’hydrocarbures. La tension superficielle de I’eau peut étre réduite de 72 mN/m jusqu’a 27 mN/m
en présence d’un surfactant, synthétique ou naturel mais cette capacité reste relative et varie d’un
surfactant a un autre (Al-Araji et al., 2007)

L'application de biosurfactants dans une opération de dépollution des sols et eaux pollués aux
surfactants chimiques peut avoir des effets inhibiteurs sur la biodégradation. Par rapport aux
biosurfactants synthétiques, l'application de biosurfactants dans les processus de bioremédiation
peut étre agréable d'un point de vue social a cause des biosurfactants produite naturellement (Onur,

2015).

6.2.- Type des biosurfactants

Les biosurfactants ont ét¢ nommés d'apres le sucre, le phosphate ou 1'acide aminé présents dans
leurs structures et sont divisés en différents groupes (Jaysree, 2015)

* Glycolipides - le degré de polarit¢ dépend des hydrocarbures utilisés comme substrat; Exemples:
les rhamnolipides produits par Pseudomonas aeruginosaet les sophorolipides produits par des
especes de Candida.

* Lipopolysaccharides - qui ont normalement une masse moléculaire élevée et sont solubles dans
I'eau; Exemple: émulsan, un émulsifiant extracellulaire produit a partir d'hydrocarbures par la
bactérie Acinotobactercalcoaceticus

* Lipopeptides - exemple: la surfactine produite par Bacillus subtilis (I'un des tensioactifs
biologiques les plus puissants rapportés dans la littérature)

* Phospholipides - structures communes a de nombreux microorganismes, par exemple:
biosurfactant de Corynebacteriumlepus

* Les acides gras, les lipides neutres (certains classés comme glycolipides) et les protéines

hydrophobes (Sobrinho et al., 2014).

Classification

Généralement les biosurfactants sont classés selon plusieurs critéres, en fonction de leur poids
moléculaire, la structure de leurs groupes polaires, la nature biochimique (ou origine microbien) et
la charge de leur groupes polaire (Sobrinhoet al., 2014).

Sur la base du poids moléculaire, ils sont divisés en biosurfactants de faible masse moléculaire, y

compris les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides, et des biosurfactants de haute masse
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moléculaire contenant des polysaccharides amphipathiques, des protéines, des lipopolysaccharides,
des lipoprotéines ou des mélanges complexes de ces biopolymeres(Plociniczaket al.,2011).
Sur la base de charge électrique de la partie polaire du biosurfactant, on classe les comme

anioniques, cationiques, non ioniques ou amphoteres (Sobrinho et al.,2014).

6.4.- Applications environnemental des biosurfactants

En raison de leurs structures et propriétés, les biosurfactants ont des applications dans différents
procédés industriels et environnemental (Tadros, 2005), ainsi que des utilisations nouvelles sont
possibles a I'avenir (Sobrinhoet al.,2014).

Pour l'environnement, est appliqué dans la bioréstauration et le traitement des eaux usées, sans
danger (Kedidi, 2014). Les contaminations environnementaux causées par les activités industrielles
est souvent due a la libération accidentelle ou délibérer de composés organiques ou inorganiques
dans l'environnement, ce qui représente un probléme d'assainissement, car ces composés se lient
facilement aux particules du sol et se propagent dans un milieu aqueux (Sobrinhoet al, 2014).
L'élimination de ces substrats hydrophobes qui sont étroitement liés au sol, sont principalement
¢liminés par désorption par des biosurfactants (Jaysree, 2015).

Le but de I'application de biosurfactants dans la décontamination de composés organiques, tels que
les hydrocarbures, est d'améliorer la biodisponibilité de ces composés ou de se mobiliser et
d'éliminer les contaminants par une pseudo-solubilisation et une émulsification lors du nettoyage.
D'autre part, I'application de biosurfactants dans la récupération de composés inorganiques, tels que
les métaux lourds, implique la chélation et I'¢limination de ces ions pendant la phase de lavage, ce
qui est facilit¢ par des interactions chimiques entre les composés amphipathiques et les ions

métalliques (Sobrinhoet al.,2014).
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1.-Zone d’échantillonnage

La wilaya de Ghardaia situe a 600 Km au Sud de la capitale Alger, sur une altitude moyenne de 600
m environ. Elle a les coordonnées géographiques suivant: la longitude de 3°.45 Est et la latitude de
32°.50 Nord. Elle se trouve dans le plateau rocailleux de calcaire appelé chebka (filet). Ce dernier

est le lieu de plusieurs opérations de forage pétrolier dans ces derni¢res années.

2.-Echantillonnage et prélévement
Deux bourbiers ont été sélectionnés pour effectuer les prélévements qui sont aux voisinages des
puits suivants :

* A partir du bourbier de puits situant au point GPS 32°22'46.8"N 3°43'43.0"E, deux prélévements

dans des endroits déférents; respectivement a 1 et2m de I’extrémité du bourbier.

(Lahreche, 2017) §

Photo 2. Bourbier principal situé a Noumérate - Ghadaia
* A partir du bourbier de puits situant au point GPS 32°09'08.9"N 3°43'55.9"E, deux prélévements

dans des endroits déférents; respectivement a 1 et 2 m de I’extrémité du bourbier.
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Photo 3. Localisation de site d’échantillonnage de Sebseb- Ghardaia (image Google maps 2017).

Photo 4. Bourbier principal situé a Sebseb - Ghardaia

Les échantillons d’environ 100 g pour chacun ont été prélevés aseptiquement d’une profondeur de

20 cm et mis dans des flacons en verre stériles.

3. Isolement

3. 1.- Préparation des dilutions

A partir de chaque échantillon de sol destiné a 1'analyse microbiologique, 1 g de sol est pesé puis
introduit dans un tube a essai contenant 9 ml de I'eau physiologique préalablement autoclavée. Le
tube est ensuite agité énergiquement pendant 2 minutes. Le contenu du tube représente la solution
mere.

a partir de la solution mere, une série de dilution variant de 10-1 a 10-5 a été préparée, en prendre 1
ml par une pipete pasteur et en le mettre dans un tube contenant 9 ml 1’eau physiologique stérile,

c’est la dilution 10-1 ( la méme méthode pour les quatre autres dilutions) (Sonam et al. 2011).
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3. 2.- Ensemencement par ¢talement sur gélose nutritive

Un volume de 0,1 ml est prélevé a 1’aide d’une micropipette avec un embout stérile, puis déposé au
centre de la gélose préalablement fondu est réparti dans des boites. Ce volume étalé a 1’aide d’une
pipette rateau sur toute la surface de gélose. Les boites de pétri sont mises dans I’étuve a 30 °C.

Apres 24h a 48h d'incubation a 30°C.

4.- Purification

Il est important de faire une bonne purification pour isoler un micro-organisme pur. Ceci est atteint
par repiquages répétés sur gélose nutritive par la méthode d’ensemencement par strie.

L’opération de purification est renouvelée a deux reprises en prenant chaque fois une colonie bien
isolée sur gélose. Ceci conduit a l’obtention d’une culture pure vérifiée par observation

macroscopique et microscopique.

5.- Conservation des souches purifiées
Une colonie est prélevée de la souche pure trouvée dans la boite de pétri a I’aide de pipete pasteur et

ensemencée dans des tubes inclinés de gélose nutritive puis conservée a 4°C.

6.- Isolement des souches susceptibles a dégrader le gasoil

Pour isoler les souches susceptibles a dégrader le gasoil, des tubes a essai contenant chacun 5 ml du
milieu Bushnell Haas (Milieu pour étudier 'utilisation d'hydrocarbures par des microorganismes, sa
composition est en annexe) préalablement autoclavés puis additionnés a raison 2 % du gasoil(Atlas,
2005).0n ajoute I’inoculum a I’aide d’une anse de platine a partir de la boite de pétri contenant la
souche bactérienne pure, on ferme les tubes puis on les incube a une température de 30°C, sous
agitation de 150 rpm pendant 24 heures.

Apres incubation, on examine les tubes pour la présence ou l'absence de turbidité dans chaque
culture. On note les observations sur l'apparence du milieux, claire ou trouble (Cappuccino et

Welsh, 2017).

Composition du Milieux de culture Bushnell-Haas

Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4)...............coooiininni 1.0g
Hydrogénophosphate de potassium (K2ZHPO4)............c.oooiiiiiiii, 1.0g
Nitrate d'ammonium (NHANO3).......ooiiiiiiiiiie e, 1.0g
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4-7H20)..........c.ccoevenenn. 0.2g
Chlorure de fer (FECI3) ... 0.05¢
Chlorure de calcium dihydraté (CaCI2:2H20) ........cccooeviiiiiiiinnnnn 0.02¢g
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7.- Identification des souches purifiées

L'identification des souches isolées est réalisée en se basant sur des études morphologique et
biochimique.

7. 1.- Etude morphologique

7. 1. 1.- Etude macromorphologique

L’observation de 1’aspect macroscopique des colonies sur les milieux d'agar peut étre tres
distinctive pour les especes isolées. L'observation a 1’ceil nue des caractéristiques remarquables des
colonies, c'est-a-dire de leur morphologie coloniale, La couleur, 1’élévation, la surface, la forme et
la taille, car ces caractéristiques peuvent fournir des indices pour 1’identification préliminaire du
micro-organisme, bien que l'identification finale ne puisse étre faite que par la morphologie seule

(Morello et al., 2003).

7. 1. 2.- Etude micro-morphologique
Il servira a rechercher les micro-organismes, a étudier la morphologie, a voir des spores, des

capsules, a noter I’existence et le type de la mobilité.

7. 1. 2. 1.- Etat frais
Coloration au bleu de méthyléne permet de visualiser la forme et le mode de regroupement des

cellules bactériennes(Cappuccino et Welsh, 2017).

7. 1. 2. 2.- Coloration de Gram

C’est une double coloration mise au point en 1884 par le médecin Christian Gram, qui permet
d’apprécier la forme des bactéries et le mode d’arrangement des cellules, et surtout de déterminer le
Gram (La constitution de la paroi bactérienne).

Apres réalisation d’un frottis sur une lame de microscope, procéder a la coloration qui se déroule
comme suit (Cappuccino et Welsh, 2017):

Le frottis est recouvert d’une solution de violet de gentiane pendant 1 min 30s

Le colorant est éliminé et le frottis est placé dans deux bains de lugol chacun, pendant « 45 s »

La lame est décolorée a 1’alcool pendant «30s », rincée a ’eau, puis recouverte par la fuchsine
pendant «1 min 30s ».

La fuchsine est ¢liminée puis la lame est rincée, égouttée et séchée a 1’aide du bec benzene

7. 1. 2. 4.- Mobilité
Une préparation a I’état frais permet d’examiner la mobilité des bactéries. Pour observer la mobilité,
on doit prendre garde a ne pas détruire les flagelles bactériens lors du prélévement et de la

préparation de la lame.
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Une petite goutte d’eau stérile déposé€e sur une lame, puis une colonie sur gélose est prélevée et
incorporée progressivement dans la goutte d’eau, la lame est recouverte aprés par une lamelle en
évitant d’enfermer des bulles d’air, ensuite I’observation est effectuée a 1’objectif 40 (Delarras,
2014).

- Des bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des trajets trés différents sont observés

(déplacement dans toutes les directions).

7. 1. 2. 5. Recherche des spores

On peut mettre en évidence les spores bactériennes dans les corps bactériens en faisant une
coloration dite « négative ». En effet, la spore n’est pas colorée et reste donc incolore dans un corps
bactérien coloré. La coloration la plus utilisée dans ce cas est la coloration au bleu de méthylene.
Sur un frottis bactérien correctement fixé a la chaleur, on fait couler la solution de bleu de
méthyléne jusqu’a ce que toute la lame soit couverte pendant 1 minute. Aprés on rince la lame par
I’eau. Ensuite le frottis bactérien est séché, puis observé au microscope a 1’objectif 100 a
immersion.

Si les cellules bactériennes contiennent des spores, ils apparaissent incolores dans des corps

bactériens bleus(Akmouci, 2009).

7. 2.- Etude biochimique

7. 2. 1.- Test de catalase

L’enzyme catalase sert a la détoxification de 1’eau oxygénée produite au cours de certaines
réactions métaboliques, présente chez beaucoup de bactéries aérobies ou aéro-anaérobies et souvent
absente chez les bactéries anaérobies.

Une colonie bactérienne est déposée sur une lame propre contenant une goutte d’eau oxygénée, la
lecture se fait immédiatement, et a I’ceil nue. Si des bulles se forment, la bactérie possede la

catalase, si rien n'est observable, la bactérie ne posséde pas l'enzyme (Cappuccino et Welsh, 2017).

7. 2. 2.- Test d’oxydase

Ce test est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire en présence
d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C. A 1’aide d’une pipette pasteur stérile, on préléve une
colonie bactérienne puis on la dépose sur un disque d’oxydase (contient le chlorhydrate ou le N-
diméthylparaphényléne diamine qui est utilis¢é comme réactif), et ’imbibe avec une goutte d’eau,
aprés 30 secondes, la réaction positive indique qu’il a eu oxydation du réactif phénylénediamine
pour former un composé coloré en violet, I’indophénol. Une réaction tardive ou une absence de

couleur indique une réaction négative(Delarras, 2014).
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7. 2. 3.-Etude des types respiratoires
Le milieu viande foie permet de déterminer le type respiratoire d’une bactérie, c’est-a-dire définir
son comportement vis-a-vis du dioxygene.
Chaque souche pure est ensemencée sur la gélose semi solide Viande-foie (VF) et incubée a 30°C.
Ce milieu présente un gradient de concentration en O2, plus abondant en surface. Le type
respiratoire est exprimé par la localisation du niveau de la croissance bactérienne dans le tube:

- Colonies dans tout le tube: Bactéries aérobies-anaérobies facultatives.

- Colonies en haut du tube: Bactéries aérobies strictes.

Colonies en haut du tube Iégeérement sous la surface: bactéries micro-aérophiles

- Colonies en bas du tube: bactéries anaérobies strictes(Delarras, 2014).

7. 3.- Utilisation des galeries API

Les galeries API 20E, 20 NE et API STAPH sont des moyens trés spécifique d'identification
bactérienne, comporte des microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont
inoculés avec une suspension bactérienne (prélever une seule colonie bien isolée sur milieu géloseé,
et homogénéiser dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique). Les réactions produites pendant
la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition des
réactifs.

La lecture des résultats a été faite conformément aux instructions. Il est a noter que l'information
provenant de la base de données du systeme d'identification APIWEB des microorganismes est
basée sur les résultats de 1'étude des souches cliniques humaines. Pour cette raison, l'identification
par cette base n'a pas été entierement utilisée. Les résultats des réactions sont été considérés pour

l'identification des bactéries (Pérez-Armendariz et al., 2013).

