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RESUME
TRANSPORT D'UN MICRO-ORGANISME EN MILIEU POREUX SATURE - CAS
D’UN COLLOIDE BIOLOGIQUE : CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

L’objectif de notre travail est d’étudier le transport d’un micro-organisme pathogene, Cryptospo-
ridium parvum, en milieu poreux saturé a 1’aide d’essais en laboratoire. Ce travail se positionne
dans une thématique de protection efficace des ressources en eau vis-a-vis de la contamination par
des oocystes de C. parvum. En effet, ce parasite, qui infecte les mammiféres, présente une résis-
tance élevée a la plupart des désinfectants classiquement utilisés dans le traitement de I’eau. II est
rencontré dans les eaux souterraines et responsable de plusieurs épidémies d’origine hydrique. Tout
d’abord, nous avons dii développer une technique de titrage adaptée & nos besoins, notamment en
terme de précision. Ensuite, nous avons réalisé un premier type d’expérimentations en milieu saturé
et sans écoulement, des essais batch, qui ne nous ont pas permis de mettre en évidence de phéno-
meéne d’adsorption sur tous les substrats testés (silice, calcaire, feldspaths, argiles ou alumine). Puis,
nous avons mené un second type d’expérimentations, en milieu saturé et avec écoulement, des es-
sais en colonne. Afin de travailler avec de faibles volumes de solution dopée en micro-organismes
et, donc, de limiter les risques de contaminations, nous avons développé un essai en colonne a
circulation fermée : le flux massique sortant de la colonne est injecté en entrée de colonne. Pour
interpréter les résultats de cet essai, nous avons créé un modele numérique en considérant C.
parvum comme un colloide biologique. Les résultats ont montré que le débit volumique et la
granulométrie modifient la rétention, mais d’autres parameétres, probablement d’origines
biologiques, semblent également avoir une influence.

Mots clés : Cryptosporidium parvum ; Colloide biologique ; Immunofluorescence ; Essai en co-
lonne a circulation fermée ; Filtration ; Adsorption ; Marche au hasard ; Simulation numérique.

ABSTRACT

TRANSPORT OF A MICROORGANISM THROUGH A POROUS MEDIUM - CASE OF
A BIOLOGICAL COLLOID: CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

The objective of our work is to study the transport of a pathogenic microorganism, Cryptospori-
dium parvum, in saturated porous medium with laboratory experiments. This work is situated in a
thematic of effective protection of water resources for the contamination by C. parvum oocysts.
Indeed, an important resistance to the majority of disinfectants classically used in water treatments
characterized this parasite, which infects the mammals. It is present in the groundwater and respon-
sible of many waterborne outbreaks. First of all, we had to develop a technique of titration adapted
to our needs, in particular in term of precision. Next, we carried out a first type of experiments in
saturated medium and without flow, batch assays, which did not enable us to highlight a phenome-
non of adsorption with all the substrates tested (silica, calcite, feldspar, clay, or alumina). Then, we
performed a second type of experiments, in saturated medium and with flow, column assays. In
order to use low volumes of solution and, therefore to allow small amounts of C. parvum oocysts to
be manipulated, providing as much protection as possible from the risks of contamination, we de-
veloped a continuously recirculating column assay: the mass outflow of the column is injected in
input of column. To interpret the results of these assays, we created a numerical model considering
the C. parvum oocysts as biological colloids. The results showed that the flow rate and granulome-
try modify the retention, but other parameters, probably biological, also seem to have an influence.

Keywords: Cryptosporidium parvum; biological colloid; Immunofluorescence assay, Continu-
ously recirculating column; Filtration; Adsorption; Random walk; Numerical simulation.
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INTRODUCTION GENERALE

Ce qui m'intéresse vraiment c'est de savoir

si Dieu avait un quelconque choix en créant le monde.
Albert EINSTEIN (1879-1955),

physicien allemand, naturalisé américain en 1940

(Prix NOBEL de physique en 1921).
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INTRODUCTION GENERALE

En France, 60 % de I'eau potable provient des eaux souterraines et les 40 % restants ont pour
origine des eaux de surface (rivieres, lacs, fleuves). Ces derniéres sont prélevées par simple
pompage alors que les eaux souterraines sont captées par l’intermédiaire d’ouvrages plus
complexe : (i) chambre de captage pour les sources ou les résurgences et (i) puits et forage pour les
nappes libres et captives respectivement. Le rdle des chaines de traitement mises en ceuvre par les
sociétés de service de I'eau et de l'assainissement est de rendre ’eau brute conforme aux normes de
qualité. Ces traitements sont souvent sophistiqués. Ils doivent étre adaptés a chaque qualité d'eau
brute. IIs intégrent des systémes de secours en cas de panne des installations, de fagon a assurer la
continuité de la distribution d'eau. Ils doivent étre évolutifs pour suivre les éventuels changements
des caractéristiques de la ressource en eau ou le renforcement de I'exigence des normes encadrant la
qualité de I'eau distribuée. L'ensemble doit bien siir étre réalisé a un coit optimal.

Ainsi, l'eau qui coule a nos robinets est un produit élaboré, qui a fait l'objet de nombreux
traitements et contrdles. L'eau potable n'existe pratiquement plus & 1'état naturel. En France, I'eau
« propre a la consommation humaine » doit remplir 63 critéres définis dans la loi sur I’eau du 3
janvier 1992, qui reflétent deux préoccupations permanentes :

« en priorité, celle de la santé publique : fournir au consommateur une eau sfire, garantie
contre tous les risques immédiats ou a long terme, réels, potentiels, ou méme simplement
Supposes,

. ensuite, celle du confort et du plaisir : offrir une eau agréable a boire, claire, inodore et
équilibrée en sels minéraux.

Les caractéristiques des eaux brutes sont extrémement variées. Il existe un certain nombre de
procédés élémentaires destinés a les traiter. Les traitements actuels sont d'une remarquable
efficacité. On sait aujourd'hui transformer en eau potable presque n'importe quelle eau brute.
Pourtant, selon un bilan réalisé en 1995 sur les réseaux les plus importants concernant les % des
frangais, 55 % de la population a regu, au moins une fois dans I’année, une eau qui ne respectait pas
une des normes de potabilité [IFEN, 1999]. Pour 13 %, le non-respect des normes dépassait 30 jours
par an et la bactériologie représente toujours le risque sanitaire le plus répandu.

En effet, de tout temps, les rejets provenant de l'intestin des animaux et de I'nomme ont été éva-
cués dans le sol ou déversés dans les cours d'eau. Ils y subissent une épuration naturelle. Mais s'ils
parviennent trop rapidement 4 une ressource en eau, ils peuvent provoquer une pollution microbio-
logique. De nos jours, la désinfection systématique des eaux dans les pays industrialisés a pratique-
ment éliminé les incidences de la pollution microbiologique sur la santé. Cependant, les techniques
de désinfections employées ne sont pas toujours efficaces pour I’ensemble des pathogénes, alors
que la législation frangaise impose I’absence de tout pathogéne dans I’eau potable. Mais, ce do-
maine scientifique est évolutif et 1'état des connaissances progresse réguli¢rement. On ne peut ex-
clure que, demain, de nouvelles dispositions soient prises pour diminuer encore ces risques. C'est
l'objectif principal des traitements appliqués a l'eau auxquels les entreprises spécialisées assurant le
service des eaux portent une vigilance de tous les instants. Ainsi, des traitements encore plus so-
phistiqués et encore plus efficaces seront mis au point. Néanmoins ces traitements cofitent cher,
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INTRODUCTION GENERALE

en raison de leur complexité. Traiter 1'eau deviendra de plus en plus onéreux si un effort n'est pas
consenti par tous pour préserver la ressource en eau.

En France, la loi sur l'eau du 3 janvier 1992 fait obligation aux communes de protéger les capta-
ges a l'aide de périmétres de protection situés autour des points de prélévement des eaux superficiel-
les ou souterraines. Les périmétres de protection (Figure 1), établis par un hydrogéologue agréé,
sont définis dans I’article 21 du décret n°89-3 du 3 janvier 1989 relatif aux eaux destinées a la
consommation humaine & I’exclusion des eaux minérales naturelles : « [...] Les limites du périmeétre
de protection immédiate sont établies afin de prévenir toute introduction directe de substances pol-
luantes dans les ouvrages. Les terrains compris dans ce périmétre sont cloturés [...], et sont régulie-
rement entretenus. Toutes activités, installations et dépdts y sont interdits [...]. A I’intérieur du pé-
rimétre de protection rapprochée sont interdits les activités, installations et dépdts susceptibles
d’entrainer une pollution de nature a rendre 1’eau impropre a la consommation humaine. Les autres
activités, installations et dépdts peuvent faire 1’objet de prescriptions et sont soumis a une surveil-
lance particuliére [...]. A Pintérieur du périmétre de protection éloignée peuvent étre réglementés
les activités, installations et dépdts qui, compte tenu de la nature des terrains, présentent un danger
de pollution pour les eaux prélevées ou transportées, du fait de la nature et de la quantité de produits
polluants liés & ces activités, installations et dépdts ou de 1’étendue des surfaces que ceux-ci oc-
cupent. »

Périmétre de protection éloignée Périmetre de protection rapprochée Captage

Périmetre de protection immédiate

Sens d’écoulement de la nappe

Figure 1 : Périmeétres de protection autour du captage d’une source

Aussi, la difficulté majeure est de déterminer correctement les périmétres de protection, i.e. : de
les dimensionner de fagon & minimiser les risques de détérioration de la ressource en eau sans sures-
timer les cofits. La délimitation théorique des périmétres de protection se base sur quatre critéres :

_» la durée et la vitesse de transfert de 1’eau entre les points d’émission de pollutions possi-
bles et le point de prélévement dans la nappe, i.e. : le temps de transfert de polluants spéci-
fiques,
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« le pouvoir de fixation, de dégradation et de dispersion du sol et du sous-sol vis-a-vis des
polluants, i.e. : le pouvoir d’auto-épuration du sol,

« les caractéristiques de pompage (débit, profondeur) et le rabattement de la nappe,

. la distance et les limites du bassin versant hydrogéologique.

Dans la pratique, pour délimiter les périmétres de protection, I’hydrogéologue agréé se base sur
le contexte géologique, hydrogéologique et hydrologique et sur des études de terrain qui permettent
d’obtenir I'ordre de grandeur des temps de transfert. La plus grande difficulté est liée a
I’hétérogénéité des formations géologiques, surtout pour des captages d’eaux souterraines. En outre,
concernant les études de terrain pour un captage d’eau souterraine, deux types d’essais sont utilisés
pour obtenir des renseignements sur les temps de transfert :

. des pompages d’essais, qui fournissent le coefficient d’emmagasinement et la
transmissivité de I’aquifeére,

« des tragages (notamment a la fluorescéine), qui fournissent le temps de transfert entre le
point d’injection et le point de prélevements et la porosité de 1’aquifeére.