8. Sélection des souches productrice des bio surfactants

8. 1.- Index d’émulsification E24

L’index d’émulsion permet de vérifier la capacité des souches a émulsionner une phase hydrophobe
(Gasoil) dans une phase hydrophile (le milieu de culture) (Kedidi, 2014).Les souches avec des
indices d'émulsification supérieurs a 50% ont été définis comme des producteurs potentiels de
biosurfactants (Gozde, 2015).

Le test consiste a mélanger 3 ml de culture bactérienne avec 2 ml du gasoil (60/40 v/v) précise dans
des tubes stériles. Les tubes sont agités au vortex pendant deux minutes et laissés au repos pendant
24 heures a température ambiante. Apres 24 heures on mesure la hauteur de 1’émulsion et on calcule

I’index d’émulsificationE24 selon équation suivante (Pérez-Armendariz et al., 2013b):
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E24 ="« 100
ht

he : hauteur d’émulsion.

ht : hauteur totale.

9.- Suivi de la cinétique de croissance des souches sélectionnées

9. 1.- Préculture

Une colonie est prélevée a partir d’un milieu gélosé et mise dans un tube a essai contenant 5 ml du
milieu Bushnell Haas. Le tube ensuite est incubé a 30°C pendant 24h sous agitation rotative

(150rpm).

9. 2.- Culture

La méthodologie utilisée pour évaluer la croissance bactérienne consiste a réaliser des cultures en
milieu Bushnell Haas liquide, et utiliser le gasoil comme seul source de carbone (a 2% du volume
de milieu). Dans des Erlenmayer de 250 ml contenant 45 ml de milieu Bushnell Haas liquide ont été
ensemencés par 5 ml de pré-culture de chaque souche sélectionnée. Les erlenmeyers sont ensuite
incubés a 30°C sous agitation de 150 rpm pendant cing jours, et chaque douze heures on effectué un

prélévement de 2 ml pour mesurer 1'absorbance est a 600 nm

9. 3. Mesure de la concentration microbienne

9. 3. 1. Méthode de densité optique

Le suivi de la croissance bactérienne est réalisé en mesurant la densité optique (DO) au moyen d’un
spectrophotomeétre UV, marque SpectroScan 40, a une longueur d’onde de 600 nm. La mesure de la

densité optique est basée sur la loi de Beer-Lambert :

A=log (I,/ 1) = £1.C

A : densité optique.

Ip : intensité de la lumiére incidente.

I : intensité de la lumiére émergente.

€: absorption molaire (absorption d’une solution ¢ = 1 mole/l dans une cuvette de dimension de 1 =1
cm) [1/ mole. cm].

C : concentration molaire [mole/l].

1 : épaisseur de la cuvette [cm].
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10. Etude de ’optimum du pH

Pour étudier les pH optimaux de croissance des souches, des erlenmeyers de 250 ml contenant
chacun 45 ml de milieu BH préalablement autoclavé, additionnés a raison 2% du gasoil et ajustés a
des différents pH (4, 8, 10 et 12) a I’aide du NaOH ou du HCI (0,1 N). Ces erlenmeyer sont été
inoculés avec 5 ml des suspensions de deux souches qui ont meilleur indice d'émulsification de
phase hydrophobe de gasoil, et incubés a 30°C, sous agitation de 150 rpm et apreés 24 heures un
prélevement de 2ml est effectué dans un éppendorf.

Pour éliminer le gasoil contenant dans le prélévement ceci est centrifugéal(0000g pendant 10
minutes. La phase aqueuse dans I’eppendorf est négligée et le culot est gardé puis dilué dans I’eau

distillée. La mesure de I'absorbance est effectuée a 600 nm(Palanisamy et al., 2014).

11. Etude de I’optimum de température

Dans le but d’étudier les températures optimales de croissance de deux souches qui ont meilleur
indice d'émulsification de phase hydrophobe de gasoil, des erlenmeyers de 250 ml contenant 45 ml
de milieux BH préalablement autoclavé additionnés a raison de 2% de gasoil et ajustés au pH 7 a
I’aide du NaOH ou du HCI (0,1 N), ont été inoculés avec 5 ml d'inoculum de deux souches
sélectionnés ,et incubés a déférentes températures 30, 35 et 40°C, sous agitation de 150rpm, apres
24 heures un préléevement de 2ml est effectué dans un éppendorf.

Pour éliminer le gasoil contenu dans le prélévement, une centrifugation a 10000g pendant 10
minutes est nécessaire. La phase aqueuse dans 1’eppendorf est négligée et le culot est gardé puis
dilué dans I’eau distillée. La mesure de l'absorbance est effectuée a 600 nm (Palanisamy et al,

2014).

12. Tolérance des souches au gasoil

Des erlenmeyer de 250 ml contenant 45 ml de milieu BH préalablement autoclavé sont ajustés au
pH 7 a I’aide du NaOH ou du HCI et additionnés respectivement a raison de 5%, 10%, 15%, 20%
du gasoil, ont été inoculés avec 5 ml de suspension de deux souches qui ont meilleur indice
d'émulsification de phase hydrophobe de gasoil, et incubés a une température de 30°C, sous
agitation de 150rpm, aprés 24 heures le prélévement de 2ml est effectué dans un éppendorf. Pour
¢liminer le gasoil contenu dans le prélévement, une centrifugation a 10000g pendant 10 minutes est
nécessaire. La phase aqueuse dans 1’eppendorf est éliminée et le culot est gardé puis dilué¢ dans

I’eau distillée. La mesure de I'absorbance est effectué¢e a 600 nm (Palanisamy et al., 2014).
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Reésultats et discussion

1.- Origine des isolats bactériens sélectionnés

En tenant compte uniquement des bactéries cultivables, la variation des colonies sur le plan

morphologiques n’est pas trés élevée, cela nous a permis de sélectionner 13 sur 21 isolats qui sont

différentes sur le plan macroscopique.

Ces isolats ont ét¢ ensemencés dans des tubes contenant la gélose inclinée et conservés a 4°C.

Tableau 2. Origine des isolats sélectionnés

Isolat Echantillon dilution Origine (bourbier)
N3 E2 10° NOUMERAT
N4 a E2 10 NOUMERAT
N4 b E2 10* NOUMERAT
N5 E2 10 NOUMERAT
N6 E2 10 NOUMERAT
N7 El 102 NOUMERAT
N11 E2 10 NOUMERAT
N13 S1 10! SEBSEB
N15 El 10 NOUMERAT
N17 a El 102 NOUMERAT
N18 E2 102 NOUMERAT
N19 El 102 NOUMERAT
N20 E2 102 NOUMERAT
2.- Isolement des isolats susceptibles a dégrader le gasoil

L'ensemencement des 13 isolats sélectionnés sur milieu BH liquide additionné de 2% de gasoil

brute comme source de carbone nous a permis d'isoler 8 isolats qui ont montré une capacité a

dégrader le gasoil et qui ont formé une turbidité de croissance. Les résultats obtenus sont

représentés dans la photo5.

o X

L l‘_* e e

Photo 5.Isolement des isolats susceptibles a dégrader le gasoil

-
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3.- Caractérisation des isolats purifiés

3.1.- Résultats
3.1.1.- Aspect macroscopique

L’ensemencement sur milieu solide gélose nutritive nous a permis d’isoler treize colonies distinctes
par leur aspect, leur taille et leur couleur, le temps d’adaptation différe d’un isolat a un autre. Les
résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3 et photo 6.

Les colonies bactériennes obtenues sont généralement lisses, irrégulicéres et convexes.

Tableau 3.Aspect macroscopique des colonies isolées

. Cuitére  Diamétre couleur Forme Elévation Contour Opacité Surface
isolat (mm)

N3 1 Jaune marron ~ Punctiforme  convexe irréguliere Opaque Lisse
N4 a >1 blanc jaunitre = Punctiforme convexe irréguliere Opaque Lisse
N4 b 7 Jaune marron ~ Lobé convexe irréguliere Opaque Lisse
N5 1 Jaune Rond convexe réguliére Translucide Lisse
N6 3 Marron Claire  Lobe convexe irréguliere Translucide Lisse
N7 >1 Blanche Rond convexe irrégulicére Translucide Lisse
N11 3 blanc jaunatre  Dentelé plat irréguliére Opaque Lisse
N13 5 Jaune Lobé convexe irréguliére Opaque Lisse
N15 >1 Blanche Punctiforme  convexe irrégulicre Translucide Lisse
N17 a 5 Jaune Lobé convexe irréguliére Opaque Lisse
N18 2 Blanche Lobé plat irréguliere Opaque Lisse
N19 >1 blanc jaunatre = Punctiforme convexe irréguliere Opaque Lisse
N20 >1 Blanche Punctiforme  convexe régulicre Opaque Lisse

Photo 6. Aspect macroscopique des isolats sélectionnés. (Lahreche et B:uhamida, 2017)
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3.1.2.-Etude microscopique

L'observation microscopique a été réalisée suivant deux étapes, apres une observation a 1'état frais et
apres coloration de Gram et au bleu de méthylene. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau
4.

Tableau 4. Aspect microscopique des isolats sélectionnés

Etat frai Coloration de Gram Coloration au
bleu de méthyléne
Colonies Mobilit¢  Arrangement  Forme descellules = Gram  Présence de spores

N3 - I/P/C Bacile + -
N4A - /A Coque - -
N4B + C Petit Bacile + -
N5 + /A Bacile - -
N6 - I/pP Bacile + -
N7 - /A Bacile - -
N11 - | Bacile + -
N13 + /A Coque + =
N15 - /A Coque + -
N17A - T/A Coque + =
N18 + I/C Bacile + +
N19 - C Strepto bacille + -
N20 - I/A bacile - -
+: Positive/présence/mobile A En amas

- Négative/ absence/ immobile P: En paire

I: Isolée C: En chénette

T: Tétradée
Les résultats consignés dans le tableau, montrent une variété des types bactériens. Les bactéries

isolées sont généralement immobiles (9/13). Elles présentent différentes formes: bacille, coque ou
streptobacille. Elles sont assemblées en différents arrangements soient Tétrade, en paire, en amas,
en chainettes ou méme isolées. Elles présentent aussi une paroi a Gram positif ou négatif. La

coloration au bleu de méthyleéne a révélé la présence de spore uniquement chez la souche N18, les

autres sont dépourvus.

Photo 7. la présence des spores chez ’isolat N18 (Gx40).(Lahreche et Bouhamida, 2017).
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N20
Photo 8.Aspect microscopique obtenu apres la coloration de Gram (Gx40)

(Lahreche et Bouhamida, 2017).
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3.2.- Discussion

Les résultats montrent que les isolats présentent une grande diversité entre eux. Selon Dommergues
(1977), Les bactéries du sol ont une grande variété de formes. Elles peuvent étre mobiles ou
immobiles, et posséder ou non des formes de résistance (spores, kystes).Il faut signaler que la plus
part des bactéries sélectionnés sont a Gram positif. Selon Vandercasteele (2005), Les souches les
plus fréquemment décrites dans la biodégradation des hydrocarbures appartenant aux genres a Gram

positif.

4.- Utilisation des schémas d’identification des principaux groupes bactériens

4.1.- Résultats

Nous avons suivi une identification préliminaire pour les isolats sélectionnées en réalisant quelques
tests d’orientation a savoir : la coloration de Gram, le test de catalase, le test d’oxydase et le test
d’aérobiose (voir annexe). Les schémas ci-dessous nous permettent d’orienter 1’identification
préliminaire de nos souches en sélectionnant un nombre de caractéres significatifs pour sélectionner

la famille ou le genre (Leyral et Joffin, 1998).

Bacilles et coques Gram-
ne cultivent pas en aémbiosc[ cultivent en aérobiose
Anaérobies stricts | bactéries peu exigeantes| bactéries exigeantes
Bacteroides
Fusobacterium
Veillonaceae. .. I coccobacilles forme nettement | bacilles nets ou
) ou coques ] coccoide coccobacilles
I Oxydase+ | Oxydase— I | Oxydase— | Oxydase+ I aérobies aéro- micro-
strictes anaérobies | acérophiles
—— 7 : rye— . aéro-anaérobies :
I_ﬂ('r(? ltrs aé ml; | d(?m, “"S aéﬂr()l;- J Enterobacteriaceae de forme plutdt Campylobacter
stricts | anac€robies stricts | anaerobies ——— bacillaire : Helicobacter
Aérobies strictes : Brucella
Pseudomonas rares Acinetobacter Bordetella culture pas de
et apparentés Pseudomonas Francisella sursang | culture
Burkholderia et apparentés Q aérobies stricts : Legionella de mouton | sur sang
Alcaligenes Stenotrophomonas Neisseria de forme plutdt de mouton
Flavobacterium (Xanthomonas) Moraxella coccoide :
Kingella Neisseria FPasteurella
Vibrio Enterobacteriaceae ]
A Plesiomonas Moraxella Acinetobacter
: ii— Kingella Cardiobacterium
. Eikenella
(Vibrionaceae)
g Haemophilus

Figure 4. Orientation préliminaire d’identification des souches N5, N20 et N4a

32



Résultats et discussion

Bacilles Gram+

ne cultivent pas en aérobiose| cultivent en aérobiose

absence d'endospores | présence d'endospores absence d'endospores | présence d'endospores
Af.‘tmam yces. Clostridium bactéries ne présentant pas b:;cténes p::sentant Bacillus
Propionobacterium Ao bmnemat es."bran(‘: .em(':?ms
Eubacterium ("mycélium")
Bifidobacterium
catalase— | catalase+ aérobies strictes|aéro-anaérobies
it bacill moyens ou bacilles non acido- bacilles acido- _ -
PEREDRCLIES gros bacilles alcoolo-résistants | alcoolo-résistants Actinomyces Nocardio
(Ziehl) (Ziehl) BAAR Arachnia Streptomyces
Jonesia Rhodococcus
. . . Qerskovia Brevibacterium
Erysipelothrix Lactobacillus Rothi.
Gardnerella formes formes M: ycabacteriuml Lol
Vaginalis irrégulieres | réguliéres 3
Corynebacterium aérobies strictes|aéro-anaérobies &
et apparentés

Q Kurthia Listeria
Brochothrix

Figure 5. Orientation préliminaire d’identification des souches N18, N11 et N19

Coques Gram+ I
ne cultivent pas en aérobiose| cultivent en aérobiose
Anaérobies stricts Catalase— Catalase+ Catalase+
Peptostreptococcus aéroanaérobies | aéroanaérobies | aérobies stricts
Peptococcus
Sarcina l ! \
non capsulés capsulés Staphylococeus | Micrococcus I

pas de culture en|  culture en Streptococcus coagulase- coagtilaseE

NaCl65 gL' | NaCl65 gL pneumoniae
Stomatococcus

Staphylococcus Staphylococcus

Streptococcus Enterococcus DO auress aurels
Lactococcus Aerococcus
Gemella Leuconostoc
Leuconostoc Pediococcus
Pediococcus Streptococcus
agalactiae

Vancomycine Vancomycine

sensibles résistants
\h
Pyra— Pyra+ Lem:‘onosmc
Pediococcus
Streptococcus
autres que pyogenes Streptococcus pyogenes
Lactococcus Gemella

Figure 6.Orientation préliminaire d’identification des souches N13 et N17a
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4.2.- Discussion

Le suivi des schémas d’identification dichotomique nous a permis de rapprocher nos isolats aux
genres suivant a savoir: la souche N18 au genre Bacillus, la souche N5 aux genres Pseudomonas ou
apparentés, les deux souches N20 et N4a au genre Acinétobacter, les souchesN11 et N19 aux genres
Rhodococcusou Brevibacteriumet les deux souches N13 et N17a au genre Staphylococcus. Ces
genres font parties des genres bactériens hydrocarbonoclastes prédominants cités dans la littérature
des bactéries hydrocarbonoclastes (Gaudu, 2014). D’apares Jagadevan et Mukherji (2004), les
bactéries capables de dégrader les hydrocarbures font partie aux genres suivants: Pseudomons spp,
Bacillus spp, Acinetobacter spp, Rhodococcus spp, Brevibacillus spp, Micrococcus spp. Selon
Ballerini et Vandecasteel (1996), nombreuses souches appartenant aux espéces biodégradantes des
hydrocarbures ont été isolées et sont principalement des souches aérobies telles que: Pseudomons
sp, Acinétobacter cloaceticus, Mycobacterium sp, Rhodococcus sp, Staphylococcus auriculans,
Pseudomonas aerugenosa, Pseudomonas paucimobilis, Pseudomonas fluoriscens, Beijerinckia sp,

Alcaligenes denitrificans et Alcanivorax borkumensis.