Evidemment, il n’est pas possible de déterminer précisément in situ le temps de transfert pour un
polluant, car il faudrait injecter ce polluant dans la ressource en eau ! Pour cette méme raison, il
n’est pas possible de déterminer le pouvoir d’auto-épuration du sol in situ pour un polluant. Dans ce
contexte, des €tudes en laboratoire sont alors nécessaires. Cependant, ce type d’études s’est
essentiellement focalisé sur une meilleure détermination des paramétres physiques, plutot que
biologiques, du transfert des polluants. Bien que de nombreux travaux existent sur les virus et les
bactéries, peu présentent une application directe & 1’étude du transfert. A notre connaissance, un
nombre limité de travaux existe sur la détermination des caractéristiques de transport d’un
protozoaire® pathogéne au sein d’un aquifere. La méconnaissance des phénomeénes de transport des
micro-organismes induit que parmi les modéles numériques les caractéristiques des polluants
microbiologiques sont rarement pris en compte. Certes, des témoins de contamination fécale comme
les coliformes et les streptocoques sont intégrés dans les normes relatives aux eaux potables.
Néanmoins, des micro-organismes pathogénes peuvent étre présents malgré 1’absence de ces
témoins.

Parmi les micro-organismes pathogenes, BARER & WRIGHT (1990) ont rapporté que Cryptospo-
ridium parvum constituait la 4™ cause de diarrhées confirmées en laboratoire en Angleterre et
Pays de Galles. En effet, les caractéristiques biologiques de ce protozoaire en font un contaminant
dangereux des eaux. Ainsi, la forme de dissémination de C. parvum est un kyste®, 1’oocyste, qui lui
assure une survie dans des conditions environnementales défavorables & la plupart des micro-
organismes. Cette particularité est retrouvée chez d’autres protozoaires pathogénes (e.g. : Giardia
lamblia). En outre, aucun traitement spécifique n’existe pour traiter la cryptosporidiose, pathologie
a pronostic sombre lorsqu’elle se développe chez des personnes immunodéprimées. Plusieurs études
montrent une présence importante de C. parvum dans les eaux de surface, mais aussi dans les eaux
souterraines [LECHEVALLIER ef al., 1991 ; HANSEN & ONGERTH, 1991 ; KETELAARS ef al., 1995 ;
ROSE 1997 ; HANCOCK et al., 1998 ; ROUQUET et al., 2000 ; SKERRETT & HOLLAND, 2000]. De
nombreuses épidémies d’origine hydrique liées 4 la consommation d’eau ont été rapportées au cours
de ces 20 derniéres années et le risque de nouvelles épidémies est encore présent. En effet, récem-
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ment, durant les mois d’avril et de mai 2001 dans la ville de North Battleford dans la province ca-
nadienne du Saskatchewan, la contamination de 1’eau potable par C. parvum a été responsable du
déces de 3 personnes et 44 cas d’infection confirmés dans les hopitaux [VENTER, 2001].

Aussi, pour protéger efficacement les ressources en eau de ce parasite, il est important de
déterminer les caractéristiques du transport des oocystes de C. parvum dans les aquiféres, ce qu’il
est possible de faire a I’aide d’essais en laboratoire. Il faut cependant garder a ’esprit que les
résultats des essais en laboratoire ne peuvent pas étre directement utilisables in situ du fait de la
différence d’échelle. Mais, ils permettent de comprendre, ou au moins de qualifier, les phénoménes
qui régissent le transport des oocystes au sein des aquiféres.

De par la pluridisciplinarité scientifique du probléme, I’étude du transport des oocystes de C.
parvum dans un milieu poreux saturé nécessite plusieurs approches :

« Une approche microbiologique dont le but est de modifier les techniques employant des
suspensions en oocystes afin que celles-ci soient en accord avec les impératifs de 1’étude,
notamment titrer avec une précision convenable les suspensions en oocystes. Cette
approche est développée dans le chapitre 1.

« Une approche physico-chimique permettant de déterminer les interactions entre les
oocystes et le milieu poreux, ie. : les mécanismes d’adsorption. Cette approche est
développée dans le chapitre 2.

« Une approche numérique dont le but est de simuler le transport des oocystes dans un
milieu poreux saturé & I’échelle du laboratoire, afin de fournir un outil pour 1’interprétation
des résultats des essais. Cette approche est développée dans le chapitre 3.

« Une approche mécaniste afin d’évaluer les paramétres du transport des oocystes dans un
milieu poreux saturé a 1’échelle du laboratoire, en s’appuyant sur les résultats des
approches précédentes. Cette approche est développée dans le chapitre 4.

Ce mémoire débutera par une synthése bibliographique sur C. parvum, mettant ’accent sur le
probléme de santé publique qu’il pose (chapitre 0).
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CHAPITRE 0

CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
UN PROBLEME DE SANTE PUBLIQUE

RESUME

Cryptosporidium, parasite protozoaire, a été décrit pour la premiére fois il y a plus de 90 ans.
Cependant, bien que tres souvent rencontré lors d’épidémies bovines ou ovines, sa pathogénicité
chez I’homme a été prouvée il y a 25 ans. L’espéce Cryptosporidium parvum, seule pathogéne pour
I’homme, entraine une cryptosporidiose dont le symptdme principal est une diarrhée profuse et
aqueuse. Tout a fait bénigne chez une personne immunocompétente, elle peut se révéler fatale chez
les sujets immunodéprimés. La transmission de C. parvum se fait par ’ingestion de la forme de
résistance, ’oocyste. Trois facteurs favorisent la transmission de ce parasite par I’eau : une dose
minimale infectante trés faible, une résistance élevée a des conditions habituellement létales pour
d’autres micro-organismes et une cinétique d’excrétion importante. Plusieurs études montrent une
présence importante de ce parasite dans les eaux de surface et les eaux souterraines. De nombreuses
épidémies ont été recensées dans le monde et elles sont, le plus souvent, provoquées par la
contamination de I’eau de boisson. Ces épidémies montrent également I’importance de ne pas
seulement se focaliser sur les techniques de désinfection, mais aussi de protéger les ressources en
eau. Il est donc fondamental de correctement délimiter les périmetres de protection autour des

ouvrages de captages, ce qui exige la recherche en laboratoire des phénomeénes du transport des
oocystes dans les aquiféres.

Il y a beaucoup de mystére dans le choix
de ce qui nous parait digne d'étre noté.
Jean ROSTAND (1894-1977),

biologiste et écrivain frangais.

Extrait de Carnet d'un biologiste (1959).

T
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0~1 - INTRODUCTION

Cryptosporidium est un micro-organisme qui est trés peu connu en France par le grand public.
Cette méconnaissance est peut étre due au fait que sa découverte est récente. Pourtant, en tant que
parasite de I’homme, il induit la cryptosporidiose, pathologie & pronostic sombre lorsqu’elle se
développe chez des personnes immunodéprimées, d’autant plus qu’aucun traitement spécifique
n’existe. De plus, certaines des caractéristiques de ce micro-organisme favorisent sa transmission
par ’eau, ce qui en fait un contaminant dangereux des eaux. D’ailleurs, des études récentes
montrent la présence de ce parasite dans 1’environnement de plusieurs pays, y compris la France.
De nombreuses épidémies ont €té recensées dans le monde, mais aucune en France, ce qui
finalement peut expliquer sa méconnaissance dans notre pays. Ces épidémies étant le plus souvent
liées & la consommation d’eau potable, il est donc primordial de maintenir la qualité de cette
derniere. Ceci peut se faire a deux niveaux, en aval par des techniques de traitements des eaux si
celles-ci sont efficaces, ce qui n’est pas le cas concernant Cryprosporidium, et en amont par la

protection des ressources en eau. C’est ce dernier point qui nous a incité a développer notre sujet de
recherche.

0~2 - CRYPTOSPORIDIUM PARVUM : HISTORIQUE

La premiére description du genre Cryptosporidium a été réalisée par TYZZER en 1907. Trois ans
plus tard, TYZZER a isolé ce protozoaire a partir de la glande gastrique d’une souris de laboratoire et
il ’a nommé Cryptosporidium muris [TYZZER, 1910]. Deux ans plus tard, TYZZER a identifié¢ une
autre espece isolée dans le petit intestin d’une souris : Cryptosporidium parvum [TYZZER, 1912].
C’est seulement en 1955 que le caractére pathogéne de ce parasite a été démontré, d’abord chez la
dinde avec la découverte d’une nouvelle espéce (Cryptosporidium meleagridis) [SLAVIN, 1955],

puis, plus tard, chez le veau [PANCIERA et al., 1971]. Depuis, Cryptosporidium est fréquemment
rencontré chez cet animal.

Le premier cas de cryptosporidiose humaine a été rapporté en 1976, chez un enfant de moins de
3 ans vivant dans une ferme [NIME ef al., 1976]. La méme année, un autre cas a été signalé chez un
patient immunodéprimé [MEISEL et al., 1976]. La premiére épidémie de cryptosporidiose d’origine
hydrique a été rapportée en 1985 au Texas, touchant une communauté de 6 000 personnes
[D’ANTONIO et al., 1985]. Depuis lors, 69 épidémies ont été recensées jusqu’en septembre 1999,
infectant un nombre estimé de 461 200 personnes. La plus importante a eu lieu au printemps de
I’année 1993 a Milwaukee (USA), avec un nombre de malades évalué 4 403 000 contaminés par des
oocystes de C. parvum qui sont passés a travers le systéme de filtration d’une des stations de
traitement d’eau de la ville [MAC KENZIE ef al., 1994].

0~3 - CRYPTOSPORIDIUM PARVUM : UN PARASITE

La cryptosporidiose est une anthropozoonose® cosmopolite®. La taxinomie® de Cryprospori-
dium, décrite par LEVINE en 1984, s’est affinée par la suite avec la notion de génotypes®, mettant en

=8
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évidence les espéces et/ou génotypes parasites de I’homme. Le tableau clinique est le méme quel
que soit I’4ge ou le sexe, mais son intensité varie notablement avec le statut immunitaire des hotes.

0~3.1 - Taxinomie

C. parvum est un protozoaire parasite de la classe des sporozoaires® (Figure 0~1).

Phylum Apiconplexa
Classe Sporozoea
Sous-classe Eucoccidiida
Ordre Coccidia
l
| l
Sous-ordre Eimeriina Haemosporina
(Plasmodium)
I
) | | |
Famille Sarcocystidae Cryptosporidiidae Eimeriidae
! ‘ l
| | | |
Genre Sarcocystis Toxoplasma Cryptosporidium Eimeria Isospora

Figure 0~1 : Taxinomie simplifi€ée de Crypfosporidium
(d’aprés LEVINE, 1984)

Cryptosporidium infecte les mammiféres, les oiseaux, les reptiles et les poissons. Dans
I’ensemble des études réalisées, on peut noter 22 espéces parmi le genre Cryptosporidium

[MORGAN et al., 1999]. Cependant FAYER et al. (2000) indiquent dix espéces validées
(Tableau 0~1).

Tableau 0~1 : Espéces de Cryptosporidium
(d’aprés FAYER ef al., 2000)

Espéce Hote type
C. andersoni Bos taurus (beeuf)
C. baileyi Gallus gallus (poule)
C. felis Felis catis (chat)

C. meleagridis

Meleagris gallopavo (dinde)

C. muris Mus musculus (souris)
C. nasorum Naso lituratus (poisson)
C. parvum Mus musculus (souris)

C. saurophilum

FEumeces schneideri (1ézard)

C. serpentis

Plusieurs especes de reptiles

C. wrairi

Cavia porcellus (cobaye)

-9-‘»9-@;_
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Seul C. parvum infecte ’homme, mais il est également retrouvé chez d’autres mammiféres
comme les animaux d’élevages (moutons, vaches, ...), les animaux domestiques (chiens, chats, ...)
et les animaux sauvages (cerfs, rongeurs, ...). FAYER et al. (2000) rapportent 152 espéces
différentes de mammiféres infectées par C. parvum.