5.- Identification des souches sélectionnés

Le principe de I’identification de la galerie API est le méme que celui de la méthode
enzyme/substrat. Chaque cupule contient un substrat différent avec lequel chaque enzyme
bactérienne réagit. Apres une incubation a 37°C pendant 24 h, la lecture est effectuée a I’aide d’un
catalogue analytique. En se basant sur les résultats des tests d’orientation, nous avons continué
I’identification des huit souches par I’utilisation des galeries API selon le genre obtenu. Ainsi, nous
avons choisi une galerie API 50 CHB (bioMérieux) pour la souche N18. Autres galeries API 20Eet
API 20NE ont été choisies pour les souches N5, N20, N4a, N11 et N19. Enfin des galeries API
STAPH ont été choisies pour les deux souches N13 et N17a. Les résultats obtenus suite a

I’identification sont présentés dans le tableau 5 et les photos en annexe.
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Tableau S.Identification biochimique des isolats sélectionnés.

TEST Reaction enzyme N4a | N5 | N11 | N13 [ N17a | N18 | N19 | N20
Type AS | AS | AAF | AAF | AAF | AAF | AAF | AAF
respératoire
Oxydase Cytochrome-oxydase - + + + + + + +
Catalase Hydrolyse du peroxyde | - + + + + + + +
d’hydrogéne
ONPG 3-galactosidase (orthonitrophényl- [ ND | - - ND | ND | ND - -
Bdgalactopyranosidase
ADH Arginine dihydrolase + + ? - + + + -
LDC Lysine décarboxylase ND | - + ND [ ND | ND + -
ODC Ornithine décarboxylase ND | - + ND [ ND | ND - -
CIT Utilisation du citrate ND | + + ND [ ND | ND + +
H,S Production d'h2s ND - - ND ND ND - -
URE Urease - - - - - + - -
TDA Tryptophane désaminase ND | - - ND [ ND | ND - -
TRP Production d’indole - - - ND | ND - - -
VP Production d'acétoine | ND | - | ND + + ND | ND | ND
(vogesproskauer)
GEL Hydrolyse GELatine (Gélatinase) - - + ND | ND + + +
GLU Oxidation glucose ND | + - + + ND + +
F/ GLU Fermentation glucose - | ND - ND | ND - ND | ND
FRU Assimilation Fructose ND | ND | ND + + ND [ ND | ND
MNE Assimilation D-mannose ND | ND | ND + + ND | ND | ND
MAL Assimilation D-maltose ND [ ND | ND + - ND | ND [ ND
LAC Assimilation Lactose ND [ ND | ND + - ND | ND [ ND
MAN assimilation mannitol ND | - - + - ND - -
TRE assimilationD-tréhalose ND | ND | ND + - ND | ND | ND
INO Oxidation inositol ND | - - ND [ ND | ND - -
SOR assimilation sorbitol ND | - - ND [ ND | ND - -
RHA assimilation rhamnose ND | - - + - ND - -
SAC assimilation saccharose ND | - - + - ND - -
MEL assimilation melibiose ND | + - - - ND - -
XYL Assimilation D-xylose ND | ND | ND - + ND | ND | ND
XLT Assimilation Xylitol ND [ ND | ND - - ND | ND [ ND
AMY assimilation amygdaline ND | - - ND | ND - -
ARA assimilation arabinose - - - ND | ND - - -
MDG Méthyl-ddglucopyranoside ND [ ND | ND - - ND | ND | ND
NAG N-acétyl-glucosamine ND | ND | ND + - ND | ND | ND
NO3 Réduction des nitrates en nitrites - |[ND| + - + + ND | ND
ESC Hydrolyse (B-glucosidase) | - [ND | + ND | ND + ND | ND
(ESCulin)
PNPG [B-galactosidase (Para-| - | ND - ND | ND | ND | ND | ND
NitroPhényl-8D-
Galactopyranosidase)

Note : + : Test positif- : Test négatif

ND: Non Déterminé ;
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5.1.- Utilisation d’ABIS en ligne

5.1.1.- Resultats

Finalement, la sélection du taxon le plus proche a été faite a 1’aide de 1’outil de laboratoire pour
l'identification bactérienne « ABIS online-bacterial identification software » (Costin Stoica et
Sorescu Ionut, 2015). Les huit bactéries isolées ont été rapprochées aux especes consignées dans le
tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6. Identification des souches a 1’aide d’ ABIS online -Bacterial identification.

Souche Taxon le plus proche % 1D
N4a Acinetobacter baumannii 87%
Acinetobacter johnsonii 87%
Acinetobacter junii 87%
Acinetobacter rudis 87%

NS Pseudomonas mendocina 99%
Pseudomonas alcaligenes 89%
Pseudomonas putida 89%
Pseudomonas fragi 88%

N11 Brevibacterium iodinum 90%
Brevibacterium linens 89%
Brevibacterium avium 87%
Corynebacterium pseudodiphthericum 69%

N13 Staphylococcus arlettae 78%
Staphylococcus sciuri 76%
Staphylococcus gallinarum 72%
Staphylococcus xylosus 72%

N17a Staphylococcus schleiferi 93%
Staphylococcus carnosussubsp. utilis 88%
Staphylococcus saccharolyticus 88%
Staphylococcus carnosussubsp. carnosus 88%

N18 Bacillus filicolonicus 99%
Bacillus licheniformis 97%
Paenibacillus glucanolyticus 84%
Paenibacillus macerans 78%

N19 Brevibacterium iodinum 99%
Brevibacterium linens 98%
Brevibacterium avium 93%
Corynebacterium pseudodiphthericum 77%

N20 Acinetobacter haemolyticus 87%
Moraxella bovis 86%

Moraxella pluranimalium 86%
Acinetobacter baumannii 85%

% ID : Pourcentage d'identification
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5.1.2.- Discussion

Les résultats obtenus montrent que la souche N4a est proche de 1’espéce Acinetobacter baumannii.
I1 est a rappeler qu'une souche bactérienne appartenant a cette espéce ayant la capacité de dégrader
le gasoil a été isolée et identifiée par (Nkemet al., 2016).La souche N5 se rapproche de I’espece
Pseudomonas mendocina. Cette espeéce est connue par sa dégradation detrichloroéthyléne qui est
présent en tant que polluant ou contaminant de I'eau(Rebertezal., 1989).Les souches N11 et N19 se
rapprochent de l’espéce Brevibacterium iodinum qui peut faire la biodégradation des phénols
(Kafilzadeh et Mokhtari, 2013). La souche N13 est proche de I’espéce Staphylococcus arlettae.
Cette espece est connue pour sa biodégradation des colorants azoiques des textiles (Fransisconet
al., 2009). La souche N17a est proche de Staphylococcus schleiferi. Selon Igwo-Ezikpeet al.
(2010), cette espece peut dégrader les naphtalénes. La soucheN18 se rapproche de Bacillus
filicolonicus. Une étude réalisée par (HassanetJasim, 2016) porte sur I’isolement des bactéries a
partir des sols pollués par gasoil. Ils ont trouvé parmi les souches isolées, une souche appartenant a
cette espece. Enfin la souche N20 est proche d’Acinetobacter haemolyticus. 11 faut signaler que
cette espece ayant la capacité de dégrader plusieurs composés d’hydrocarbures (Lima et al., 2011).
produisant des biosurfactans (Chen et al.,2012).

Des travaux entamés par d’autres auteurs au niveau national permettent d’isoler quelques genres
hydrocarbonoclastes des champs de forage; par exemple les résultats d'isolement bactérien de
Khodja (2008). Ce dernier a pu isoler Enterobacter.sp, Citrobacter freundii, Staphylococcus
auricularis a partir des échantillons obtenus de chantier de forage du champ de Hassi Messaoud.
Akmouci (2009), a mis en évidence ’existence de Pseudomonas luteola, Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundi, Micrococcus varians, Bacillus sp dans un bourbier contaminé par les fluides de
forage du champ de Hassi Messaoud. Et d’un bourbier de forage situé a Teguentour Ain saleh,
Elmoun et Benkhebcheche (2016), ont pu isoler des espéces appartiennent a la famille des

Enterobacteriaceae, Streptococcaceae, Bacillaceae.
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6.- Index d’émulsification E24

6.1.- Résultats

Afin de confirmer et d’estimer la production de biosurfactants par les souches sélectionnées, nous
avons réalisé le test d’émulsification qui consiste & mélanger 3 ml de culture bactérienne avec 2 ml
de gasoil (60/40 v/v). Les résultats nous montrent qu’il existe 5 souches bactériennes ayant la
capacité de produire des biosurfactants avec un degré plus élevé pour les 3 souches N18, N20 et

N4a. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 7, figures 7 et photo 9.

Tableau 7. Calcul de I’index d’émulsion sur le gasoil.

Longueur de la couche émulsifiée

Souche Index (E24) Stabilisation apres 15 jours
(cm)
N4a 0.9 12.85 12.85
N5 0.2 0.20 0.20
N11 0 0.00 0.00
N13 0 0.00 0.00
N17a 0 0.00 0.00
N18 3.1 44.28 44.28
N19 0.5 0.5 0.5
N20 1 14.28 14.28
50
40
30
Index E24
20
ol B
0 3 T T T T T T T
N4a N5 Nl11 N13 N17a N18 N19 N20
Souche

Figure 7. Index d’émulsion E24 pour les souches étudiées

La valeur la plus élevée est obtenue avec la souche N18 (44,28%). Suivie par les deux souches N20
et N4a avec un index d’émulsion 14,28 % et 12,85 % respectivement. Les souches N5 et N19 ont
présenté une faible capacité de produire des biosurfactants. Alors, les souches qui restent présentant

des valeurs nulles d’émulsification.
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Photo9.Capacité de production des biosurfactants par les souches sélectionnées

6.2.- Discussion

D’aprés les résultats obtenus, il en ressort que la souche N18 produit la plus grande quantité des
biosurfactants avec un index d’émulsification de 42,28 %. Cette observation nous indique que cette
souche présente un intérét industriel certain et important grace a la production de ces composés a
activité émulsifiante. D’aprés Priya et Usharan (2009), Bacillussp. produit des rhamnolipid qui
présentent un role dans la bioremédiation. Rodriguez-Rodriguezet al. (2012) ont rapporté qu’un
E24 > 50% indique que le microorganisme produit potentiellement des biosurfactants. Néanmoins,
il faut tenir compte les conditions optimales pour la productivit¢ maximale des biosurfactants.
Mouafiet al. (2016) ont augmenté la valeur d’E24 d’un bacillus sp. Jusqu’a 79,96% par
modification des conditions physico-chimique (température d'incubation 33°C, pH 8 et période
d'incubation 10 jours).

Rodriguez-Rodriguezet al. (2012) identifient cinq souches déférentes de Bacillus sp. avec des E24
compris entre 0 et 62 %. Aussi, Nisha ef al. (2016) identifient une souche Bacillus sp. Avec un
E24 de 52.38%. Priya et Usharan (2009) identifient quatre souches Bacillus sp. ayant un E24

compris entre 50 et 60%.

39



Résultats et discussion

7.- Suivi de la cinétique de croissance des souches sélectionnées

7.1.- Résultats

Dans I'objectif d'isoler des souches bactériennes ayant une capacité de biodégradation performante
envers le gasoil, les deux souches N18 et N20 ont été choisi pour la suite des travaux. Ce choix est
bas¢ sur les résultats issus de test d’émulsification qui est un indicateur de production de
biosurfactant. Ainsi que, la turbidité remarquée qui est un indicateur de croissance.

Les souches retenues ont fait 1’objet d’une suivie de cinétique de leurs croissance dans le milieu BH
additionné¢ de 2 % (v/v) de gasoil comme seul source de carbone en suivant la croissance
microbienne en fonction du temps de culture en mesurant l'absorbance du milieu de culture chaque
12 heures a 600 nm en utilisant un spectrophotométre & UV, ce qui nous a permis de tracer les

courbes représentées dans les figures suivantes.
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Figure 8. Cinétique de croissance de la souche N18 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil

Le début de croissance de la souche N18 est mesuré par une turbidité initiale DO = 0,9. La phase
de latence est absente. Ceci peut étre li¢ a 1’age des bactéries d’une part et d’autre part a leur
adaptation aux sources de carbone contenues dans le milieu BH. Sachant que la souche a été
ensemencée auparavant dans une préculture en utilisant le méme milieu. Quand une jeune culture
en phase de croissance exponentielle transférée dans un milieu frais de méme composition, la phase
de latence est courte ou absente (Lansing, 2010). Nous aurions di faire la mesure de croissance par
heure mais les conditions de travail au niveau de laboratoire nous ont empéchées. Au bout de 12
heures, on observe une augmentation de la croissance exprimée par une phase exponentielle atteinte
une maximale croissance, c’est la phase ou la croissance bactérienne et la consommation du gasoil
est maximale, cette augmentation ralentie de 12 jusqu'a 36 heures. Cette période correspond a la

phase stationnaire. La valeur de turbidité durant cette phase presque stable. Au-dela de 36 heures
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on assiste a une diminution continue de la densité optique, c’est la phase de déclin ; elle est
caractérisée par la mort cellulaire due a I’épuisement du substrat et a I’accumulation de substances

toxiques dans le milieu de culture.
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Figure 9.Cinétique de croissance de la souche N20 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil

En ce qui concerne la souche N20 d'apres la figure 9, la DO augmente dés les premicres heures
jusqu'a atteindre une valeur maximale; cette augmentation correspond a la phase exponentielle,
c’est la phase ou la croissance bactérienne, qui est expliquée par I’assimilation des composés
complexe de gasoil dissous dans le milieu minéral. La phase stationnaire est presque absente, ceci
peut-étre expliqué par 'implicitement de cette phase dans la premicre phase car nous n’avons pas
fait une cinétique par heure. A partir de la 12e heure, on assiste a une diminution continue de la

densité optique, c’est la phase de déclin.

7.2.- Discussion

Le suivie de la cinétique de croissance de la souche N18 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil a
révélé que cette souche capable d'utiliser le diesel pour sa croissance, qui commence par une phase
exponentielle atteinte le maximale au bout de 12 heures, (la phase de latence est courte ou absente),
puis la phase stationnaire ou I’augmentation est ralentie de 12 jusqu'a 36 heures, finalement la phase
de déclin au-dela de 36 heures on assiste a une diminution continue de la densité optique, c’est la
phase de déclin. Prakash ez al. (2014) ont observé une situation semblable en suivant la croissance
de la souche bacillus sp. ou la phase stationnaire atteint au bout de 39 heures, suivi par un déclin,
mais Kaushisher al. (2012) note que la biomasse d’un bacillus sp. augmente exponentiellement

pendant 3 jours, et reste stable jusqu'a 21 jours.
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Le suivie de cinétique de croissance de la souche N20 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil a
révélé que cette souche posséde la capacité d'utiliser le diesel pour sa croissance, qui commence par
une phase exponentielle atteinte un maximale croissance au bout de 12 heures, (la phase
stationnaire est courte ou absente), puis la phase de déclin Au-dela de 12 heures ou nous assistons a
une diminution continue de la densité optique. Dans des conditions similaires, Kheliler al. (2014)
ont isolé¢ Acinetobacter sp. d’une zone portuaire appartenant a une société des hydrocarbures. La
croissance de cette souche atteinte le max de sa phase exponentielle apres 24 heures d’incubation, et
une phase stationnaire dure 24 heures, au-dela 48 heures une phase de déclin a été enregistrée.
Kulkarni (2014), a fait une culture d’Acinetobacter baumannii qui utilise le gasoil comme seule
source de carbone, et a montré I'augmentation du nombre de cellules de 2x10"ufc/ml a 8,7 x 10°
UFC/ml apres sept jours. Halmi ef al. (2014) trouvent que la croissance d'Acinetobacter sp. Souche

DRY 12 atteinte son maximum a 10 jours sur concentrations de 2% de gasoil.

8.- Etude de I’optimum du pH
8.1.-Resultats
L'effet du pH sur la croissance de la souche N18 avec du gasoil a montré une croissance maximale

au pH 12. La croissance bactérienne a diminué tout en diminuant le pH (figure 10).
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Figurel0.Effet du pH sur la croissance de la souche N18 utilisant du gasoil a 30°C.
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Photo 10. Croissance de la souche N18 a différents pH dans le milieu BH contenant 2% de gasoil.

La figure 11 montre la croissance de la souche N20 a différents pH dans le milieu BH contenant 2%

de gasoil.
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Figure 11. Effet du pH pour la croissance de la souche N20 utilisant du gasoil a 30°C.

L'effet du pH pour la croissance de la souche N20 avec du gasoil a montré une croissance maximale

dans le pH 10. La croissance bactérienne a diminué tout en diminuant ou en augmentant le pH.

8.2.- Discussion
Le pH qui a permis une croissance optimale de la souche N18, était le pH 12. O'Leary (1989) note
que le pH 7 est le pH optimal de croissance de la plupart des espéces du genre Bacillus. Néanmoins,

il y a des especes qui favorise un pH entre 9 et 12 comme Bacillus alcalophillus (Lewis et al.,

1981).

43



Résultats et discussion

Le pH qui a maintenu une croissance optimal de la souche N20 était le pH 10, Nos résultats sont
presque en accord avec ceux de Nandhini ef al. (2014), qui ont trouvé que le pH optimum de

croissance d’Acinetobacter baumanniiavec 1% de gasoil ¢’était entre 7 et 8.

9.- Etude de ’optimum de température

9.1.-Résultats

Nous avons constaté que la température est un facteur important qui affecte le potentiel de
dégradation du gasoil par les bactéries. En effet la température optimale de croissance de la souche
N18 et N20 dans le milieu BH additionné de 2 % (v / v) de gasoil comme seul source de carbone a

été évaluée et trouvée maximale a 30°C. La croissance minimale a été observée a 37.5°C.

Les figures 12 et 13 montrent la croissance des souches N18 et N20 a différentes températures dans

le milieu BH additionné de 2 % de gasoil.
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Figure 12. Effet de température sur la croissance de la souche N18 utilisant du gasoil a 30°C.
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Figure 13. Effet de température sur la croissance de la souche N20 utilisant du gasoil a 30°C.
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9.2.- Discussion

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance
maximale des deux souches N18 et N20 c’est a 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de
Mnifet al. (2013), qui ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du
diesel par Bacillus subtilis SPB1. Aussi, (Priya et Usharani, 2009) ont rapporté que Bacillus
subtilis montre un meilleur taux de croissance a 37 °C. Palanisamy et al. (2014) ont constaté que la
température optimale pour que la dégradation du gasoil par Acinetobacter baumannii atteinte son
maximum est 35 °C. Les travaux de Dahalan et al. (2014) sur une souche Acinetobacter DRY 12
démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour
de 30 a 35°C. Das et Chandran (2010), ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un
hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une gamme de température entre 30 et 40

°C.

10.- Tolérance des souches au gasoil

10.1.- Résultats

Des concentrations initiales en gasoil de 5 a 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de
concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N20 dans le milieu BH a une

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures.
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Figure 14. Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 a pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une concentration initiale
de 20 % comme le montre la figurel4. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une

concentration initiale de 5%.
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Photol1. Croissance de la souche N18 a différents concentrations initiales en gasoil dans le milieu

BH.

Concernant la souche N20, une croissance maximale a été observée dans une concentration initiale
de 10% comme le montre la figure 15. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une

concentration initiale de 20 %.
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Figure 15. Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N20 a pH 7 et 30 °C.

10.2.- Discussion
Des concentrations de gasoil variant de 0 a 20% (v/v) ont été testées pour la tolérance des souches
N18 et N20 aux fortes concentrations du gasoil. Nous avons remarqué que la souche NI18

supportent jusqu’a 20% de gasoil, ou son optimum de croissance, et la viabilité des cellules diminue
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tout en diminuant la concentration de gasoil. Babalola ez al. (2016) ont publié un travail récent
montre que Bacillus sp. a une bonne tolérance a 20% de concentrations de pétrole brut et de gasoil.
Ce qui conforte les résultats obtenus de 1’étude de I’influence du gasoil sur la croissance de souche
N18 du genre Bacillus sporulé (Photo 7) démontrant une tolérance au gasoil a 20% (v/v). Singh et
Lin (2007) ont rapportés que Bacillus spp était le genre le prédominant de toutes les bactéries qui
utilisent le pétrole brut et identifiées dans des échantillons de sol hautement pollués (30 et 40% de
pétrole brut). Ce qui indique que les Bacillus spp sont les plus tolérants aux niveaux ¢élevés
d'hydrocarbures dans le sol en raison de leurs endospores résistantes.

D’autre part, nous avons remarqué que la souche N20 a une croissance maximale a 10% de gasoil,
et la viabilité des cellules diminue tout on diminuant ou on augmentant la concentration de gasoil.
Ce résultat ne conforme pas a ceux rapportés par les auteurs. Les travaux de Dahalan et al. (2014),
sur une souche AcinetobacterDRY 12 démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures
a été observée en culture pure autour de 4 a 6% de gasoil, et capable de tolérer plus que 8%.
Palanisamy et al. (2014) ont rapporté que la concentration de gasoil optimale pour que la
dégradation du gasoil par Acinetobacter baumannii atteinte son maximum est 4%. Pratiwi et
Harmin (2016) ont rapportés que la concentration de 10% (v / v) de diesel peut étre considéré
comme une concentration élevée en hydrocarbures, avec une toxicité potentielle vis-a-vis de la
plupart des microorganismes, mais les isolats purifiés par cette étude, devraient tolérer des
concentrations élevées en hydrocarbures et leur toxicité potentielle, par ce que a une certaine
concentration, le gasoil peut étre toxique pour les microorganismes en raison de I'effet solvant qui
détruit la membrane cellulaire

Aussi, on note que les deux souches testés n’ont pas la méme tolérance au gasoil, ceci peut étre
expliqué par le différent arsenal enzymatiques que possede chaque souche ainsi que leurs modes de
fonctionnement sur les différents types d’hydrocarbures qui composent le contaminant (Khelil,
2015).

Les résultats sont conformes a ceux rapportés par Khelil (2015) qui avancent que les bactéries
isolées d’une région contaminée d’une fagon chronique par les hydrocarbures (bourbier de forage
pétrolier) supportent des concentrations considérables d’hydrocarbures, parce que dans les zones
polluées par ces derniers, des mécanismes d’induction des enzymes d’intérét dans sa biodégradation
ont été retrouvés, et les bactéries ont la capacité de répondre plus rapidement aux nouvelles sources

d’hydrocarbures que les bactéries trouvés dans des régions dépourvues de contamination.
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Conclusion et perspectives

Le probléme majeur dans les opérations de forage pétroliers est 1’utilisation de boue de forage a
base d’huile, qui relatif a la pollution engendrée. En terme quantitatif, le gasoil est un des polluants
organiques le plus répandu dans les champs de forage du fait de la concentration importante utilisée.
En effet, le nombre important de sites pollués suite aux opérations de forages, constitue depuis
quelques années un souci majeur pour la santé humaine, 1'écosystéme et l'environnement. Le
diagnostic des techniques de traitement utilisées depuis plus d'une quinzaine d'années a montré des
imperfections majeures (Khodja, 2008).

L’objectif de notre étude est de contribuer a isoler a partir de sols contaminés par les hydrocarbures,
des bactéries autochtones possédant des traits trés intéressants pour un éventuel recours a une
biodégradation des polluants organiques dans les sols contaminés par les rejets inhérents a 1’activité

de forage.

La premicre partie de 1'é¢tude s'est intéressée a 1’isolement et la caractérisation des isolats sur gélose
nutritive et de sélectionner entre eux les hydrocabonoclastes performantes dégradant de gasoil par
culture des souches dans le milieu liquide Bushnell Haas additionné de gasoil comme seule source
de carbone et surveiller la turbidit¢ de milieu, puis identifier morphologiquement et

biochimiquement les isolats sélectionnés.

La seconde partie de 1'étude s'est intéressée a tester 1’activité d’émulsification qui nous permet
d’estimer la production de biosurfactants par les isolats selectionnés et d’optimiser les conditions de
croissance bactériennes des souches sélectionnées dans le milieu Bushnell Haas additionné de
gasoil comme seule source de carbone. Pour cela, nous avons procédé a 1’étude de 1’effet du pH, de
température et la concentration de gasoil initiale sur la croissance bactérien.

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus se résume ainsi:

Nous avons pu isoler un nombre faible a partir de tous les échantillons utilisés, au total 20 isolats
ont été observés sur l’ensemble des boites d’isolement. On se basant sur des criteres
morphologiques nous avons sélectionnées 13 isolats. Ces derniers ont été 1’objet d’une étude macro
et micromorphologique. Le suivi de la turbidité sur milieu Bushnell Haas, nous a permis de trouver
huit isolats ayant une activité¢ hydrocarbonoclaste.

En se basant sur leurs caractéres macroscopiques, microscopiques, biochimiques et physiologiques,
nous avons pu rapprocher les huit souches bactériennes aux genres suivant: Bacillus,

Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter et Brevibacterium.

Les résultats de test d’émulsification nous ont permis de suggérer qu’il y a eu une production de

biomolécules ayant des propriétés tensio-actives confirmés par les index d’émulsion (E24). Ainsi,
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nous avons sélectionné pour la suite des travaux, les 2 souches ayant montré la plus grande capacité
d’émulsification, la souche N18 avec un index de 42,28 % et la souche N20 avec un index de 14,28
%.

Ces souches ont été rapprochées aux genres Bacillus et Acinétobacter successivement.

La cinétique de croissance a montré une croissance maximale au bout de 12h d’incubation pour les
deux souches. L’étude de I’influence du pH sur la croissance a révélé un pH optimum de 12 pour la
souche N18 et 10 pour la souche N20. L’¢tude de I’influence de température sur la croissance
indique une température optimale de croissance 30°C pour les deux souches.

La tolérance a la concentration initiale de gasoil atteinte 20% pour la souche N18, et 10% pour la

souche N20.

A la lumiére des résultats obtenus de cette étude, il est recommandé de :
- Caractériser les biosurfactants produits par la souche N18.
- Réaliser une étude sur la cinétique de dégradation de quelques uns des principaux
constituants. du gasoil, par la souche N18.
- L’identification moléculaire des souches microbiennes responsables de cette biodégradation.

- Envisager un éventuel recours a une culture mixte, avec un test a I’échelle du laboratoire.
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Milieux de culture Bushnell-Haas (ATLAS, 2005)

Composition :

Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4)................cooiini 1.0g
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4)...............cooeiiiiiiinnin. 1.0g
Nitrate d'ammonium (NHANO3).......ooooiiiiee 1.0g
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4-7H20)............ccovinnnnn. 0.2g
Chlorure de fer (FECI3) ..o 0.05¢g
Chlorure de calcium dihydraté (CaCI2-:2H20) ........ccooviiiiniiiinninn.n 0.02¢g

Préparation du milieu:

L’huile (hydrocarbure) filtré et stérilisé et ajouté de maniére aseptique 10,0 ml d'huile stérile a
990,0 ml de Bushnell-Haas stérile refroidi. Mettre le mélange dans un récipient de mélangeur
stérile. Mélanger a faible vitesse pour minimiser l'incorporation d'air dans le milieu.