Des études génétiques indiquent qu’au moins deux génotypes de C. parvum (1 et 2), infectent
I’homme. Le génotype 1 serait strictement humain, il a seulement été possible de le transmettre
expérimentalement a un primate captif. Le génotype 2 a aussi été trouvé chez les animaux (bovins,
moutons, chevre, ...) [BONNIN ef al., 1996]. Ces études génétiques récentes sont trés importantes
car elles infirment les théories classiques sur les modes de contaminations. En effet, la principale
source d’oocystes dans les eaux potables était traditionnellement attribuée & la contamination des
eaux par le ruissellement des sols agricoles. Cette hypothése implique donc que la majorité des cas
de contamination humaine soient associé€s au génotype 2, le type qui est perpétué par les animaux.
Or, des études montrent que la majorité des infections humaines libére des oocystes de génotype 1
[WIDMER et al., 1998 ; MCLAUCHLIN et al., 2000]. Les contaminations des eaux seraient donc
plut6t dues a des eaux usées qu’au lessivage de sols agricoles.

La recherche des génotypes de C. parvum est actuellement en plein essor. Ainsi, d’autres géno-
types ont été identifiés [FAYER et al., 2000] (Tableau 0~II).

Tableau 0~11 : Génotypes de Cryptosporidium parvum
(d’apreés FAYER et al., 2000)

Génotype Hétes immunocompétents
‘Cattle’ Artiodactyles, animaux domestiques, homme
‘Human/Monkey’ Homme, dugong
‘Mouse’ Souris, chauve souris
‘Pig’ Porc
‘Marsupial’ Koala, kangourou
‘Dog’ Chien
‘Ferret’ Furet

0~3.2 - Cycle de développement

Cryptosporidium a un cycle de développement complexe mais qui ne compte qu’un hote. On
peut distinguer six phases au cours du cycle de développement de C. parvum (Figure 0~2) :
« ’ingestion et le dékystement : libération des sporozoites infectants & partir de l'oocyste
[A],
« I’invasion d’une cellule hote par les sporozoites [B-C],
o la mérogenése : réplication asexuée [D-E-F],
« la gamétogenése : formation des gamétes [H-G],
« la fécondation : fusion des gametes [I],
« I'enkystement : formation des oocystes [J-K],
« la sporogenese : libération des oocystes [L].

el0e
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Ingestion ___ Sporozoite
(inhalation) '

: i Type IMeronte

‘4] (Schizonte génération 1)
Excrétion

(sortie de,I'hote)

L Autoinfection
Oocyste a aroi épaisse _

Oocyste a paroi fine

Type Il Meronte
(Schizonte génération 2)

Merozoites

a4

Figure 0~2 : Cycle de développement de Cryptosporidium parvum
(d’aprés BADENOCH, 1990)

Ces phases ont ét¢ amplement étudiées ; elles sont reprises par PETERSEN (1993) dans sa
description de Cryptosporidium.

Le dékystement [A] a lieu au niveau de la lumiere du tractus digestif. Une fois les oocystes
ingérés, les enzymes protéolytiques® et les sels biliaires altérent la perméabilité de la membrane.
Ensuite, les sporozoites sont libérés dans la lumiere du tube digestif par action des enzymes
pancréatiques et/ou des sels biliaires.

Les sporozoites se fixent sur les cellules épithéliales® de I’appareil digestif [B]. Ils pénétrent
dans les entérocytes® mais restent en position extracytoplasmique®. Ils sont alors appelés
trophozoites [C]. D’autres organes peuvent &tre touchés comme la vésicule biliaire [PITLIK ef al.,
1983] ou les poumons [ROUSSEL et al., 1995].

La mérogenése correspond a la phase de réplication asexuée. Par division méiotique® [D], les
sporozoites développent des mérozoites haploides® qui envahissent rapidement les cellules voisines
(auto-infection). Le mérozoite unicellulaire, qui se forme en position intra-entérocytaire mais extra-
cellulaire, migre a la périphérie de la cellule. Deux éventualités se présentent alors [CURRENT &
HAYNES, 1984} :

« En 12 heures, des mérozoites de type I apparaissent (six ou huit par schizonte). Ils sont
~ alors « recyclés », car invasifs pour les cellules épithéliales voisines [E].
« En 24 heures, des mérozoites de type II apparaissent (quatre par schizonte). Ils se
développent alors en gametes [F].
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En 48 heures, les mérozoites de type II évoluent vers une phase sexuée. Ils se développent alors
en seize gameétes « femelles » (microgametes) [G] ou en gamétes « males » (macrogameétes) [H] non
flagellés en forme de boule [CURRENT & HAYNES, 1984]. La fusion des gamétes [I] n’a jamais été
observée.

La cellule formée par fécondation se divise en quatre cellules mobiles appelées sporozoites par
mitose® qui ensuite s’enkystent, ie.: s’entourent d’une paroi. Deux types d'oocystes sont
différenciés en fonction de la structure de cette paroi :

« 80 % des oocystes formés sont a enveloppe épaisse [J],
« 20 % des oocystes formés sont & enveloppe mince [K].

La simple membrane des oocystes a enveloppe mince se casse facilement dés que les oocystes
quittent les cellules hotes. Les sporozoites libérés pénétrent alors les cellules épithéliales adjacentes
en réalisant un cycle endogéne [CURRENT, 1987]. Les oocystes a enveloppe €paisse sont évacués de
'h6te dans les feces [L]. Ils correspondent donc a la forme de dissémination.

0~3.3 - Structure et dimension des oocystes

L’oocyste sert donc de protection pour quatre sporozoites et posséde une paroi épaisse présentant
des aspérités [KARAMAN et al., 1999 ; CONSIDINE et al., 2000] (Figure 0~3). Une observation au
microscope des oocystes révele parfois un pli dans la paroi de 1I’oocyste [ROSE ez al., 1989]. Ce pli a
été décrit comme étant une suture, correspondant ainsi a la zone qui céderait lors du dékystement.
Pour ROBERTSON et al. (1993), ce pli indique en fait la position des sporozoites & I’intérieur des
oocystes, ce qui explique qu’il est possible d’observer parfois plusieurs plis dans la paroi. Ils ont
conclu aussi que cette particularité indique un degré de flexibilité de la paroi de 1’oocyste. MEDEMA
et al. (1998) ont déterminé que la masse volumique des oocystes de C. parvum est de
1 045,4 kg/m®. CURRENT (1987) décrit les oocystes de C. parvum comme les plus petits protozoai-
res de leur classe. Ils ont une taille de 4 2 6 pm et une forme ovoide (Figure 0~3).

a) : b)

a) — « excroissances » sur la paroi ; b) — amas au centre qui correspond aux quatre sporozoites
Figure 0~3 : Qocystes de Cryptosporidium parvum observés au microscope électronique a
balayage (M.E.B.)
(d’aprés KARAMAN e al., 1999)
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0~3.4 - Tableau clinique

I1 faut distinguer en terme d’évolution la cryptosporidiose du sujet immunocompétent de celle du
sujet immunodéprimé.

a) Chez le sujet immunocompétent

L’incubation varie de 2 & 12 jours. Le tableau clinique caractérisé par une diarrhée hydrique avec
5 a 10 selles quotidiennes, des vomissements et douleurs abdominales, parfois accompagnées d’un
cortége de manifestations non spécifiques : fievre (inférieure a 39°C), céphalées®, asthénie®,
anorexie, sueurs [BONNIN & CAMERLYNCK, 1989]. La conséquence peut étre une perte de poids et
une déshydratation. La période d’excrétion dans les selles débute environ 8 a 14 jours apres
P’infestation, & des concentrations de 10® 4 10" oocystes par jour. La maladie évolue généralement
favorablement en quelques semaines (1 a 3 semaines, jusqu’d 6 éventuellement). Ce sont en
particulier les vétérinaires et les éleveurs, professionnellement exposés, qui sont les plus sensibles
aux infections a Cryptosporidium. L’excrétion des oocystes se poursuit généralement pendant 2 4 3
semaines et exceptionnellement sur de plus longues périodes, aprés cessation des symptomes. Ce
phénomeéne a de nombreuses implications notamment au niveau de la transmission de 1’infection
par des individus asymptomatiques.

b) Chez le sujet immunodéprimé

Les populations cibles sont les patients sidéens, les individus souffrant de malnutrition,
d’hypogammaglobulinémies, de traitements immunosuppresseurs (par exemple lors de
transplantation ou de greffe), de corticothérapie, d’hémopathies malignes, de traitements
antimitotiques et également les jeunes enfants (de 6 mois & 3 ans) et les personnes agées puisque
leur systéme immunitaire n’est pas optimal. Chez ces patients, la cryptosporidiose intestinale
provoque des diarrhées profuses rarement sanglantes allant jusqu’a 15 litres par jour chez des
patients sidéens, ce qui ressemble & une diarrhée cholériforme. La dénutrition est alors majeure. I
peut exister des localisations extra-intestinales : respiratoires [ROUSSEL et al., 1995], biliaires
(cholécystite, hépatite) ou pancréatiques [PITLIK ef al., 1983]. Il n’y a pas de guérison spontanée
chez ces individus. La maladie peut alors étre fatale. De nos jours, avec les tri-thérapies effectuées
sur les malades atteints du syndrome de I"immunodéficience acquise (SIDA), la mortalité par
cryptosporidiose a considérablement diminué.

0~3.5 - Traitement et prophylaxie

Les syjets immunocompétents ne sont habituellement pas traités. L’excrétion des oocystes est
spontanément régressive. Chez les sujets immunodéprimés, seuls les traitements symptomatiques
sont actuellement proposés, comme le rétablissement de I'équilibre hydro-électrolytique et la nutri-
tion parentérale®, Il n’existe pas de traitement parfait, aussi bien en médecine vétérinaire qu’en mé-
decine humaine, mais des résultats encourageants ont été€ trouvés avec 1’association de deux antibio-
tiques, de la paramomycine et 1’azithromycine [MAGGI et al., 2000].
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0~4 - CRYPTOSPORIDIUM PARVUM : LES TROIS FACTEURS FAVORISANT SA
TRANSMISSION

La transmission de C. parvum se fait par ’ingestion de la forme enkystée. Les principaux
vecteurs de contamination sont :
. I’eauy,
» toute nourriture pouvant étre contaminée, soit par I’eau de lavage contaminée ou le fumier,
soit parce que provenant d’animaux contaminés,
« tout objet souillé par des féces d’individus ou d’animaux contaminés.

Les oocystes sont caractérisés par trois facteurs favorisant particuliérement cette transmission par
I’eau : leur dose minimale infectante, leur résistance et leur cinétique d’excrétion.

0~4.1 - Dose minimale infectante

Si un faible nombre d’oocystes semble capable d’induire la maladie chez ’homme, la dose
minimale infectante n’est cependant pas connue avec précision.

FINCH et al. (1993) ont estimé que la dose nécessaire pour infecter 50 % d’une population de
souris est de 79 oocystes. Ils ont également observé que 7 jours aprés I’inoculation orale de 23
oocystes, 2 souris sur 25 étaient infectées. Tous les animaux sont infectés si la dose dépasse 300
oocystes par animal.

DUPONT et al. (1995) ont déterminé la dose moyenne infectante chez des hommes adultes sains a
partir d’une étude réalisée sur 29 volontaires qui ont ingéré une dose de 30 oocystes & 1 million
d’oocystes. Sur les 5 individus qui ont ingéré une dose de 30 oocystes, un seul (20 %) a été infecté.
Avec une dose de 300 oocystes ou plus, 14 sur 16 sujets (88 %) ont été infectés et pour une dose de
1000 oocystes ou plus, 7 des 7 sujets (100%) ont été infectés. Ils ont donc estimé, par régression
linéaire, la dose moyenne infectante (IDsg) a 132 oocystes. La détermination de la dose moyenne
infectante s’est compliquée avec les travaux de OKHUYSEN et al. (1999) qui ont mis en évidence
une variabilité de la dose moyenne infectante en fonction du type d’isolats. Avec trois isolats
différents, ils ont trouvé des IDs, de 87 oocystes, 1042 oocystes et 9 oocystes respectivement.

0~4.2 - Résistance des oocystes de Cryptosporidium parvum

De nombreux auteurs ont étudié la résistance des oocystes de C. parvum, aux désinfectants
classiques utilisés pour le traitement de I’eau, a4 d’autres désinfectants gazeux, aux températures
(basses et hautes) et a la dessiccation.

a) Effet des désinfectants classiques

Les oocystes de C. parvum présentent une résistance élevée a la plupart des désinfectants classi-
quement utilisés dans le traitement de 1’eau (Tableau 0~III). KORICH ef al. (1990) ont montré que la



valeur du C t (la concentration multipliée par le temps en minutes) pour obtenir 99 % d’inactivation
des oocystes de C. parvum avec de I’ozone est 30 fois plus grande que pour les kystes de Giardia
lamblia et celle pour obtenir 90 % d’inactivation avec du dioxyde de chlore est 14 fois plus grande.

Tableau 0~11I : Concentration et temps d’exposition pour 90 % d’inactivation de
Cryptosporidium parvum par différents agents désinfectants
(d’aprés RoT - DE HEAULME, 1988 et KORICH ef al., 1990)

Agents . Temps Dose classiquement
. Concentration | , e , L . .
désinfectants d’exposition | employée en désinfection
Ozone 1 mg/1 5 min 0,4 mg/l
Dioxyde de chlore 1,3 mg/l 60 min 0,2 mg/l
Monochloramine 80 mg/1 90 min
Chlore 80 mg/l 90 min 0,5 mg/l

Récemment, de nombreuses études cherchent a inactiver les oocystes de C. parvum en associant
plusieurs désinfectants dans des conditions déterminées de température et de pH, tel que de I’ozone
et du chlore [DRIEDGER et al., 2000a; RENNECKER et al. 2000], ou de l’ozone et de la
monochloramine [DRIEDGER et al., 2000b ; RENNECKER et al. 2000}, avec des résultats prometteurs.

b) Effet d’autres désinfectants gazeux

FAYER et al.(1996) ont testé I’efficacité de certains gaz en vue d’une utilisation pour désinfecter
des salles, des batiments, des outils ou des instruments (Tableau 0~IV). Seul un traitement de lon-
gue durée par certains gaz comme le bromométhane, 1’oxyde d’éthyléne ou I’ammoniac est efficace
pour détruire totalement les oocystes (pour I’ammoniac il faudrait traiter pendant 18 h). Cependant,
la majorité de ces gaz ne peut pas étre utilisée dans une filiére de traitement des eaux classique en
raison de leur toxicité.

Tableau 0~1V : Influence de certains gaz désinfectants sur la viabilité de Cryptosporidium
parvum
(d’aprés FAYER et al., 1996)

Traitement Usage habituel / origine ;{:;ﬁi?ée*
Monoxyde de carbone | Gaz toxique provenant d’une combustion incompléte 100 % (6)
Oxyde d’éthyléne Agent stérilisant ; fongicide ; désinfectant pour textiles 0 % (6)
Bromométhane Désinfectant pour textile et sols des entrep6ts 0% (5)
Ammoniac Treés irritant et trés toxique (3 M/1) 0% (5)
Formaldéhyde 60 % (10)
« anoxie » 100 % (3)

* : la valeur entre parenthése indique le nombre d’échantillons testés
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c¢) Effet de la température

Différents auteurs ont étudié I’impact des températures (basses et hautes) ainsi que celui de la
dessiccation.

» Basses températures

ROBERTSON et al. (1992) ont montré qu’une congélation rapide (immersion dans de 1’azote
liquide, i.e. : -173°C) tue 100 % des oocystes. Par contre, en congélation lente a -22°C, 33 % des
oocystes sont viables aprés 21 heures, et méme si ce taux diminue jusqu’a 7,9 % apres 152 heures,
une partie des oocystes est toujours viable apres 750 heures (1,8 %).

FAYER & NERAD (1996) ont étudié la résistance des oocystes de C. parvum en fonction du temps
de séjour a des basses températures (Tableau 0~V). Ils trouvent, eux aussi, que les oocystes résistent
bien et longtemps aux températures négatives obtenues progressivement, bien que cette résistance
soit dans cette étude plus faible.

Tableau 0~V : Influence des basses températures sur la viabilité de Cryptosporidium parvum
(d’aprés FAYER & NERAD, 1996)

Temps Taux de viabilité*
a-70°C a -20°C a -15°C a -10°C a-5°C

1h 0% (6) | 100 % (6)

3h 100 % (6)

5h 100 % (6)

8h 0 % (6) 17 % (6) | 100 % (12)| 100 % (12)

24 h 0 % (6) 0% (17) 1100 % (12)| 92 % (12)

168 h (s0it 7 ) 0 % (6) 0% (12) 1100 % (12)| 100 % (6)

* : la valeur entre parenthése indique le nombre d’échantillons testés

o Hautes températures

FAYER (1994) a montré que les oocystes peuvent rester infectieux apres passage a des
températures élevées (moins de la moitié des oocystes est détruite 4 67,5°C pendant 1 minute). Par
contre, une température de 64,2°C pendant 2 minutes, ou bien une température de 72,4°C pendant 1
minute tue 100 % des oocystes.

+ Dessiccation

Pour étudier I’effet de la dessiccation, ROBERTSON et al. (1992) ont placé une suspension en
oocystes de 50 pl sur lame de verre, qui est ensuite soumise a un air chaud (entre 18°C et 20°C).
Aprés seulement 2 heures, 3 % des oocystes sont toujours viables, mais au bout de 4 heures 100 %
des oocystes sont morts.

0~4.3 - Cinétique d’excrétion et présence dans I’environnement

La présence dans I’environnement de C. parvum est en partie liée a la cinétique d’excrétion. En
effet, plus cette cinétique est importante, plus la quantité libérée dans 1’environnement est grande.
Or, un malade atteint de cryptosporidiose excréte dans ses selles de 10® & 10" oocystes par jour
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pendant 12 jours en moyenne, avec des extrémes de 3 4 30 jours. Chez les animaux, la cinétique
d’excrétion est identique a celle décrite chez I’homme. On est donc en présence d’un réservoir im-

portant d’oocystes, structures résistantes susceptibles de contaminer I’environnement.

De fagon générale, on peut diviser en deux groupes les études qui indiquent la présence des
oocystes de C. parvum dans I’environnement :

« les études concernant directement la contamination des eaux naturelles,
« les études concernant la contamination des animaux domestiques, puisque les animaux
contaminés constituent une source d’oocystes qui sont libérés dans I’environnement.

a) Contamination des eaux naturelles

Il existe quelques études sur ce sujet (Tableau 0~VI).

Tableau 0~VI : Etudes sur la contamination des eaux naturelles par Cryptosporidium

Concentration
C . Taux Minimale | Moyenne | Maximale
Localisation Type d’eau d’échantilllons mel::la zn en
positifs oocystes/l | oocystes/l | oocystes/]
Amérique du nord Eaux brutes de 66 87 % (85) 0,07 2,70 484
[LECHEVALLIER et al., |stations de traitement
1991] d’eaux de surface
Washington (USA) 4 sites localisés sur 2 97 % (35) 0,15 5,8 63,5
[HANSEN & ONGERTH, |riviéres
1991]
Pays-Bas La Meuse (riviére) 11,5 % (52) 0,002 0,01 0,018
[KETELAARS et al.,
1995}
USA 199 sites d’eaux 12,5 % (463) 0,2 19 528
[HANCOCK et al., 1998] |souterraines
France Station de traitement nd * 0,2 2 32
[ROUQUET et al., 2000] |de Choisy-le-Roi sur
la Seine
France Station de traitement nd* 0,2 2 12
(ROUQUET et al., 2000) |de Neuilly-sur-Marne
sur la Marne

Irlande 5 sites d’eau de 40,6 % (69) 0,5 1,3 6
[SKERRETT & HOLLAND, | surface
2000}

1 : 1a valeur entre parenthése indique le nombre d’échantillons analysés

2 : non donné (nd)

De facon générale, les quantités d’oocystes trouvées sont faibles, mais pas nulles. ROSE (1997) a

retrouvé des oocystes de C. parvum & des concentrations de 0,001 a 107 oocystes par litre dans les
eaux de surface et de 0,004 a 0,922 oocyste par litre dans les eaux souterraines. Tous les types d’eau
peuvent donc étre contaminés, méme les eaux souterraines. BOUCHIER (1998) a rapporté neuf



contaminations suspectées des eaux souterraines par Cryptosporidium en Angleterre et aux Pays de
Galles entre 1990 et 1997.

Les quatre sites de I’étude de HANSEN & ONGERTH (1991) (Tableau 0~VI) sont dans des bassins
versants tres différents : zone foresticere & vocation récréative, forét de montagne, espace agricole et
forét de montagne protégée (toute activité humaine y est interdite). Les plus fortes concentrations
(10 a 60 oocystes par litre) ont été trouvées en aval de la zone agricole. Les plus faibles concentra-
tions (0,15 a 0,45 oocystes par litre) ont été détectées dans la zone protégée.

Les 199 sites d’eaux souterraines de 1’étude de HANCOCK et al. (1998) (Tableau 0~VI) réunissent
plusieurs type d’eaux souterraines (Tableau 0~VII).

Tableau 0~VII : Contamination des eaux souterraines par Cryptosporidium parvum
(d’aprés HANCOCK et al., 1998)

Type d’eaux Nombre total | Nombres de sites

souterraines de sites contaminés
Puits vertical 149 74,7 %)
Galerie d’infiltration 4 2 (50,0 %)
Résurgence 35 7 (20,0 %)
Puits horizontal 11 5 (45,5 %)

Dans leur étude, ROUQUET et al. (2000) (Tableau 0~VI) précisent que pour 60% des préléve-

ments, la concentration est inférieure a la limite de détection (1 oocyste/]) et seuls 2 échantillons ont
des concentrations supérieures a 5 oocystes/1.