Utilisation:

Pour la culture et I'énumération des bactéries hydrocarbonoclastes .



Résults de isolements des souches




Résults de purification des souches




Culture des souche N11, N13, N17a, N18 et N18 sur milieu Chapman




Reésultats de culture du mileu Viande-Foie




Procédure d’utilisation de la galerie API 20 NE

20 050

07615 J - FR - 2006/02

yapi©20 NE

IvD

Systérﬁe d'identification des bacilles a Gram négalif nan entérobactéries et non fastidieux

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

API 20 NE est un systéme standardisé paur lideniification
des baciles @ Gram négafif non enterobactéries et
non Tfastidieux (ex. Pseudomonas, Acinefobacler,
Filavobaclerium, Morexelia, Vibrio, Aeromonas, elc)
combinant 8 tests conventionneis, 12 tests d'assimilation,
et une base de donnges. La liste compléte des baciéries
qu'il est possible d'ideniifier avec ce systéme esi présente
dans le Tableau d'identification an fin de notice.

PRINCIPE

La galerie APl 20 NE comporie 20 micratubes contenant
des substrats déshydratés.

Les tests conventionnels sont noculés avec une
suspension hactérienne saline qui reconstitue les miliew
Les réactions produites pendant |a période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés
par l'addition de réacfifs.

Les tests d'assimilation soni inoculés avec un milieu
minimum et les bactéries cultivent seutement si elles sont
capables d'utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se faif & 'aide du Tableau de
Lecture et [lidentification est obtenue & laide du
Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

PRESENTATION (coffret de 25 tests)

- 25 galeries AP120 NE

- 25 bdltes dincubation

- 25 ampoules d'APEAUX Medium
- 25 fiches de résultats

- 1 notice

COMPOSITION

Galerie

La compasition de la galerie APl 20 NE est reporiée dans
le 1ableau de lecture de cette notice.

Milieu
AP AUX | Sulfate d'arnmonium 2g
Medium |Agar 15g
7mi Solution de vitlamines 105 mi
Salution d'oligo-€lémenis 16 ml
Phoephata monosodigue 624 g
Chlorure de potassiurm 159
Eau déminéralisée gsp 1000 mi

pH final : 7,0-7,2

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS
Réactifs
- APt NaCl 0,85 % Medium, 2 ml (R&F. 20 070)
- Réactifs : JAMES (Réf. 70 542)
MNIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)
Zn {Réf. 70 380)
- Oxydase (Reéf. 55 635%)
* référence nan commercialisée dans cerdains pays :
utiliser un réactif équivalant.
- Huile de paraffine (Réf. 70 100)
- McFarland Standard (Réf, 70 900) point 0,5
- Catalogue Analytique AP1 20 NE (Réf. 20 090) ou
logiciel didentification apiweb ™ (R&f. 40011)
{consulter bioMérieux)

Matériel
- Pipettes cu PSlpettes
- Protége-ampoule
- Portoir pour ampoules
- Equipement généra! de laboratoire de baclériologie

PRECAUTIONS D'UTILISATION

= Pour diagnostic in vitro et pour contréle micro-
biologique.

» Pour usage professionnel uniquement.

+ Ce coffret contient des composants d'origine animale. La
maitrise de l'origine etfou de I'état sanitaire des animaux
ne pouvant garanlir de fagon absolue que ces produits ne
contiennent aucun agent pathogéne transmissible, il est
recommandé de les manipuler avec les précautions
d'usage relatives aux produits potentiellement infectieux
{ne pas ingérer; ne pas inhaler).

« Les prélevernents, cultures bactériennes et produits
ensemeancés doivent &re considéres comme poten-
fisllement infectieux st doivenl &tre manipulés de fagon
appropriée. Les technigues aseptiques et les précautions
usuelles de manipulation pour le groupe bactérien &tudié
daivent ére respeciées toul au long de la manipulation ;
se r&férer a “CLSINCCLS M29.A, Profection of
Laborafory Workers from Instrument Biohazards and
infectious Disease Transmitted by Blocd, Body Fluids,
and Tissue; Approved Guideline - Révision en vigueuwr™.
Pour informations complémentaires sur les précautions
de manipulation, se référer a "Biosafety in Micro-
biological and Biomedical Laboratories - CDC/NIH -
Dernigre dition®, ou a la réglementation en vigueur dans
le pays d'ulilisation.

« Ne pas utiliser tes réactifs aprés |a date de péremption.

» Avant utilisation, s'assurer de lintégrité de l'emballage
et des compasants.

« Ne pas utiliser de galeries ayant subi ung altération phy-
sigue : cupule deformeée, ...

+ Cuvrir les ampoules délicalement comme suit

- Placer 'ampouls dans |e prolége-ampoule.

- Tenir l'ensemble verticalement dans une
main {bouchon blanc vers le haut).

Bien enfancer le bouchon.
* Modédie 7!
- Recouwrir 1a partie inclinde du bouchon
avec la premiére phalange du pouce.
- Fxercer une pression avec le pouce a la
pase de la partie inclinés du bouchon de
fagon a casser Fextrémité de Fampoule.

{ * Madéle 2 : :

-

— - Exarcer une pressian horizontale avec le
pouce sur !a partie striée du bouchen de
fagon a casser I'extrémité de l'ampoule.

Relirer ampoule du protége-ampoule et
conserver le protége-ampoule pour une
utilisation uténeure.

- Enlever délicatement le bouchon.

+ Los perdormances présentées sont obtenues avec la
méthodologie indiquée dans cetle notice. Toule deé-
viation de méthodologie peut altérer les resuitats.

» Linterprétation des résultats du test doit étre {aite en
tenant compte du contexie clinique ou autre, de lorigina
du prélévement, des aspects macro et microscopiques
de la souche et éventuellemant des résultats d'autres
tesls, en parliculier de 'antibiogramme.

bioMérieux® SA

Francais - 1
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CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries et milieux se conservent @ 2-8°C jusqu'a la
date limite d'ulilisation indiquée sur l'emballage.

ECHANTILLONS {PRELEVEMENT ET PREPARATION)
API 20 NE ne doit pas 8lre ufilisé directernent a partir des
prélevements cliniques ou aulres. . !
Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps éfre isolés sur un milieu de culture adapté
{ex. gélose Trypcase Soja) selon les tachniques usuelles
de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Test Oxydase

Le test oxydase doit étre réalisé selon les instructions du
fabricant, il constitue le 21°™ tesl didentification 4 noter
sur |a fiche de résuliats.

Sélection des colonies

APl 20 NE doit &tre ulitise avec des bacllles & Gram
négatif non entérobacléries et non fastidieux.

NOTE 1 : certaines espéces de bacilles & Gram négatif
non  entérchactéries qui  sont  oxydase négative
{S. maitophilia, Acinefobacter..) sont parfailtement

dentifiées avec APl 20 NE. On s'aidera du contexte
clinique ou bactérictogique pour utiliser cette galerie.

NOTE 2 : {as microprganismes fastidieux, exigeants el
nécessitant des précautions de manipulation particuliéres
(ex. Brugela et Francisella) ne font pas partie de la base
de données APl 20 NE. il convient d'utiiser d'autres
techniques pour exclure cu confirmar leur présence.

Préparation de la galerte

= Réunir fond et couvercle d'une bofte d'incubation et
répartir anviron 5 mt d'sau distillée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex ; Clz, COz ,..}] dans les alvéoles pour créer
une atmosphére humide.

+ Inscrire la référence de la souche sur ia fanguelte
latérale de la boite. (Ne pas inscrire [a référence sur le
couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
maniputation.) ;

« Sortir la galerie de son emballage individual.

» Flacer Ia galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de l'inoculum

« Cuyrir une ampoule APl NaCl 0,85 % Medium (2 mf)
comme indigué au paragraphe "Précautions d'utilisation”
de {a notice du produit ou utiliser un tube contenant 2 ml
da solution saline 4 0.85 %, sans additil.

s A laide dune pipette ou dune PSlpetie, préalever
1 & 4 colonies de morphologie idenfique, par aspirations
ou par touches successives. Utiliser préférentel-
lement des cultures jeunas (18-24 heures).

¢ Réaliser une suspension d'opacité égale a4 0.5de
McFarland. Celte suspension doil  étre  ulilisée
extemporangment.

NOTE : Pour le ben fonctionnement des lests de la
galerie APl 20 NE, il est trés imporlant d'ajuster la
densité de lincculum au peint 0,5 de McFardand. En
particulier, une turbidité plus faibie conduit & des
resullats faussement négalifs. Ne pas’ toucher les
cuputes lors des manipulations et veiller 3 ne pas laisser
ta galerie exposéa a I'air longtemps aprés inoculaticn.

Inoculation de 1a galerie

+ Ramplir les tubes (et non les cupules) des tests NOs a
PNPG avec la suspension précédente en utilisanl la
pipstte ayant servi au préidvement. Pour éviter la
formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe
de la pipette ou de la PSipette sur le cité de la cupule,
en inclinant Bggdremeni la boite d'incubalion vers
l'avant.

» Quvrir une ampoule 'APEAUX Medium comme indiqué
au paragraphe "Précautions d'diilisation” et y transférer
environ 200ul de la  suspension précédente.
Homogénéiser avec la pipette en évitant la formation de
bulles.

» Remplir tubes et cupules des tests | GLU| & [PAC| en
veillant a créer un niveau horizonial ou légérement
convexe, mais jamais concave., [es cupules
incomplétement remplies ou trop remplies peuvent
entrainer des résultats incorrects.

+ Remplir d’'huile de paraffine les cupules des Irois tests
soufignés (GLU, ADH, URE) pour former un ménisque
convexe.

« Refermer 1a boite dincubation et incuber & 29°C + 2°C
penhdant 24 heures (+ 2 heures).

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

+ Apras incubation, la lecture de la galerie doit se faire en
se référant au Tableau de Lecture.

+ Moter sur la fiche de résultats toutes les réactions
spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG).

» | a révelation des deux tests NOz et TRP doit se faire en
metiant les tests dassimilation & [labri dune
contamination par i'alr ; pour cela, placer le couvercle de
la boile d'incubalion au dessus de ces tesls, pendant la
période de révéiation des tests NOz et TRP.

» Test NQa :

- Ajouter une goutte de réactifs NIT 1 el NIT Z dans la
cupule NOa.

- Aprés 5 mn, une couleur rouge indique une réaction
positive, & noter sur la fiche de résultats.

- Une réaction négative peut étre due a la production
d'azote (dventusllament signalée par fa présence de
microbulles) ; ajouter 2-3 mg de réactif Zn dans la
cupule NOs,

- Aprés 5 mn, une cupule restée incolora indique une
réaction positive 4 noter sur la fiche de résultats.
Si la cupule devient rose-rouge, la réaction est
négative car les nitrates encore présents dans le lube
ont alors été réduits en nitrites par le zinc.

La réaction utilisée pour identification de la bactérie est
la réduction des nitrates ; elle est positive si I'une au
laulre des deux réactions précadenies {production de
NO2 ou de Nz} est posilive.

La production de Nz peut cependant éfre utilisée seule
comme iest complémentaire dans le Catalogue
Analytique.

+ Tast TRP :
Ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose
diffusant dans foute la cupule indique une réaction
positive.

bioMérieux® SA
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+ Tests d'assimilation :
Observer la pousse bactérienne. Une cupule trouble
indigue une réaclion positive.
Des pousses dintensité intermédiaire peuvent étre
observées el notées Tou x.
Une fois cette lecture effecluée, ldentification doit étre
prafiquée coinme indigqué au paragraphe
"Interprétaiion”.
Une réincubation est nécessaire dans ies cas suivants :
- faible discrimination ;
- profil inaccaptahle au profil douteu ;
- si la nofe suivante est indiqués pour le profil obtenu :
IDENTIFICATION NON VALIDE
AVANT 48 H D'INCUBATION
Alors, éliminer, & 'aide d'une pipette ou d'une PSipstte,
les réaclifs NIT1, NIT2 et JAMES par aspiration,
recouvrir imméadiatemeant les tests NOs et TRP d'huile de
paraffine en formant un ménisque convexe, incuber &
nouveau 4 29°C £ 2°C puis lira 24 h plus tard, sauf les
trals premiers fests : NOs, TRP, GLU qui doivent &tre lus
uniguement & 24 h.

Interprétation
Lidentification est obtenue & partir du profil numérique.

» Délermination du profil numérique :

Sur I4 fiche de résuliats, les tests sont séparés par
groupes de irois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chagun. En additionnant & lintérieur de chacue
groupe les valeurs correspondant & des réactions
positives, an cbtient 7 chiffres ; la réaction de 'oxydase
gqul constitue le 21° test est affectée de la valeur
4 lorsgu'elle est positive.

«+ {dentification :
Elle est réalisée a partir de la base de donndes (V7 .0)
* & falde du Catalfogue Analytique :
- Recharcher le profil numérique dans ta liste des
profils.
* & l'aide du logiciel d'idenfification apiweb ™ :
- Entrer manuellement au clavier fe profil numérique 4
¥ chiffres

1 154 575 Pseudomonas aeruginosa

CONTROLE DE QUALITE

Les milieux, galeries et réactits foni lobjet de contrdles de qualité systématiques aux différentas élapes de leur
fabrication. Un conltrila bactérivlogique des tests de la galerie est de plus réalisable par I'utilisateur avec la souche
1. Sphipgohacterium multivorum ATCC® 35656 de préférence cu Fune des souches suivantss :

2. Aeromoiias hydrophifa ATCC 35654 4, Alcaligenes faacalis ATCC 356565
3. Pseudaomonsas aeruginosa ATCC 27853
ATCGC ; American Type Culture Collection, 10801 Univarsity Bowevard, Manassas, VA 20110-2209, USA,

nos [Tre | aLur | Ao | URE {256 | oL | ppe | Lot Lamal| |umel ilman] |[vas! [ mac | Lane] || capd|Laoil{Latlflcirl fL pac] | ox
.| - - - - + + - + + + +* - + + - - - - - - +
21+ 1t + + - |+ + + + + + + + + + + - + —* - +
3]+ - - W v - + - + - - + + - + + + + + — +
T i e ey O (PP [ = 7 s =, = - = + - + + + +

* Des réactions faiblement positives peuvent étre observees.

Profils obtenus a partir de coloniss cultivées sur gélose Trypcase Soja et aprés 48 heures d'incubation pour les tests

ADH a|PAC|.