Sur les cing sites suivis par SKERRETT & HOLLAND (2000) (Tableau 0~VI), un correspond a des
eaux brutes dans une station de traitement. Le maximum d’échantillons positifs a été trouvé sur ce
site, avec 69,2 % d’échantillons positifs et une concentration maximale de 6 oocystes/l.

b) Contamination des animaux domestiques

DIDELOT (1991), dans une enquéte aupres des laboratoires vétérinaires dans le département de la
Meurthe-et-Moselle sur la présence de C. parvum, a montré qu’environ 20 % des selles d’animaux
diarrhéiques contenaient des oocystes de C. parvum.

LEFAY et al. (2000) ont rapporté deux enquétes réalisées sur les infections par C. parvum de bo-
vins en France. La premiére a été réalisée au niveau régional dans 6 marchés aux bestiaux d’octobre
1995 a septembre 1996 (Tableau 0~VIII) et la seconde au niveau départemental dans des fermes par
les Laboratoires Départementaux Vétérinaires de novembre 1995 a mai 1996 (Tableau 0~IX). Ces
deux enquétes montrent une présence non négligeable des oocystes de C. parvum chez les bovins
sur I’ensemble des régions de I’étude, avec une distribution homogéne et une moyenne de 17,9 %
de cas positifs. Par contre, la distribution est différente au niveau des fermes, avec un maximum de
70,4 % dans le Cantal et un minimum de 17,9 % dans le Maine-et-Loire. En outre, la valeur
moyenne est plus importante, 43,4 % dt- cas positifs.
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Tableau 0~VIII : Cas d’infection de bovins par Cryptosporidium parvum par région
(d’aprés LEFAY et al. 2000)

Régions Nombre de | Nombre total de | Cas positifs
bovins positifs | bovins testés (%)
Aquitaine 45 220 20,5 %
Bretagne 32 240 13,3 %
Franche-Comté 60 237 25,3 %
Lorraine 43 235 18,3 %
Nord 33 218 15,1 %
Normandie 33 240 13,8 %
Pays de Loire 46 238 19,3 %
TOTAL 292 1628 17,9 %

Tableau 0~IX : Cas d’infection de bovins par Cryptosporidium parvum par département
(d’aprés LEFAY et al. 2000)

Départements Nombre de | Nombre total de | Cas positifs
bovins positifs | bovins testés (%)
Allier 14 38 36,8 %
Cantal 38 54 70,4 %
Creuse 46 98 46,9 %
Doubs 21 41 51,2 %
Ille-et-Vilaine 10 21 47,6 %
Maine-et-Loire 7 39 17,9 %
Manche 7 35 20,0 %
Pas-de-Calais 21 42 50,0 %
Sadne-et-Loire 15 22 68,2 %
Vendée 12 49 24,5 %
TOTAL 191 440 43,4 %

0~5 - CRYPTOSPORIDIUM PARVUM : KPIDEMIOLOGIE

En France, la recherche des oocystes de C. parvum n’est pas systématiquement réalisée.
Jusqu’en 1978, avant le développement de méthodes coprologiques®, le diagnostic de
cryptosporidiose intestinale était porté a I’examen biologique de biopsies intestinales. De plus, les
symptémes de la cryptosporidiose ressemblant & ceux d’une gastro-entérite, seule leur persistance
conduit a effectuer les analyses de détection des oocystes de C. parvum. On trouve, malgré tout,
quelques études francaises. Entre avril et mai 1987, durant une épidémie de gastro-entérite dans une
garderie d’enfant d’un hopital parisien, ’analyse des selles de 53 enfants 4gés de 18 & 36 mois a
révélé la présence d’oocystes de C. parvum chez 11 d’entre eux (21 %) [BRETAGNE et al., 1990).
VILLARD et al. (1992) ont déterminé la présence de C. parvum chez 235 enfants (133 de moins de 5
ans et 102 de 5 a 10 ans) a I’hdpital de Strasbourg (d’octobre 1989 a janvier 1990), soit une
incidence de la cryptosporidiose dans la population pédiatrique étudiée de 2,1 %, soit 5 enfants dont
deux 4gés de 5 mois, un de 1 an, un de 3 ans et le dernier de 7 ans.

Le mode de cbntamination le plus fréquent est 1ié & I’ingestion d’eau de boisson ou de baignade.
MINNIEFIELD (1997) estime que 43 millions des américains (i.e. : plus de 15 % de la population)
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boivent de 1’eau qui contient au moins & un moment de I’année des oocystes de C. parvum et que 60
000 a 1,5 millions d’américains (soit moins de 0,5 % de la population) sont victimes de la cryptos-
poridiose d’origine hydrique chaque année. D'autres modes de transmission plus marginaux ont été
décrits. En effet, quelques épidémies non directement reliées a 1’eau ont été rapportées. Deux €pi-
démies de cryptosporidiose ont été observées en 1996 aux Etats-Unis, liées & la consommation de
cidre non pasteurisé [Anonyme, 1997b]. En 1997 a ’h6pital de Spokane (Washington, USA), il a
été identifié des oocystes de C. parvum sur 8 des 10 selles analysées chez un groupe de personnes
ayant diné 10 jours auparavant dans un restaurant. Dans ce cas, la contamination était due a la nour-
riture [Anonyme, 1998a). En 1995, une épidémie de cryptosporidiose a touché 43 enfants et 4 enca-
drants aprés une semaine de vacances dans une ferme en Angleterre [EVANS & GARDNER, 1996].

De nombreuses épidémies d’origine hydrique liées a des activités récréatives ont également été
rapportées. Ces activités regroupent la fréquentation de piscines, de parcs d’attraction aquatique, de
lacs, de riviéres, ... KRAMMER et al. (1998) ont rapporté la premiére épidémie importante de cryp-
tosporidiose associée a des activités récréatives au niveau d’un lac du New-Jersey durant 1’été 1994.
Ils ont identifié¢ des oocystes de C. parvum chez 38 des 185 personnes surveillées. L’épidémie a
duré 4 semaines et a infecté un nombre estimé de 2 070 personnes. FAYER et al. (2000) ont dénom-
bré 29 épidémies de cryptosporidiose liées a des activités récréatives jusqu’en 1999, ayant, au total,
infecté un nombre estimé d’environ 10 180 personnes. Mais, la majorité des épidémies rapportées
est d’origine hydrique liée a ’eau de boisson. Le Tableau 0~X et le Tableau 0~XI récapitulent les
principales épidémies rapportées de 1985 & 1999.

Tableau 0~X : Principales épidémies de cryptosporidiose liées a la consommation d’eau
potable issues d’eaux souterraines

. e Traitement Origine de la Population
Année Localisation . . .
de ’eau contamination exposée / Infectée
1984 | Braun Station, Texas Chloration | Infiltration d’eaux usées 5900/ 47
(USA) (0,8 %)
[D’ ANTONIO et al., 1985]
1986 | Sheffield (GB) Chloration | Fortes pluies, glissement de ?7/104
[RUSH et al., 1987] terrain
1991 | Berks Country, ? Défaillances du traitement 77551
Pennsylvania (USA) des eaux d’un puits
[MOORE et al., 1993]
1992- | Warrington (GB) ? Forte pluie exceptionnelle, 7/44
1993 | [BRIGMAN et al., 1995] infiltration d’oocystes de
feces de bétail dans la nappe
1994 | Walla Walla Country, Chloration | Rupture d’une canalisation 227/116
Washington (USA) d’eaux usées (51 %)
[DWORKIN et al., 1996]
1996 | Ogose (Japon) ? Contamination d’eau ?/>9000
| [Anonyme, 1996a] souterraine non-filtrée
1997 | Nord de la Tamise (GB) | Filtration Contamination d’un forage ?/345
[Anonyme, 1997a]
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Tableau 0~XI : Principales épidémies de cryptosporidiose liées a la consommation d’eau
potable issues d’eaux de surface

Anné . Traitement de Origine de la Population
nnée Localisation .. . .
Peau contamination exposée / Infectée

1987 | Carrolton, Georgia (USA) | Floculation, Procédures défectueuses 64 900/ 12 960
[HAYES et al., 1989] filtration sur de floculation et de (20 %)

sable, chloration | nettoyage des filtres

1988 | Ayshire (GB) Filtration, Infiltrations d’eaux 24 000/27
[SMITH et al., 1989] chloration usées (0,1 %)

1989 | Swindon/Oxfordshire (GB) | Floculation, Fortes pluies, 741092/516
[RICHARDSON et al., 1991] | filtration, débordement de la (0,07 %)

chloration capacité de traitement (majorité d’enfants)
de la station (?)

1990 | Loch Lomond (GB) ? Défaillances du 71442
[BARER & WRIGHT, 1990] traitement des eaux du

I aal
1989 | Ile de Thanet (GB) Floculation, Fortes pluies, panne 177 300/ 65
1990 | [JOSEPH et al., 1991] filtration, mécanique dans la (0,04 %)(1989)
chloration station de traitement 177300 /77
(0,04 %)(1990)

1991 | Sud de Londres (GB) ? Aucune défaillance du ?7/44

[MAGUIRE et al., 1995] systeme de traitement
n’a été observée

1992 | Jackson Country, Oregon Filtration Défaillances du ?7/15000
(USA) traitement
[LELAND et al., 1993]

1992 | Bradfort (GB) ? Fortes pluies ?/125
[ATHERTON et al., 1995]

1993 | Milwaukee, Wisconsin Floculation, Contamination du lac 1 610 000/ 403 000
(USA) filtration sur Michigan : fortes pluies, (25 %)
[MACKENZIE et al., 1994] | sable, chloration | fonte des neiges, eaux (104 morts)

usées, bétail (?)

1994 | Las Vegas, Nevada (USA) | Floculation, Aucune défaillance du ?/100
[ROEFER et al., 1996] filtration, systeme de traitement (19 morts)

chloration n’a été observée

1994 | Kanagawa (Japon) ? Défaillance accidentelle ?/461
[KUROKI et al., 1996] du systeme de drainage

_ des eaux usées

1995 | Nord de I'Italie ? Contamination des 71294
[Anonyme, 1998b] réservoirs d’eau

tolalaa

1996 | Kelowna, Colombie- ? Contamination de ’eau ?/~14500
Britannique (Canada) non-filtrée d’un lac
[Anonyme, 1996b]

1996 | Cranbrook, Colombie- ? Contamination de ’eau ?/~9000
Britannique (Canada) non-filtrée d’un
[Anonyme, 1996¢] réservoir

1999 | Nord-Est de I’ Angleterre ? Contamination d’eau de ?/~360

(GB)
[Anonyme, 1999]

surface non-filtrée

el
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La population infectée lors des épidémies de Milwaukee et de Las Vegas est égale a 403 000 et
100 personnes respectivement. En effet la concentration en oocystes était plus importante lors de
I’épidémie de Milwaukee et, plus la concentration est importante, plus le pourcentage de population
infectée est élevé. Pourtant, le taux de mortalité des personnes infectées a été plus important a Las
Vegas avec 19 %, pour seulement 0,025 % lors de 1’épidémie de Milwaukee. Or, du fait de la faible
concentration en oocystes, c’est essentiellement la population la plus sensible (i.e., les individus
immunodéprimés) qui a développé la maladie lors de 1’épidémie de Las Vegas, avec donc un risque
de mortalité plus important. En effet, ROSE (1997) a montré que I’épidémie provoquée par C.
parvum & Las Vegas a entrainé une mortalité chez les personnes immunodéprimées infectées
équivalente a celle de Milwaukee, égale & 68 % et 52 % respectivement.

Sur ’ensemble des épidémies recensées (Tableau 0~X et Tableau 0~XI), sept ont été associés a
une défaillance du traitement des eaux. Ceci met en évidence que la potabilité de I’eau ne peut pas
étre assurée en permanence par des techniques de désinfection, mémes si celles-ci sont efficaces. En
effet, une défaillance accidentelle est toujours possible, malgré les sécurités qui peuvent exister. Il
est donc d’autant plus important de se placer en amont et de protéger la ressource en eau de toute
contamination, ce qui est I’objectif des périmétres de protection.

En outre, la source en oocystes responsable de la contamination des eaux a été¢ déterminée pour
cing épidémies (3 lies aux eaux souterraines et 2 liées aux eaux de surface) et pour quatre d’entres-
elles, la source provenait d’eaux usées. Cette observation corrobore celle sur les génotypes
(§ 0~3.1), a savoir que la majorité des infections humaines libére des oocystes de génotype 1, stric-
tement humain [WIDMER et al., 1998 ; MCLAUCHLIN et al., 2000]. Mais elle montre aussi
I’importance d’une délimitation correcte des périmétres de protection afin de minimiser les risques

de contamination par des oocystes de C. parvum et donc de protéger de fagon optimale la ressource
en eau.

0~6 -DE LA PROTECTION DES RESSOURCES EN EAU AUX ESSAIS EN
LABORATOIRE

11 apparait donc que pour protéger au mieux les ressources en eau, il est fondamental de délimiter
correctement les périmétres de protection. Par conséquent, il est donc important de déterminer les
caractéristiques du transport des oocystes de C. parvum dans les aquiféres. On trouve différents
essais correspondants a cet objectif dans la littérature.

La démarche logique consisterait & déterminer ces caractéristiques in situ, afin de se placer dans
les conditions réelles. Il est cependant difficilement envisageable d’injecter des oocystes viables
dans les aquiféres. Il est par contre possible de les injecter morts. WALKER & MONTEMAGNO (1999)
ont, cependant, montré que, concernant I’adsorption, les oocystes morts ne se comportent pas
comme les oocystes viables. Une seconde solution est de remplacer les oocystes par d’autres
particules.

9.22 i
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GOLLNITZ et al. (1997) ont réalisé une étude hydrogéologique locale sur un champ captant en se
focalisant sur son pouvoir de filtration. Au vu de leurs similitudes géométriques (forme, taille, ...),
ils ont choisi d’assimiler le comportement des oocystes de C. parvum a celui de certaines algues
unicellulaires. Ils ont alors déterminé le pouvoir filtrant de ’aquifére en comparant la concentration
de ces algues dans I’eau de surface et dans le captage. Ils ont alors conclu sur le traitement a
appliquer a I’eau issue de cet aquifére, en fonction de I’importance du pouvoir filtrant ainsi
déterminé. Leurs conclusions nous semblent néanmoins discutables, étant donné que ces algues ne
peuvent pas avoir les mémes caractéristiques que les oocystes, notamment en ce qui concerne le
pouvoir de déformabilité ou la charge de surface qui régie la répulsion électrostatique.

HARVEY et al. (1995) ont injecté au niveau d’un puits d’un champ captant des protozoaires
flagellés et des microspheres carboxylées de tailles similaires. Ils ont conclu qu’il y avait des
similitudes sur le comportement en terme de transport entre les flagellés et les microsphéres. Ils ont
alors supposé que I’utilisation de microsphéres carboxylées est pertinente pour 1’étude du transport
de kystes de protozoaires, puisqu’ils ne présentent pas de mobilité propre. Cependant, MINNIEFIELD
(1997) a comparé le comportement, lors d’essais en colonne, d’oocystes et de microspheres
(chargées ou non chargées). Les microspheres chargées présentaient des caractéristiques assez
similaires aux oocystes (hydrophobicité, potentiel de membrane). Ces essais en colonne (14 cm de
longueur et 5 cm de diameétre), réalisés avec différents sables aux granulométries proches de 1 mm,
ont montré que les microsphéres ont le méme comportement que les oocystes dans un milieu
homogene tel qu’un sable siliceux. Mais, dés que 1’essai est réalisé avec des sables hétérogenes tant
sur leur nature que sur leur granulométrie, les résultats sont moins probants. Il a avancé I’hypothése
de propriétés de surface extracellulaires des oocystes qui favorisent la rétention des oocystes en
milieux riches en minéraux.

Un aquifére étant hétérogéne, aussi bien au niveau de la lithologie® que de la granulométrie,
I'utilisation de microspheéres pour étudier le comportement des oocystes in sifu ne semble pas, par
conséquent, pertinente. On peut de méme critiquer ’assimilation du comportement des oocystes de
C. parvum & d’autres micro-organismes non pathogénes, les caractéristiques de ces derniers pouvant
étre similaires a celles des oocystes, mais pas identiques.

Il semble donc préférable de déterminer les caractéristiques du transport des oocystes de C. par-
vum 4 1’aide d’essais en laboratoire. Bien que les résultats obtenus ne puissent pas étre identiques a
ceux in situ du fait des problémes d’échelle, ils permettent néanmoins de comprendre, ou au moins
de qualifier, les phénomenes du transport. Ainsi, WALKER & STEDINGER (1999) ont réalisé un mo-
déle spécifique aux eaux de surfaces sur le bassin versant d’un réservoir en eau potable, en se basant
sur des résultats d’essais en laboratoire concernant par exemple la lixiviation des feces, la dégrada-
tion naturelle des oocystes, ...De plus, un autre avantage des études en laboratoire est qu’elles per-
mettent de reproduire des situations exceptionnelles. En effet, il apparait parmi les épidémies recen-
sées au paragraphe précédent (§ 0~5, Tableau 0~X et Tableau 0~XTI), que six épidémies sont liées a
de fortes pluies, donc a des conditions particuliéres d’écoulement des eaux. Ces conditions peuvent
étre simulées avec un modéle comme celui de WALKER & STEDINGER (1999) en particulier.
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Dans la bibliographie, des essais divers et variés sont proposés pour ’étude du transport des
micro-organismes dans les milieux poreux. Cependant, la plupart concernent les bactéries ou les
virus et peu se sont intéressés aux protozoaires. Il convient donc de faire un choix sur le type
d’essais & mener, en fonction notamment des objectifs fixés, en s’appuyant sur les travaux déja
réalisés sur le transport des oocystes de C. parvum.

MAWDSLEY et al. (1996a) ont réalisé une étude sur le transport vertical des oocystes de C.
parvum au sein de trois types de sol (un sol sableux, un sol limoneux et un sol argileux) en utilisant
un simulateur de pluie. Les échantillons utilisés sont des cylindres (35 cm de long et 15 cm de
diamétre) de sol non remanié avec la végétation intacte. L’expérience a duré 21 jours apres
I’inoculation de 10% oocystes & la surface des cylindres. Des oocystes sont détectés, bien qu’en
faible quantité, dans la solution en bout de cylindre avec des sols argileux et limoneux, mais pas
avec un sol sableux. L’hypothése avancée est la présence de macropores dans les sols argileux et
limoneux favorisant ’écoulement de la suspension en oocystes & travers le milieu. A la fin de
Pessai, les cylindres ont été détruits pour établir la localisation des oocystes. La distribution des
oocystes retrouvés dans les colonnes est similaire dans les trois cylindres. La majorité (environ
73 %) est située dans les deux premiers centimétres, puis la quantité décroit lorsque la profondeur
augmente : environ 13 % a 10 cm de profondeur, environ 8, % & 20 cm de profondeur et environ
5% a 30 cm de profondeur. Néanmoins, ils retrouvent 3 a 9 fois plus d’oocystes dans le sol
limoneux. Les hypothéses alors avancées sont une destruction possible des oocystes au sein des sols
grice 4 des mécanismes de prédation ou de dégradation, ou a une différence de pouvoir
d’adsorption (les limons sembleraient adsorber plus).

ALBRECHT (1996) a réalisé des essais sur des blocs de sols (180 cm de haut, 175 cm de longueur
et 80 cm de largeur) avec un simulateur de pluie. Deux types de sols ont été utilisés : un sol limono-
argileux et un sol contenant du sable fin. Plus la percolation d’eau a été élevée, plus les oocystes se
sont infiltrés. I1 a trouvé que 100 fois plus d’oocystes étaient retenus dans la colonne sableuse que
dans la colonne limono-argileuse. Dans ce cas aussi I’hypothése avancée est celle de la présence de
macropores (en ’occurrence des galeries de lombrics). Il a également réalisé ses essais avec le sol
sableux remanié, a savoir pulvérisé et recompacté. Il a récupéré en bout de colonne 26 % d'oocystes
en plus que dans le cas de la colonne de sol sableux intact.

MAWDSLEY et al.(1996b) ont aussi étudié le comportement de C. parvum dans des conditions
dynamiques bi-dimensionnelles a 1’aide d’une table vibrante. Les essais ont été effectués sur trois
blocs de sol (80 cm de long, 56 cm de large et 20 cm de profondeur) avec la végétation intacte et
inclinés 4 7,5 %. La composition du sol est la suivante : 12,3 % de sable, 54,5 % de limon et 33,2 %
d'argile. Is ont inoculé 5 x 10° oocystes sur le coté le plus élevé, puis ils ont simulé une irrigation
pendant 70 jours. Les oocystes ont été recherchés dans les eaux de ruissellement, de percolation et
dans les sols. Des oocystes ont été trouvés dans les eaux de ruissellement pendant au moins 21 jours
et dans un cas aprés 70 jours. De méme, des oocystes ont été retrouvés dans les eaux de percolation
pendant les 70 jours de ’expérience sur les trois blocs, avec des valeurs moyennes d’environ
8 x 10° oocystes le premier jour jusqu’a environ 2 x 10* oocystes a la fin de I’expérience. L’essai
terminé, les blocs ont été détruits pour établir la localisation des oocystes. La majorité est située
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dans les six premiers centimétres de profondeur. Aucun oocyste n’a été retrouvé dans le sol au-dela
d'une distance de 70 cm par rapport au point d'inoculation.

MINNIEFIELD (1997) a effectué des essais en colonne (14 cm de longueur et 5 cm de diamétre)
avec des vitesses d’écoulement différentes et avec deux types de sols sableux dont la granulométrie
est comprise entre 0,5 et 0,71 mm : un sable composé de quartz (sable Illinois) et des sédiments
composés d'un mélange de minéraux (sable Kildare). Il a utilisé ces derniers sous deux formes :
traité (i.e.: dont on a supprimé les oxydes de fer et la matiére organique) et non traité. Il a trouvé
que le taux de récupération des oocystes en bout de colonne était plus important avec le sable
Kildare traité qu’avec ce méme sable non traité (respectivement 8 % et 2 % pour une vitesse de
37,7 m/j). Cependant, la majorit€¢ des oocystes était retenue dans la colonne dans les deux cas. Ce
résultat montre I’importance des sites potentiels de fixation, le sable non-traité retenant davantage
d’oocystes. 1l n’a obtenu qu’une trés faible rétention (il a retrouvé plus de 80% en sortie de colonne
avec une vitesse de 8 m/j) avec le sable siliceux de I’Illinois. Ce résultat montre 1’importance de la
présence de minéraux, puisque la rétention dans le sable Kildare, riche en minéraux, est plus
importante que dans le sable Illinois, composé de quartz. En outre, il a constaté une baisse de la
rétention quand la vitesse d’écoulement augmente.