Il est de la responsabilité de ['utilisateur de s'assurer que le contrdle de qualité est mis en oeuvre conformament & la

leégislation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST

» Le systéme API 20 NE est destiné a lidentification des
bacilles a4 Gram négatif non eniérobactéries st non
fastidieux présenis dans la base de dennées (voir
Tableau d'ldeniification en fin de notice) et & eux seuls.
il ne peut étre utilisé pour identifier d'autres micro-
organismes ou exclure leur présence.

+ Les bacitles & Gram négatif non fermentants, isoiés de
patients atteints de mucoviscidose, peuvent générer des
prafils biochimiques atypiques susceplibles d'aliérer isur
identification.

» Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent &ire ulilicées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de cefte
nofice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

5728 souches de diverses origines et souches de

collection apparienant aux espéces de la base de

données ont été testées :

- 92,53 % des souchss ont été correctement identifiées
(avec cu sans tests complémentaires).

- 3.13 % des souches n'ocini pas &1 identifiées.

- 4,34 % des souches ont &té mal idenlifiées.

ELIMINATION DES DECHETS

Les ampoules d'API AUX Medium non utilisées peuvent
&tre éliminées comme déchets non dangereux.

Eliminer tous les réactifs utilisés ou non utlisés (aulre que
les ampoules d'AP! AUX Medium) ainsi que les matériels
4 usage unigue contaminds en suivant les procédures
relatives aux produils infeclieux ou potentiellement
infectieux.

Il incombe & chaque laboratoire de gérer les dechets et
les effluents quil produit selon leur nature et leur
dangerosité, el d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et l'éliminalion selon les réglementations
applicables,

pioMérieux® SA
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TABLEAU DE LECTURE

oTE . RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS (malcup.) REACTIONS/ENZYMES EGATE | s
] NIT 1+ NIT 2/5 min
Kt polassium nitrate 0136 récliuctlon des Nitrales en nitriles incalore — |5 miﬂrosefrouge
réduction desNitrates en azote rose [ incalore
JAMES [ immédiat
TRP L-tryptophane 0,2 formation d'indole (TRyptoPhane) ve rti;;r;h?lﬁune rose
GLy D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu A vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrofaée jaune cran?:u;reose 4
URE uréae 0,76 UREaszse jaune uran?:uggose !
ESC _gectlling 0,58 N podrolyss (p-glucosidase) (ESCuling) i gris ! maron / noif
citrate de fer 0072
GEL ol gﬁﬁfﬂ:’)ﬁine) 06 |hydrolysa (prol&ase) (GEL atina) pazudgigifz:i"” ;gfn‘f;‘g{‘n‘i‘i‘r
o | rweréwish | o (Boshcositams PusNehD | oo
w D-glucose 1,58 assimilation (GLUcose) transparence trouble
lﬂl L-arabinose 1.4 as§lmltatlon {ARAbInose) transparerics trouble
| MNE] D-mannose 14 | assimilation {ManNosE) transparence trouble
M_l’ﬂ D-mannilol 1,35 assimilation {MANnitoi) transparence trouble
MI N-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acéhyl-Glucasamine) transparance trauble
[maALf D-malfose 14 assimilation {MAI tose) transparence frouble
LanNT] potassium glugonate 1,84 assimilation {potassium GlicoNaTe) transparence trouble
Lﬁﬁﬂ acide caprigue 0,78 assimilation {acide CAPrique) transparence trouble
ADI aclde adipique 1,12 assimilation {acide ADIpique) transparence frouble
|M_LT| acide malique 1,66 assimifation (MaLate) transparence trouble
CIT trisodiurm cifrate 228 assimilation (trisodium ClTrate} fransparence troubla
PAC acide phenylacélique jeX:] assimilation {acide PhénylACétique) transparencs trouble
ox du(t\;osit[ c:l;yti::se) - cylochrome-oxydase {voir notice du test axydase)

1
* Les quantités indiquées pauvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres premiéres.
+ Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale notamment peplone bovine/porcine.

METHOGOLOGIE p. %
TABLEAL DMDENTIFICATION p. K
BIBLIOGRAPHIE p. Ht
TABLES DES SYMBOLES p. IV

ATCC est une marque ulifisée, déposée etfou enregistrée appartenant 2 American Type Culture Collection.
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Procédure d’utilisation de la galerie API 20 E
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yapi®20 E

Systéme d'identification des Enferobacieriaceas et aulres bacilles & Gram négatif non fastidieux

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

API| 20 E est un systéme standardisé pour l'identification
des Enterobacteriaceae et autres bacilles 3 Gram négatif
non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques
miniaturisés, ainsi qu'une base de donndes. La liste
compléte des bactéries qu'il est possible didentifier avec
ce systéme est présente dans le Tableau d'Identification
en fin de notice.

PRINCIPE

La galerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant
des substrats diéshydratés. Les microtubes sont inoculés
avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
tests. Les réactions produites pendant la période
dincubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se falt & lalde du Tableau de
Lacture et lidentification est obtenue & Iaide du
Catalogue Analytique ou d'un logiclel d'identification.

PRESENTATION
Coffret de 25 fests (r&f. 20 100)
- 26 galeries API 20 E
- 25 boftes d'incubation
- 25 fiches de résultats
- 1 barretie de fermature
- 1 notice

Coffrat de 100 tests (réf. 20 160)

- 100 galerias AP| 20 E (4x25 galeries)
- 100 boltes d'incubation

- 100 fiches de résultats

- 1 barrette de fermeture

- 1 notica

COMPOSITION DE LA GALERIE

La composition de la galerie AP| 20 E est reportée dans le
Tableau de Lecture de cette notice.

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS

Réactifs :

- APl NaCl 0,85 % Medium, 5 ml (Réf. 20 230) ou
AP Suspansion Medium, 5 ml (R&f. 20 150)
- API 20 E coffret de réactifs (Réf. 20 120) ou
réactifs individuels : TDA (R&f. 70 402)
JAMES (Réf, 70 542)
VP 1 + VP 2 (R&f. 70 422)
NIT 1 + NIT 2 {Ref. 70 442)
- Réactif Zn (Réf. 70 380)
- Oxydase (Réf. 55 635%)
* référence non commercialisée dans certains pays :
utiliser un réactif équivalent.
- Huile de paraffine (Ré&f. 70 100)
- Calalogue Analytiqgue API 20 E {Réf. 20 190) ou
logiciel d'identification {consulter bioMérieux)

Matériel :

- Plpettes ou PSipettes

- Protége-ampoulas

- Portolr pour ampoules

- Equipement général da laboratoira de baclériclogie

REACTIFS COMPLEMENTAIRES :

- AP| OF Medium (Réf. 50 110} :
Test pour la détermination du métabolisme fermentatif
ou oxydalif du glucose.

- API M Medlum (R&f. 50 120) :
Tast pour la datermination de la mobilité das bactéries
aéro-anaérobles.

PRECAUTIONS D'UTILISATION

» Pour diagnostic in vilro et pour contrdle micro-
blologlque.
» Pour usage professionnel uniqguement.
» Ca coffret contient des composants d'origine animale.
La mailtise de lorigine etiou de I'Stat sanitaire des
animaux ne pouvant garantir de fagon absolue que ces
produits ne contiennent aucun agent pathogéne
transmissible, il est recommandds de les manipuler avec
les précautions d'usage relatives aux produits
potentiellement infectioux {(ne pas ingérer, ne pas
inhaler).
Les prélévements, cullures bactériennes et produits
ensemencés doivent &re considérés comme poten-
tiellsment infectieux et doivent &tre manipulés de fagon
appropriée. Les techniques aseptiques et les
précautions ususlles de manipulation pour le groupe
bactérien étudié doivent &tre respectées tout au long de
la manipulation ; se référer & "NCCLS M28-A, Profection
of Laboratory Workers from Instrument Biohazards and
infectious Disease Transmitted by Biood, Body Fiuids,
and Tissue; Approved Guideline - Révision en vigueur”.
Pour informations complémentaires sur les précautions
de manipulation, se référer & “Biosafely in
Microbiological and Biomesdical Laboratorias - CDC/NIH
- Demiére édition”, ou 4 la réglementation en vigueur
dans |e pays d'utilisation.
Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de péremption.
Avant utilisation, s'assurer de [lintégrité de I'emballage
des différents composants.
Ne pas utiliser de galerias ayant subi une altération phy-
sique : cupule déformée, sachet déshydratant ouvert, ...
Les performancas présentdes sont obtenues avec la
méthodologie indiquéde dans cetle notice. Toute d&-
viation de méthodologie paut altsrer les résultats.
L'interprétation des résultals du test doit 8tre faite en
tenant compte du contexte clinique ou autre, de l'origine
du prélévement, des aspects macro et microscopiques
de la souche et éventuellement des résultats d'aufres
tests, en particulier de I'antibiogramme.
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CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galedes sont présentes dans une poche en
aluminium avec sachets déshydratants.

Aprés ouverlure de celle-ci (*), conserver les galeries
rastantes avec les déshydratants en refermant la poche 4
'zide de la barrette de fermeture (présente dans le
coffret) : placer l'extrémité de la pache entre les deux
pidces de la barreile el les clamper soigneusement, a
fond, sur toute laur longueur. Les galeries peuvant ainsi
é&tre conservées 10 mois aprés ouverture de la poche,
4 2-8°C (ou jusqu'a la date limile d'utilisation indiguée sur
'emballage, si celle-ci est antérigure).

(*) Recommandation pour fouverture de celle-ci : couper
juste en dessous de la soudure, en maintenant la poche
droite, pour éviter d'endommager les sachets déshydra-
tants.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

AP| 20 E ne doit pas &tre utilisé directement & parlir des
préldvements d'origine clinique cu autres.

Les microorganismes 4 identifier doivent dans un premier
temps afre isolés sur un milieu da culture adapié a Ia
culture des Entercbacleriacese etfou des bacilles & Gram
négatif non faslidieux selon les techniques usuellas de
bactériologie.

MOLDE OPERATOQIRE
Test oxydase

Le test oxydase doit 8tre réalisé selon les instructions du
fabricant, il constitue le 214%™ tast d'identification & noter
sur la fiche de résultats.

Préparation do la galerie

» Réunir fond et couvercla d'une bolte dincubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Cla, GOz ...])] dans les alvéoles pour créer
une atmosphérse humide.

s Inscrire la référence de la souche sur la languetie
latérale de la bolte. (Ne pas inscrire la néférence sur le
couvercle, celui-ci pouvant &tre déplacé lors de la
manipulation).

» Sortir la galerie de son emballage.

» Placer la galerie dans |a boTte d'incubation.

NOTE: APl 20 E dolt é&tre utllsé avec des
Enferobacteriaceae elfou des bacilles & Gram négalif non
fagtidieux. Les microorganismes fastidieux, exigeants et
nécessitant des précautions de manipulation particulidres
(ex. Brucella et Francisella) ne font pas partie de la base
de données APl 20 E. Il convient dutiliser d'autres
techniques pour exclure ou confirmer leur prégence,

Préparation de l'inoculum

» Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (5 ml}
ou une ampoule d'APl Suspension Medium (5ml)
comme indiqué au paragraphe "Précautions” de la
notice du produit, ou utiliser un tube contenant & mi
d'eau physiologique stérile ou d'eau distillée stérile,
sans additir.

» A l'aide d'une pipette ou d'une PSipette, prélaver une
seule colonle blen Isolée sur milleu gélosé. Utlliser
préférantiellement des cultures jeunes (18-24 heuras).

» Réallser une suspension bactérienne en  homo-
généisant soigneusement les bactéries dans le milieu.
Cette suspension dolt &tre utllisée extemporanément.

NOTE : |a plupart des espdces de Vibro sont halophiles.

En cas de suspicion d'un Vibrio, réaliser la suspension

bactérienne dans APl NaCl 0,85 % Medium.

Inaculation de la galerle

s Remplir tubes et cupules des tests [CIT|, [VP] et
|GEL avec |la suspension bactérienne en utilisant la
pipeite ayant servi au prélévement.

+ Remplir uniqguemnent les tubas (et non les cupules) des
autres tests.

» Crer une anasnobiosa dans Ies tests ADH, LDC, ODC,
HeS, URE en rempligsant leur cupule d'huile de
paraffine.

» Refermer la botle d'incubation.

= Incuber & 36°C + 2°C pendant 18-24 heures.

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

= Aprés incubation, la lscture de la galeria doit se faire en
se référant au Tableau de Lecture.

+ 5i 3 tests ou plus (test GLU + ou -} sont positifs, noter
sur la fiche de résultats toules les réactions spontanées
puis révéler las tests nécessitant I'addition de réactifs :

- Test TDA: ajouter 1 goutle de réactf TDA. Une
couleur marron-rougedtre indigue une réaction
positive & noter sur |a fiche de résultats.

- Test IND : gjouter 1 goutte de réactif JAMES. Une
couleur rose diffusant dans toute la cupule indique
une réaction positive & noter sur la fiche de résultats.

- Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2.
Altendre au minimum 10 minutes. Une couleur rose
ou rouge indique une réaction positive 4 noler sur la
fiche de résultats. Une faible coloration rose
apparaissant aprés 10 minutes doit &tre considérée
négative.

NOTE : Le test de |a recherche de production d'indole

doit dtre réalisé en demier, car cetie réaction libére des

gaz qui risquent d'altérer Finterprétation d'autres tests
de la galerie. Ne pas remettre le couvercle d'incubation
aprés 'ajout du réactif.

+ 5i le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs {y
compris le test GLU) est inférieur 4 3 :

- Réincuber la galerie 24 heures (+ 2 heures) de plus
sang rajouter les réactifa,

- Révéler las tasts nécessitant l'addition de réactifs {voir
paragraphe précédent).

- Pour compléter lidentification, il peut 8tre ufile de
régliser des tests complémentaires (se reporter au
paregraphe |dentification).

Interprétation
L'ldentification est obtenue & partlr du profil numérique.