A la vue de ces études, il apparait préférable de travailler avec des sols remaniés. En effet,
I'interprétation des résultats obtenus avec des sols non remaniés est trés délicate, notamment a
cause de la méconnaissance de la structure du sol. Ainsi, dans les essais réalisés par MAWDSLEY et
al. (1996a) et ALBRECHT (1996), les oocystes sont davantage retenus dans des sols sableux que dans
des sols argileux, alors que les sables sont beaucoup plus perméables que les argiles. Cette
contradiction a été expliquée dans ces études par la présence supposée de macropores, dues, par
exemple, a des galeries de lombrics.

Avec des sols remaniés, 1’étude de la percolation avec un simulateur de pluie ou du ruissellement
sur une table vibrante ne semble pas pertinente. En effet, les mécanismes d’infiltration dépendent
fortement de la structure des sols. Par conséquent, nous avons choisi d’étudier le transport des oo-
cystes en milieu poreux saturé, ce qui correspond a 1’étude du transport dans les eaux souterraines.
On se place alors dans la situation ou les oocystes sont déja présents dans les aquiféres, en excluant
la recherche des mécanismes de leur infiltration & travers les sols. Cette position est vraisemblable
puisque des études ont montré la présence d’oocystes dans les eaux souterraines (§ 0~4.3a). Dans ce

cas, I’essai qui semble le plus adapté a I’étude du transport dans un milieu poreux remanié et saturé
est I’essai en colonne.

Cependant, ce type d’essai ne permet pas de différencier les différents phénomenes de rétention,
notamment les effets de ’adsorption et de la filtration. C’est pourquoi il nous a semblé pertinent de
réaliser préalablement aux essais en colonne une étude spécifique des mécanismes de 1’adsorption
des oocystes. Cette recherche peut étre réalisée avec des essais en réacteurs fermés, type essai batch,

i.e.: en condition statique. C’est ce type d’essai que MEDEMA et al. (1998) ont utilisé pour adsorber
les oocystes de C. parvum (§ 2~2.1).
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Notre recherche des phénoménes de transport des oocystes de C. parvum se déroulera donc en
deux phases : ’étude des mécanismes d’adsorption en condition statique avec des essais batch, puis
1’étude des processus généraux du transport en condition dynamique dans un milieu poreux remanié
et saturé avec des essais en colonne. Ces derniers bénéficieront alors des résultats des essais batch
afin de différencier, éventuellement, les phénoménes de rétention.

0~7 - CONCLUSION

C. parvum, parasite trés résistant, a faible dose minimale infectante et qui présente une forte
cinétique d’excrétion, induit chez ’homme la cryptosporidiose, pathologie & pronostic sombre
lorsqu'elle se développe chez des personnes immunodéprimées. Ce parasite est couramment présent
dans les eaux de surface. Par infiltration dans les nappes et/ou par les fréquents échanges entre les
nappes et les rivieres, il se retrouve aussi dans les eaux souterraines. Les épidémies de
cryptosporidiose montrent que leur origine est le plus souvent liées a la contamination de la
ressource en eau potable. En outre, face aux exigences de Santé Publique, il ne doit y avoir aucun
micro-organisme pathogéne dans I’eau de consommation humaine. Concernant les oocystes de C.
parvum, cet impératif ne peut pas étre assuré par des techniques de traitements des eaux, celles-ci
n’étant pas efficaces et, de toute fagon, sujettes a la défaillance accidentelle. Il est donc important de
se placer en amont et de protéger la ressource en eau. En France, la législation impose la
délimitation de périmetres de protection autour des ressources en eau potable afin d’interdire toute
contamination. Or, la difficulté¢ majeure est de déterminer correctement ces périmétres, i.e. : de les
dimensionner de fagon & minimiser les risques de détérioration de la ressource sans surestimer les
colts. Il est donc important de comprendre les phénoménes de transport de ce micro-organisme
dans les aquiferes, ce qu’il est préférable de faire au laboratoire, étant donné, en particulier, son
caractére pathogene. Ainsi, la premiére tiche consiste en la mise au point des techniques qui
emploient les suspensions en oocystes afin qu’elles soient en accord avec les impératifs de notre
étude, notamment titrer avec une précision convenable les suspensions en oocystes.
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RESUME

Les oocystes de C. parvum étant contenus dans les féces, il importe donc de les isoler des autres
substances, afin de limiter les interférences possibles lors des essais en laboratoire : ¢’est I’étape de
purification. L’autre étape importante est celle de la détermination des concentrations des
suspensions en oocystes, qui doit étre adaptée a nos besoins, notamment en terme de précision :
c’est I’étape de titrage. Concernant la purification, les féces, conservées dans une solution de
bichromate de potassium, sont envoyées par I'INRA de Tours au laboratoire de Bactériologie-
Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Nancy qui réalise la purification. La technique que nous
avons choisie est celle dite de « gradient / flottation ». Parmi les protocoles disponibles, nous en
avons sélectionné un simple & mettre en ceuvre et qui présente une efficacité convenable.
Concernant le titrage, en fonction des impératifs de notre étude, cette technique doit principalement
étre précise et simple d’utilisation. Nous avons alors modifié le protocole -classique
d’immunofluorescence, afin qu’il corresponde a nos exigences. Nous avons pu ainsi mettre en
évidence une grande reproductibilit¢ des numérations, ainsi qu’un rendement important et la
robustesse de notre protocole d’immunofluorescence.

C'est avec la logique que nous prouvons
et avec l'intuition que nous trouvons.
Henri POINCARE (1854-1912),
mathématicien frangais.
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1~1 - INTRODUCTION

La réalisation d’essais en laboratoire, pour 1’étude du transport des oocystes de C. parvum au
sein d’un milieu poreux saturé, exige le choix judicieux des techniques expérimentales durant
lesquelles les suspensions en oocystes sont utilisées. En effet, ces techniques doivent étre en accord
avec les impératifs de ce type d’étude. Les suspensions en oocystes sont employées uniquement lors
des dilutions, des concentrations, des purifications et des titrages. Concernant les dilutions et les
concentrations, il n’y a pas de choix particulier a faire; elles exigent seulement [’utilisation
convenable d’appareils pour mesurer précisément les volumes (e.g. : micropipettes, fioles jaugées,
...), pour homogénéiser les solutions (e.g. : agitateur secoueur de type Vortex, table a agitation
rotative, ...) et pour centrifuger. Par contre, il y a un choix a faire concernant la purification, dont
dépend la turbidité de la suspension en oocystes, donc les interférences possibles lors des essais en
laboratoire. En effet, certains éléments pourraient modifier le comportement des oocystes au sein du
milieu poreux. Le choix le plus capital concerne la technique de titrage des suspensions en oocystes.
Les résultats des essais en laboratoire ne sont rien d’autre que les titrages des échantillons prélevés
et c’est donc a partir des résultats de ces titrages que les essais seront interprétés. Par conséquent,

les conclusions de notre étude dépendant étroitement de la technique de titrage, cette derniére doit
étre judicieusement choisie.

1~2 - TECHNIQUE DE PURIFICATION DES FECES

Le but de la purification est d’obtenir & partir de féces une suspension enrichie en oocystes. Il
existe plusieurs techniques de purification (e.g. : la séparation immunomagnétique).La plus adaptée
a partir d’échantillons de féces est la technique de « gradient / flottation ».

1~2.1 - Obtention des féces

Les féces contenant des oocystes de C. parvum proviennent de veaux nouveau-nés qui sont
artificiellement contaminés via I’administration d’oocystes avec le lait. La souche d’oocystes
utilisée pour cette contamination artificielle a été récupérée a partir de selles humaines (en 1982) et
est régulierement entretenue par des passages successifs sur des jeunes veaux. Les féces sont
ensuite diluées avec de I’eau désionisée et homogénéisées, puis tamisées plusieurs fois afin
d’éliminer toutes les particules ayant un diameétre supérieur a 125 pm. La suspension alors obtenue
est centrifugée et le culot est remis en suspension dans une solution a 2,5 % de bichromate de
potassium, ce dernier servant d’oxydant. Toutes ces €tapes sont réalisées a I’INRA de Tours.

1~2.2 - Protocole de « gradient / flottation » utilisé

C’est le laboratoire de Bactériologie-Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Nancy qui ré-
alise la purification. Parmi les protocoles de « gradient / flottation » disponibles appliqués aux oo-
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cystes de C. parvum, nous avons sélectionné celui décrit par WEBER et al. (1992) (Figure 1~1). I
s’avere, en effet, qu’il est simple a mettre en ceuvre et présente une efficacité convenable.

6 ml de formaldéhyde
al0%
+

3 ml d’acétate d’éthyle
4 ml de féces - acétate d’éthyle
conservées dans - gteau de débris
une solutionde - formaldéhyde
dichromate de - culot
potassium & 2,5% ‘
-~ 5 ml d’eau
J désionisée
eau désionisée - - ‘(
oocystes - Solution de NaCl
NaCl + culot - saturée

500 g pendant 5 minutes

Figure 1~1 : Technique de purification par gradient/flottation
(d’aprés WEBER et al., 1992)

La premiere étape du protocole de WEBER et al. (1992) consiste & séparer les différents compo-
sés en fonction de leurs caractéres hydrophiles et hydrophobes. Ainsi, dans un tube de 15 ml, on
réalise une solution contenant 4 ml de féces conservées dans une solution de bichromate de potas-
sium a 2,5 %, 6 ml de formaldéhyde & 10 % et 3 ml d’acétate d’éthyle. La solution est vortexée vi-
goureusement pendant 30 s, puis centrifugée & 500 g pendant 5 min. On obtient alors deux phases
(Figure 1~1) :

. dans la partie supérieure du tube, I’acétate d’éthyle avec les composés hydrophobes
formant un gateau de débris a la base de cette phase,

« dans la partie inférieure du tube, le formaldéhyde avec les composés hydrophiles formant
le culot.

Les oocytes étant présents dans le culot, les trois couches supérieures sont supprimées par
aspiration.

La deuxieme étape du protocole de WEBER ef al. (1992) consiste & isoler les oocystes avec une
flottation an NaCl. Ainsi, le culot est remis en suspension dans 5 ml d’eau désionisée, puis cette
suspension est déposée trés délicatement a la surface d’une solution de NaCl saturée (densité = 1,2).

~V=
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Enfin, la solution est centrifugée & 500 g pendant 10 minutes. On observe alors trois couches
(Figure 1~1) :

. ’eau désionisée avec des débris,

« ’interface avec les oocystes,

« le chlorure de sodium avec le culot.

Pour récupérer les oocystes, 4 ml du surnageant sont éliminés, puis un volume de 0,5 & 1 ml qui

correspond a I’interface est récupéré ainsi que 0,5 ml de la solution de NaCl (juste en dessous de
I’interface).