» Détermination du profil numérique :
Sur la fiche de résultats, les teste sont séparés par
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour checun. La galerie APl 20 E comportant 20 tests,
en additionnant & lintérisur de chague groupe les
valeurs comespondant 4 des réactions positives, on
obtient 7 chiffres ; la réaction de l'oxydase qui constitue
le 21%™ {egt est affectée de la valeur 4 loraqu'elle est
positive.
« |dentification :
Elle est réalisée a partir de la base de données (V4.0)
* & l'aide du Catalogue Analytique :
- Rechercher le profil numérique dans la liste des
profils.
* a l'aide du logiciel d'identification :
- Entrer manuellement au clavier le profil numérique &
7 chiffres.
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Par allleurs dans certains cas, le profll & 7 chiffres &tant - Mobllité {MOB) : Inoculer une ampoule d'API M Medium

insuffisamment discriminant, les tests complémentaires (cf notice).
subvants sont nécessalres - Culture sur gélose de MacConkey (McC) : Ensemencer
- Réduction des nitrates en nitrites (NOz) et en azote {N2) : un milieu de Mae Conkay (cf notica).

ajouter 1 goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 dang le tube - Oxydation du glucose (OF-0): Inoculer une ampoule
GLU. Attendre 2 & 5 minutes. Une coloration rouge d'AP| OF Medium (cf notice).
indigue une réaction pesitive (NO2). Une réaction - Fermeniation du glucose [QF-F) : Inoculer une ampoule
négative {coloration jaune) peut &tre due & Ia production d'AP| OF Medium (cf notica).
d'azote (éventuellement signalée par la présence de¢  Coq  tests  complémentaires, mentionnés  dens
microbulles) : sjouter 2 & 3 mg de réactif Zn dans |2 ppproduction (Codage des profils) du Catalogue

cupule GLU, Aprds 5 minutes, un tube resié jaune  anaiytique, peuvent &tre utilisés pour canstituer un profil &
indiqua une réaction positive {Nz) & noter sur la fiche de

résultats. Si la cupule est orange-rouge, la réaction est

négative, les nitrates encore présents dans le tube ont

&8 réduits en nitrites par le Zinc, gy

Cette réaction est intéressante pour Ies bacilles & Gram s, = T D 3.

négatif oxydase positive. 5315 173 (57) Enterobactar gergovias
NOTE : Pour les mémes raisons que I test indole (se  D'autres tests supplémentaires peuvent dtre proposés en
référer & la note du paragraphe "Leciure de la galerie™, le  cas de faible discrimination. Se référer au logicial ou
tast de réduction des nitrates doit ire réalisé en dernier. Catalogue Analytique.

CONTROLE DE QUALITE

Las milieux, galeries ot réactifs font l'objet de conirbles de qualité systématiques aux différentes Stapes de leur
fabrication. Un contrile bactériologique des tests de la galerie est de plus réalisable par 'utilisateur avec la souche
1. Escherichia coll ATCC 25922 de préfsrence ou I'une des souches suivantes :

2. Sienotrophomonas mafiophilia ATCC 51331 4. Ppofous mirabilis ATCC 35859
3. Enierobacter cipacae ATCC 13047 5. Klebsielfa pneumoniae ssp pneumoniae ATCC 35657

ATGC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2208, USA.

oNPG ADH | LDC | opg|LeiT] | Hes |ure [ Toa|inp | ve| [ LeEL] | LU | MaN |iINO|sOR|RHA|SAGMEL | AMY |ARA | NOZ| N2t
1. + - + + - - - - =+ - - + +* - + + - + - -+ - -
A I v I v Il-1-1-1T-T-1T [ -T-1T-1-T-1-1T-T-1T-1-1=
al + + — + + — | =T =1=-71+ — + + + + + + + + + | -
4] - i = + Y] + + + [ -] = v + - 1-1T-1T-=-1T¥1- = = + | —
5] + — + — + = v - | - v — + + + + + + + + + + | —

* Le stade Nz (+} peut &tre observé pour la souche ATCC 13047 st la souche ATCGC 25822,

« Profil ohtanu apras 24-48 H d'incubation pour la souche ATCC 51331, A partir da colonles cultivées sur gélosa Trypcasae Soja + sang.
» Profils obienus apnrés 18-24 H dincubation pour les autres souches, a partir de colonies cultivées sur gélose Trypcase Soja + sang.

« Suspansion bactérienna préparée an APl NaCl 0.85 % Medlum.

Il est de la responsabilité de ['utllisateur de s"assurer que le contrile de qualité est mis en ceuvre conformément a la
législation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST « Les bacilea & Gram négalif non fermentants, isolés de
» Lo systéme API 20 E est destiné & ldentification deg ~ Patients atleins de mucoviscidose, peuvent générer das
Enterobacteriaceas ot das bacilles & Gram négatif non profils biochimiques atypiques susceptibles d'altérer leur
fastidleux présents dans la base de données (vor identification.
Tableau d'ldentification en fin de notice) et & sux seuls, ~ * Seules des cultures pures contenant un seul type de
I ne peut &re utlisé pour Identfler dautres  Microoranisme doivent 8tre ullisées.
microorganismes ou exclura leur présence.

» Des discordances par rappod aux technlques RESULTATS ATTENDUS
conventionnelles peuvent &tre observées. Elles sont Se référer au Tableau d'ldentification en fin de cette
dues aux différences de princlpe des réactions utllisées  notice pour les résuliats attendus des différentes
an technique API. Des &carts de pourcentages peuvent  réactions biochimiques.
également étre observés el s'expliquent par des

variations de subsirat. PERFORMANCES
s Pour certaines espéces (ex. Kebsiella ou Profeus), des = Enlerobacieriaceas :
réactions du test glucosa initialement positives peuvent 5514 souches de diverses origines et souches de

parfois devenir négalives (apparition d'une coloration collection apparienant aux espdces de |la base de
bleu-vert). Dans ce cas, cefte réaction doit aire données ont &ié testées :

considérée comme négative. Les pourcentages indiqués - 92,80 % des souches oni 616 commactement identifiées
dans le Tableau d'ldentification prennent en compte ce (avec ou sans tests complémentaires).
genre de phénoméne. - 4,61 % des souches n'ont pas ét5 identifiées.

+ Dans le cas d'identification & Salmonelfa ou Shigelia, - 2,69 % des souches ont ét& mal identifiées.

une identification sérologique doit &tre effectuée pour
confirmer l'identification bactérienne.
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» autres bacllles & Gram négatif non fastidleux :
2386 souches de diverses origines et souches de
collectlon appartenant aux espéces de la base de
données ont &té testées :
- 90,32 % des souches ont été corectement identifiées

{avec ou sans tests complémentaires).

- 6,16 % des souches n'ont pas &té identifidées.
- 3,52 % des souches ont 6t& mal identifiées.

ELIMINATION DES DECHETS

Eliminer les réactlfs utllisés ou non ulllisés alnsl que les
matérials & usage unique contaminés en suivant les
procédures relatives aux produils infectieux ou
potentiellemant infactioux.

Il incombe & chaque laboratoire de gérer les déchets et
les effluents qu'il produit selon leur nature et leur
dangerosité, el d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et I'dlimination selon les rdglementations
applicables.

TABLEAU DE LECTURE

RESULTATS
TESTE | COMPOSANTS ACTIFS (mnngIEp ) REACTIONS/ENZYMES
k NEGATIF POSITIF
i n Lpalaciosldase
ONPG :a:‘a':";"hé"xgge 0,223 | {Orthe NitrePhényl-2D- incolore jaune (1)
pyTa Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1.8 | Arginine DiHydrolase jaune rouge { crangé (2}
Loc L-lysine 18 |Lysine DéCarboxylase jauna rouge / orangé (2)
[¢]0] o4 L-ornithine 1.8 | Ornlthine DaCarboxylasa Jauna rouge { orangé (2}
CIT trisodium citrate 0,756 | utilisation du ClTrate vert pdle / jaune bleu-vert / bleu (3)
Hz8 sodium thiosulfate 0,075 | production d'Hz5 incolore / griséitre dépot noir / fin liseré
RE urée 0,76 |UREase Jaune rouge / orangd (2}
TDA { immédiat
TDA L-trypiophane 0,38 | Trypiophane DésAminase jaune mamen-rougeétre
JAMES / immédiat
IND L-trypiophane 0,18 | production d'INDole vaﬂ'"m"’glm,'zum Tose
reduction d'acétol * .
c preduction o ne "
|VF sodium pyruvate 1.8 {Voges Praskauer} incolone rose / rouge (5)
gélatine
GEL {origine bovine) 08 |Gélatinase (GELatine) non diffuslen diffuslon du plgment nalr
GLU D-glucose 19 IZ"L"J"""‘)""‘:)“"W‘"“" bleu / blew-verl Jaune / jaune gris
: fermentation / oxydation F
MAN D-mannitol 19 {MANnitol) {4) bleu { bleu-vert jaune
o g fermentation / axydatlon F
INC inositol 18 {INOsltol) (4) bleu / bleu-vert jaune
. fermentation / oxydation .
SOR D-sorbitol 19 {SORbital) {4) blew / bleu-vert jaune
fermentation / atlon :
RHA L-rharmnasa 19 | o) (:‘,‘Vd blea f bleu-vert jaune
farmentation / ation .
SAC D-saccharase 18 {SAC mse)f(’:;'d bleu { bleu-vert jaune
farmentation / oxydatlon .
MEL D-mallblosa 19 {MELIblass} (4) bleu { bleu-vert jaune
. fermentation / oxydation .
AMY amygdaline 0,57 {AMYgcaline) (4) bleu / bleu-vert jaune
ARA L-arabinose 19 f&m‘:“,’:‘:‘)’(ﬂ"d““" bleu f blew-vert Jaune
)4 {voir notice du test oxydase} cytochrome-CXydase {voir notica du test oxydase)

{1) Une trés I6gére couleur jaune est dgalement positive.
{2) Une couleur orange apparalssant aprés 36-48 H d'incubatlon dolt &tre considénée négative.
(3) Lectura dans |a cupule (zone aérabie).

(4) La fermentation commence dans la partle Inférdeure des tubes, 'oxydation commence dans la cupule.
(5) Une légére coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit 8tre lue négative.

» Las quantités indiquées peuvent &tre ajustées en fonction des titres des matidres premisres.
« Cerlaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peptones.
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yapi®Staph

IvD

Systéme diidentification des staphylocoques, microcoques el apparentés

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

AP Staph est un systéme standardisé pour Pidentification
des genres Sfaphylococcus, Micrcooccus et Kocuria
comprenant des tests biochimiques miniaturisés ainsi
quune base de données. La liste compléte des bactéries
qu'il est possible d'identifier avec ce systéme est présente
dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.

PRINCIPE

La galerie APt Staph comporte 20 microtubes contenant
des substrats déshydratés. Les microtubes sont incculés
avec une suspension bactérienne réaliséa dans AP!
Staph Medium qui raconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par
l'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait  'aide du Tableau de
Lecture et [dentification cst obtenue a Faide du
Calalogue Analytigue ou d'un logiciel d'identification.

PRESENTATION (coffret de 25 tests)

- 25 galeries AFI Staph

- 25 boites d'incubation

- 25 ampoules d'AP| Staph Medium
- 25 fiches de résultats

-1 notice

COMFPOSITION
Galerie

La composition de la galerie AP1 Staph est reportée dans
le tableau de lecture de cette notice.

Milieu

AP] Staph Exirait de levure 05g

Medium Bactopeptone

& ml (origine bovinefporcing) 10¢
NaCl 5¢
Qligoélémanls 10 ml
Eau déminéralisée gsp 1000 ml
pH:7,0-74

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS
Réactifs
- Huile de paraffine (R&f, 70 100)
- Réactifs - VP 1 + VP 2 (R&f. 70 422)
NIT 1+ NIT 2 {Réf. 70 442}
ZYM A (Ref. 70 494)
ZYM B (Réf. 70 493)
- McFarland Standard (Réf. 70 900)
- Catalogue Analytique API Staph (Réf. 2C 580} ou
lagicie! didentification apiweb T (Réf. 4G 011}
(consulter bioMeérieux)

Matériel

- Pipettes cu PS!pelfes

- Portoir pour ampaoutes

- Protége-ampoule

- Equipement général de laboratoire de bactériotogle

PRECAUTIONS D'UTILISATION

¢ Pour diagnostic in vitro et pour contréle micro-
hivlogique.

+ Pour usage professionnel uniguement.
+ Ce cofirel contisnt des composants d'origine animale.
La matftrise de lorigine et/ou de l'état sanitaire des
animaux ne pouvant garantir de fagon absolue que ces
produits ne contiennent aucun agent pathogéne
transmissible, il est recornmandé de les manipuler avec
les précautions d'usage relalives aux produits
potentisllement infectieux (he pas ingérer; ne pas
inhaler).

Les prélavements, cultures bactériennes el produits

ensemencés doivent é&tre  considérés  comme

polentislisment infectisux et dolvent tre manipulés de
fagon appropri¢e. Les techniques aseptiques et les
précautions usuelles de maniputation pour le groupe
bactérien étudié doivent &fre respectées tout au long de
la manipulation ; se référer a "CLSI M29-A, Prolection of

Laboratory Workers From Occupationally Acquired

Infections; Approved Guideline - Révision en vigueur".

Pour informations complémeniaires sur les précautions

de manipulation, se référer a4 "Biosafety in Micro-

biologica! and Biomedical Laboratories - CDC/MNIH -

Demiére édition”, ou & la réglementailon en vigueur

dans le pays d'ulilisation.

Ne pas utiliser tes réactifs aprés la date de péremption.

Avant utilisation, s'assurer de l'intdgrité de l'emballage

et des composants.

Ne pas utilisar da galeries ayant subi une altération phy-

sique : cupule déformeée, sachet déshydratant ouvert, ...

Quvrir les ampoules délicatement comme suit

- Placer 'ampoule dans |s prolégs-ampoule.

- Tenir lensemble verticalement dans une
main {houchon blanc vers le haut).

- Bien enfoncer le bouchon.

- Exercer une pression horizontale avec le
pouce sur la partie siriée du bouchon de
fagon & casser l'extrémité de l'ampoule.

- Retirer l'empoule du proiége-ampoule et
conserver la protége-ampaoule pour une
ufilisation ultérieure.

- Enlever délicatement le bouchan.

Les performances présenlées sont oblenues avec la

méthodaologie indiquée dans cetle nofice. Toute dé-

viation de méthodologie paui altérer les résuitats.

Linterprétation des résultats du test doit &tre faite en

tenani compla du econtexte clinique ou aulve, de Forigine

du prélevement, des aspects macro et microscopiques
de la souche et éventuellement des résultats d'autres
tests, en pariiculier de {'antibiogramme.

+ |} ast recommandé de réaliset un contrdle qualite avant
d’utiliser chague nouvelie ampoule de réactif ZYM B.

LN )

*

»
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CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries el milisux se conservent & 2-8°C jusqu'a ia
date Iimite d'ufilisation indiguée sur I'emballage.

ECHANT!LLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION}

AP1 Staph ne doit pas étre utilisé directement & partir des
pralévements d'origine clinique cu aulre.

Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps étre 1solés sur un milieu de culture adapté selon les
lechniques usuelles de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Préparation de la galerie

e Réunir fond et couvercle d'une boite dincubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée {ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Ck, CO2 ..)] dans les alvéoles pour créer
une atmoesphére humide. _

» inscrire la référence de la souche sur la languette
latérale de 'a boite. (Me pas inscrire la référence sur fe
couvercie, celui-ci pouvant &tre déplacé lors de la
manipulation.} 3

» Sortir la galerie de son embaliage individuel.

» Placer 1a galerie dans la bofle d'incubalion.

Préparation de Finoculum

» Réaliser une préculture sur gélose Columbia au sang
{ou Agar P) 18-24 H 4 36°C £ 2°C.

« Vérifier l'appartienance de ta souche a la famille des
Micrococecaceae (morphologie, Gram, calalase...}, ainsi
que sa purets.

« OQuwir une ampoule d'APl Staph Medium comme
indiqué au paragraphe "Précautions d'ulitisation”.

« Préparer  une suspension bactérienne homogéne,
d'opacité égate 4 0,5 de McFarland. Utiliser préférentiel-
lement des cultures jeunes (18-24 haures).

Cette suspension doit étre vtilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie

+ A Taide dune pipette ou d'une PSlpette, remplir les
tubes de la galerie avec APl Staph Medium ensemencé.
Ne remplir que es fubes et non les cupuies, sans
dépasser le niveau du tube. Pour éviter la farmation de
bulies au fond des tubes, poser |a pointe de la pipette
ou de la PSipeite sur le cité de la cupule, en inclinant
légérement la boite d'incubation vers l'avant.

+ Créer une anaérchiose dans les tests ADH et URE en
remplissant leur cupvle d'huile de parafine pour former
un Ménisgue convexe.

+ Renfermer fa bofte d'incubation.

« Incuber & 36°C + 2°C pendant 18-24 heuras.

LECTURE ET INTERPRETATION
Lectura de la galerie

» Aprds incubation, lire les réactions conformément au
Tableau de Lecture en ajoutant 7 goutte ¢e chacun des
réactifs suivants :

- TestVP VP 1 et VP 2.
Attendre 10 minutes. Une couieur rose franche ou
violette indique une réaction positive. Une couleur
rose pale ou rose claire oblenue aprés 10 minutes
doit étre considérée négative.

- Test NIT : NIT 1 et NIT 2.
Attendre 10 minutes. Une colorafion rouge indigue
une réacfion positive.

- Test PAL : ZYM A et ZYM B (%) .
Aliendre 10 minutes. Une coloralion viclette indique
une réaction positive.
(*) Il est recommandé de contrdler chaque ampoule
de réachf ZYM B avant fa 17 utilisation.
Pour cela, il est recommandé dutiliser la souche
ATCC 700404 mentionnée au paragraphe Conirdle
Qualité afin d'exclure tout réactif défectueux.

+ Noter les résultats sur |2 fiche de résuliats.

Test de résistance a la lysostaphine

Déterminer la résistance & la lysostaphine sur milieu
Agar P selon la procédure suivants oo selon fes
recommandations du fabricant.

Pour cela, ensemencer par inondation la surface d'une
gélose Agar P avec une suspension bactérienne d'environ
10’ germes/ml.

Laisser sécher 10-20 min 4 36°C £ 2°C.

Déposer a la surface de la gélose, une goutte dune
soluticn de lysostaphine & 200 pgfml.

Incuber 18-24 H & 35-37°C.

Une lyse totale ou subtotale de la culture bactérienne
indique une sensibilité & 'enzyme.

Ce test constilue le 21*™ test de la galerie. i1 est
considéré positif en cas de résistance a |a lysostaphine.

Interprétation

L'identification est obtenue & partir du profil numérigue.

+ Détermination du profil numaérique :
Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par
groupes de frois ef une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant & lintériewr de chague
groupe les valeurs correspondant & des réactions
positives, an obtient 7 chiffres qui constituent le profif
numeérigque.
+ |dentification :
Elie est réalisée & partir de la base de dornées (V 4.1)-
* a l'aide du Catalogue Analytique :
-Rechercher e profl numérque dans |a liste des
profils.
* & laide du legicie! d'identification apiweb TM ;
- Enfrer manuellement au clavier le profil numérique a
7 chiffres.

6 706 113 Staphylococcus epidennidis
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CONTROLE DE QUALITE

Les milieux, galeries et réactifs font lobjet de conirdles de gualité systématiques aux differentes ctapes de leur
fabrication. Un contréle baclériologique des tests de la galerie est de plus réalisable par l'utilisateur avec la SDuche

1. Staphylococcus xylosus ATCC® 700404 de préférence ou Fune des souches suivarles :

2. Sfaphy[ococcus lontus ATCC 700403 3. Staphyiococcus capitls ATCC 35661
ATCC . American Type Culture Cellection, 10801 University Boulsvard, Manassas, VA 20110-2209, USA.

0 GLU { FRU | MME | MAL { LAG | TRE | MAN | XLT | MEL NIT | PAL | VP | RAF | XYL | SAC | MDG | MAG | ADH | URE
1. - + + + + +* + + + - + v - + + - + - +
2.1 - + + + + + + + + ¥ v + + + + + - e
3l - + + + - - - v - - - + - - * = = + -

* Ce résultat paul varier en fonction du milieu de culture utilise.
Profils obienus aprés culiure des souches sur gélose au sang de moutan.
il est de |a responsabilité de futilisateur de s'assurer gue le contrdle de qualité est mis en ceuwvre conformément & fa

législation locale an vigueur.

LIMITES DU TEST

¢ Le systéma API Staph est destiné & ldentification des
espéces mentionnées dans la base de données (voir
Tableau d'ldentification en fin de notice), et a elles
seules. Il ne peut &tre utitisé pour identifier d'aulres
microorganismes ou exclure leur présence.

» Seules des cultures pures contenant un seul typs de
microarganisme doivent étre utilisées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de catte
notice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

+ Staphylocoques
2104 souches de diverses origines et souches de
collection appartenant aux espéces de la base de
données ont &té testées :
- 92,49 % des souches ont £1é correctement identifiées

(avec ou sans fests complémentaires).

- 4,42 % des souches n'ont pas été identifiées.
- 3,09 % des souches ont &t& mal ideniifiées.

* Microcoques/Kocuria
171 souches de diverses .arigines et souches de
collection apparlenant aux espéces de la base de
dannées ont &té testées :
- B7,72 % des souches ont été correctement identifid¢es

(avec ou sans tesls complémentaires).

- 7,60 % des souches n'ont pas até identifiées.
- 4,68 % des souches onl é18 mal identiiides.

ELIMINATION DES DECHETS

Eliminer les réactifs utilisés ou non utilizés ainsi que les
maltériels 4 usage unigue contaminés en suivant les
procédures  relatives aux  produits  infectieux ou
potentiellement infectieux.

Il incombe & chague labarateire de gérer les déchets et
les effluents quil produit selon leur nature et leur
dangerositd, et d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et [Pélimination selon les réglementations
applicakles.

bioMeérieux SA
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TABLEAU DE LECTURE

QTE RESULTAT
TESTS | COMPOSANTS ACGTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mg/oup.) : MEGATIF £OSITIE
o] Aucun Témoin négatif rouge: —
GLU D-glucose 156 | {Témoin posiif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 acidification {D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 acidification {(O-ManNosE)
MAL D-raltose 14 acidificatfon (MAt fose)
LAG {mi':g’i::“{:‘nﬁn o 14 | acidification (LACtose) rouge * jaune
TRE D-tréhalose 1,32 | acidification {D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 | acldification {D-MANnital)
XLT xylitol 14 acidification {XyLiTol}
MEL D-mélibiose 1,32 | acidification (D-MELibiose)
NIT 4 + HNIT 2 /10 min
MNIT nitrate de polassium 0,08 Réduction des NiTrates en nitrites incolore-rose pale | rouga
ZYM A + Z¥YM B/ 10 min
PAL R-naphtyl phosphale 0,0244 | Phosphatase Alcaline jaune | violet
VE1+VP2/10min
VP sodium pyruvele 1,904 f\rrgf;zﬁ;?ug;?:fg)l méthyl carbinat incolote-roze péle violet-roze
RAF D-raffinose 158 | acidification (RAFfinosa)
XYL D-xylose 14 gcidification (XYLose}
SAC D-gaccharose 1,32 | acidification {SACcharose) rouge jaunie
oo | ool | G |aieniis:
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 | acldification (N-Acatyl-Glucosamine)
ADH L-argining 1,904 | Arginine DiBydrolase jaune orange-rouge
URE urée 076 |UREase jaune rouge-violet

Les tasts d'acidification doivent &fre lus comparativement aux témeins négatif (0) et poskif (GLU).
* Les tests MNE et XLT peuvent &éfre oranges, lorsqu'ils sont entourés ou précédés de tesls positifs. On doit alors les

considérer comme négatifs.

+ Les quantilés indiquées peuvent &tre ajustées an fonction des titres des maltiéres premiéres,
< Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peplones.

METHODOLOGIE

TASLEAU DIDENTIFICATION
BIBLIOGRAPHIE

TABLES DES 8YMBOLES
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USER: redmano

DATABASE VERSION: Pseudomonas 052017-4.3.2

AUTO MODE [N]

STRAIN: N4a Back  Library Reset  Print Help Exit

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Motility— ADH+ Indole— Nitrates— Esculin hydrolysis— Gelatin hydrolysis— Urease— Oxidase— Arabinose—
1. Acinetobacter baumannii / A. calcoaceticus ~ 88%
Expected: ADH-

2. Acinetobacter johnsonii ~ 88%
Expected: ADH-

3. Acinetobacter junii ~ 88%
Expected: ADH-

4. Acinetobacter rudis ~ 88%
Expected: ADH-

Discriminatory tests suggested: Xylose



USER: redmano

DATABASE VERSION: Pseudomonas 052017-4.3.2

AUTO MODE [N]

STRAIN: N5 Back  Library Reset  Print Help Exit

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Motility+ NFDP— ADH+ H2S— Indole— LDC— ODC— ONPG- Gelatin hydrolysis— Urease— Oxidase+ Arabinose— Citrate+
Glucose+ Mannitol-

1. Pseudomonas mendocina ~ 99%
Expected:

2. Pseudomonas alcaligenes ~ 89%
Expected: Glucose—

3. Pseudomonas putida (possibility of P. monteilii or P. plecoglossicida) ~ 89%
Expected: Arabinose+

4. Pseudomonas fragi ~ 88%
Expected: Arabinose+
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USER: Not logged!

DATABASE VERSION: Corynebacterium 052017-5.9.3

AUTO MODE [N]

STRAIN: N11 Back  Library  Reset Print Help Exit

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Motility— Catalase+ Oxidase+ Nitrates+ Esculin hydrolysis+ Gelatin hydrolysis+ Urease— Beta-galactosidase—
Arabinose— Glucose— Mannitol- Rhamnose— Sucrose—

1. Brevibacterium avium ~ 87%
Expected: Esculin hydrolysis—

2. Brevibacterium iodinum ~ 90%
Expected: Esculin hydrolysis—

3. Brevibacterium linens ~ 89%
Expected: Esculin hydrolysis—

4. Corynebacterium pseudodiphthericum ~ 69%
Expected: Oxidase— Esculin hydrolysis— Gelatin hydrolysis— Urease+

Discriminatory tests suggested:

http:/iwww.tgw 1916.net/bacteria_Coryne_detail.php



18/05/2017 ABIS online - Results details

USER: N17a
DATABASE VERSION: Staphylococcus 052017-4.3.4
NORMAL MODE

STRAIN: n13 Back  Library  Reset Print Help

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Aerobic+ Anaerobic+ Nitrates— VP+ ADH- Urease— Catalase+ Oxidase+ Fucose+ Glucose+ Lactose+ Maltose+
Mannitol+ Mannose+ Raffinose+ Sucrose— Trehalose+ Xylitol- Xylose+

1. Staphylococcus arlettae ~ 78%
Expected: Anaerobic— VP— Oxidase— Sucrose+

2. Staphylococcus gallinarum ~ 68%
Expected: Nitrates+ VP— Urease+ Oxidase— Sucrose+

3. Staphylococcus xylosus ~ 67%
Expected: Urease+ Oxidase— Fucose— Raffinose— Sucrose+

4. Staphylococcus lentus ~ 66%
Expected: Anaerobic— Nitrates+ VP— Sucrose+

http:/iwww.tgw 1916.net/bacteria_Staf_detail.php

Exit

17
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USER: N18
DATABASE VERSION: Bacillus 052017-4.5.3
AUTO MODE [F]
Back Library Reset Print Help Exit

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Gram+ Motility+ Usual_media+ ST/T spore+ 7%NaCl+ Anaerobic+ Esculin hydrolysis+ Gelatin hydrolysis+ Catalase+
Oxidase+ Urease+ ADH+ Indole— Nitrates+

1. Bacillus licheniformis ~ 97%
Expected:

2. Paenibacillus glucanolyticus ~ 84%
Expected: Urease— ADH—

3. Paenibacillus macerans ~ 78%
Expected: 7%NaCl— Urease— ADH-

4. Bacillus filicolonicus ~ 99%
Expected:

http://iwww.tgw 1916.net/bacteria_Bacillus_detail.php
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USER: N18

DATABASE VERSION: Corynebacterium 052017-5.9.3

AUTO MODE [N]

STRAIN: N19 Back  Library Reset  Print Help

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Motility— Catalase+ Oxidase+ Gelatin hydrolysis+ Arabinose— Glucose— Mannitol- Rhamnose— Sucrose—
1. Brevibacterium iodinum ~ 99%
Expected:

2. Brevibacterium linens ~ 98%
Expected:

3. Brevibacterium avium ~ 93%
Expected:

4. Corynebacterium pseudodiphthericum ~ 77%
Expected: Oxidase— Gelatin hydrolysis—

Discriminatory tests suggested: Hippurate hydrolysis

http:/iwww.tgw 1916.net/bacteria_Coryne_detail.php

Exit

17



USER: redmano

DATABASE VERSION: Pseudomonas 052017-4.3.2

AUTO MODE [N]

STRAIN: N20 Back  Library Reset  Print Help Exit

BIOCHEMICAL DETAILS

Used tests: Motility— NFDP— ADH— H2S— Indole— LDC— ODC—- ONPG- Gelatin hydrolysis+ Urease— Oxidase+ Arabinose— Citrate+
Glucose+ Mannitol—

1. Acinetobacter haemolyticus ( A. venetianus, A. beijerinckii or A. gyllenbergii) ~ 87%
Expected: Oxidase—

2. Moraxella bovis (possibility of M. equi or M. boevrei) ~ 86%
Expected: Citrate— Glucose—

3. Moraxella pluranimalium ~ 86%
Expected: Gelatin hydrolysis— Citrate—

4. Acinetobacter baumannii / A. calcoaceticus ~ 85%
Expected: Gelatin hydrolysis— Oxidase—

Discriminatory tests suggested: 41°C MacConkey