La troisi¢éme étape du protocole de WEBER ef al. (1992) consiste & laver les oocystes avec de
I’eau désionisée pour Eliminer le chlorure de sodium. Ainsi, la suspension précédemment
collectionnée dans un tube de 15 ml est lavée avec environ 13 ml d’eau désionisée puis centrifugée
a 500 g pendant 10 minutes. Les oocystes sont alors récupérés dans le culot.

1~3 - DEVELOPPEMENT DE LA TECHNIQUE DE TITRAGE DES SUSPENSIONS

Dans I’optique d’une modélisation, I’étude du transport de C. parvum nécessite la détermination
précise de la concentration en oocystes. En outre, la technique de mesure doit étre simple a utiliser
(méme par un non-microbiologiste).

1~3.1 - Choix de la technique de titrage

Les trois principales techniques de mesure sont I’immunofluorescence, la cytométrie en flux et la
PCR (Polymerase Chain Reaction) :

« L’immunofluorescence (IFA) consiste a fixer sur la paroi des oocystes des anticorps®
préalablement marqués. Le dénombrement se réalise ensuite par microscope optique.

« La cytométrie en flux permet la mesure en ligne d’une concentration. Les caractéristiques
de la cellule a rechercher sont préenregistrées. La solution a titrer passe devant un laser qui
décompte les particules au fur et & mesure [COMPAGNON et al. 1997 ; BENNETT et al.,
1999].

« La PCR utilise les connaissances du génie génétique. Cette méthode est basée sur la
détection de I’acide nucléique par des techniques d’hybridation et d’amplification
[JOHNSON et al., 1995].

Ces trois méthodes présentent des avantages et des inconvénients résumés dans le Tableau 1~1.

Concernant I'immunofluorescence, les deux critiques essentielles sont la longue durée de
I’analyse et la faible précision du titrage. Cependant, cette technique est celle préconisée par les
différentes normes [Environmental Protection Agency, 1995 ; AFNOR (NF T90-455), 2001]. En

outre, le temps d’analyse peut &tre réduit par I’utilisation d’un laser (ChemScan) ou d’un analyseur
d’images.
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Tableau 1~1 : Avantages et inconvénients des trois techniques de titrages de Cryptosporidium
parvum
(d’aprés VESEY et al., 1991 ; VESEY et al., 1993 ; JOHNSON ef al.,1995)

Coiit Durée | Précision Technicité Simplicité
: . Longue et L . (- s
Immunofluorescence | Economique 1abo§ieuse Peu précise | Matériel commun | Tres simple

Exige un trés bonne

définition des Simple dans

Cytométrie en flux | Trés onéreuse| Rapide Précise X sa mise en
parameétres de la
. ceuvre
cellule recherchée
Précise et Exige des
PCR Cher Rapide . compétences en Délicate
spécifique

génie génétique

Concernant la cytométrie en flux, I’étalonnage de I’appareil est délicat. Ainsi, une contamination
des eaux potables par C. parvum a été déclarée a Sydney en Australie en 1998 [CLANCY, 2001]. 11
s’est en fait avéré qu’il n’y avait pas de contamination, mais seulement une erreur d’étalonnage du
cytométre en flux. Le titrage avait donc pris en compte des particules qui n’étaient pas des oocystes
de C. parvum. 1l est d’ailleurs grandement recommandé de réaliser une confirmation visuelle par
IFA suite a un titrage par cytométrie en flux, afin de vérifier que les particules comptées sont bien
des oocystes de C. parvum.

Concernant la PCR, la PCR quantitative n’est pas encore parfaitement au point. En outre, elle est
excessivement délicate a mettre en ceuvre.

Par conséquent, la technique de mesures retenue est I’immunofluorescence car c’est celle qui
s’adapte le mieux aux exigences des expériences menées. Economique et simple d’utilisation,
I’'immunofluorescence a tout de méme pour défaut principal sa faible précision. C’est pourquoi,
notre objectif a ét¢ de développer un protocole d’immunofluorescence visant a améliorer la
précision du titrage pour des solutions dopées en oocystes.

1~3.2 - Description du protocole d’ immunofluorescence modifié

En se basant sur le protocole classique d’immunofluorescence, nous avons listé toutes les étapes
susceptibles d’avoir une influence sur la précision du titrage. Ensuite, nous avons cherché a amélio-
rer ces points afin d’augmenter la précision. La mise au point de ce protocole ainsi que son évalua-
tion (§ 1~3.3) ont été réalisées en collaboration avec le Laboratoire de Bactériologie - Parasitologie
de la Faculté de Pharmacie de Nancy [CHESNOT ef al., soumis].

a) Choix du matériel

Nous avons choisi d’utiliser des membranes de filtration associées a une filtration sous vide.

w3l
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entonnoir [

 support de fitre [

1 :ﬁéle A vide de |
ek lOOOml o
pompeéwde “

Figure 1~2 : Photo du matériel de I’unité de filtration sous-vide

Notre unité de filtration sous vide se compose de (Figure 1~2) :
« une fiole a vide de 1000 ml (Millipore Corp., Bedford, UK),
« un entonnoir et un support de filtre pour filtration sous-vide en verre fritté pour filtre de
diametre 26 mm (Millipore Corp., Bedford, UK),
« une pompe a vide Millivac (Millipore Corp., Bedford, UK),

Le choix des membranes de filtration est évidemment fondamental. La filtration est réalisée a
travers une membrane en polycarbonate de 0,8 pm de diametre de pore (Osmonics Inc., Minnesota,
USA) (Figure 1~3a). En effet, il a été observé que les oocystes de C. parvum possédent un haut
pouvoir de déformabilité (§ 0~3.3) : ils peuvent passer a travers des systémes de filtration frontale
de pores de 1 a 3 pm [DROzD, 1996]. De plus, afin d’éviter des fuites entre la membrane et le sup-
port en verre fritté, nous avons rajouté sous la membrane en polycarbonate une pré-membrane de
5 um de diametre de pore (Durapore® Millipore Corp., Bedford, UK) (Figure 1~3b).

g 7:?;\‘ ‘%’

Figure 1~3 : Aspect des membranes de filtration en ML.E.B.
a) Membrane en polycarbonate (0,8 pm)

b) Membrane en fluorure de polyvinyldéne (5,0 pm)
(Source : catalogue Fisher Scientific-LABOSI sur CD-ROM)

w32 «
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b) Marquage fluorescent

Le marquage fluorescent est réalisé en solution afin de permettre aux anticorps un acces
optimum aux sites de fixations sur toute la surface des oocystes (VESEY et al., 1994 ; SHYPHERD &
WYN-JONES, 1995).

Une solution d’anticorps monoclonaux® (Crypto-A-Glo, Waterborne Inc., New Otleans,
Louisiana, USA) marqués avec de I’isothiocyanate de fluoroscéine (FITC) est diluée au '/ (V/V)
avec une solution tampon (10 % NGS et 1 % BSA dans du PBS - “Phosphate-Buffered Saline”,
pH = 7.4). Aprés avoir bien vortexé 1’échantillon, un prélévement de 100 pl est effectué et mis dans
un microtube de 1,5 ml, auquel est ajouté 40 ul de la solution d’anticorps.

Comme tout processus biologique, le marquage par les anticorps sur les oocystes possede un op-
timum de rendement. Le marquage, en effet, semble plus efficace a la température de 37,0 °C,
comme nous avons pu le remarquer au cours de nos expériences. Quant au temps d’incubation, nous
avons observé qu’un temps de 30 minutes était suffisant et nécessaire pour marquer 1’ensemble des
oocystes (Tableau 1~II).

Tableau 1~11 : Importance du temps d’incubation a 37,0 °C

Temps Valeur mesurée CV* (%)
d’incubation en oocystes pour tll’:*é;rr::ll:llzo_r;go'z (‘)’z;*s’:‘ers
(min) 100 pl '
25 373 21 %
30 519 3%
45 477 3%
60 508 1%

* . coefficient de variation (écart type / moyenne)

Nous avons alors choisi d’incuber les microtubes pendant 35 minutes & 37,0 °C. Les anticorps,
spécifiques des oocystes de C. parvum, se fixent donc sur leur paroi, ce qui permettra leur recon-
naissance lors de 1’observation au microscope (Figure 1~4).

Anticorps marqué
avec FITC

Qocyste

Figure 1~4 : Marquage fluorescent (liaison anticorps — oocystes)

¢) Filtration et montage de la lame

La filtration de 1’échantillon est réalisée a ’aide du matériel décrit précédemment (§ 1~3.2a). La
pompe a vide est mise en route avant la mise en place des membranes, afin que la dépression dans
la fiole a vide aide au positionnement des membranes. Ceci évite en particulier de plisser les mem-
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branes. L’échantillon marqué, auquel est ajouté 860 pl de tampon HBSS (Hank’s balanced salts
solution, pH = 7,4) pour obtenir un volume de 1 ml, est filtré (Figure 1~5).

140 pL (oocystes + FITC)
860 uL (HBSS)
ringages HBSS

Filtre en polycarbonate
(0,8 um)

Pré-membrane
(5 um)

Aspiration du filtrat dans une
fiole grace a une pompe a vide

Figure 1~5 : Schéma de la filtration sous-vide

Apres la filtration de I’échantillon, ’entonnoir est rincé deux fois avec 5 ml de tampon HBSS
afin d’éliminer I’excés d’anticorps. En outre, la valeur du pH du tampon HBSS permet d’obtenir un
maximum de fluorescence. L’entonnoir est alors délicatement retiré en faisant pivot sur un bord et
en maintenant la dépression dans la fiole & vide. La membrane en polycarbonate est retirée et placée
sur une lame de montage. Une goutte de milieu de montage (35 pl) est mise au centre de la
membrane. Ce milieu de montage est composé de 2 % de 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO)
(AldrichChemical Co., Milwaukee, Wis.) dans du glycérol. La membrane est couverte par une
lamelle et les bords sont scellés avec un vernis transparent.

d) Comptage au microscope

L’ensemble de la lamelle est analysé au grossissement x400 avec un microscope équipé d’une
lampe au mercure et d’un filtre a FITC (longueur d’onde entre 450 et 490 nm). Les objets
sphériques ou ovoides, entre 4 et 6 pum de diamétre, émettant une lumiére fluorescente de couleur
vert pomme avec des bords beaucoup plus lumineux sont identifiés comme étant des oocystes de C.
parvum. Suite & nos premiers essais, nous avons choisi de compter trois lames différentes pour
chaque échantillon. Le résultat définitif est la moyenne des trois mesures.

C’est cette étape qui est la plus consommatrice en temps. De plus, seule la compétence de
I’observateur permet d’obtenir une précision lors de cette étape. En effet, ’observateur doit étre
capable de reconnaitre les oocystes et de les différencier d’éventuels détritus (algues, particules, ...)
marqués eux aussi (Figure 1~6).
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Oocyste typique Oocystes atypiques Agrégats Interférences, détritus

Source : photographies prises par T. CHESNOT (Laboratoire de Bactériologie - Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Nancy).

Figure 1~6 : Oocystes marqués par immunofluorescence

1~3.3 - Evaluation du protocole d’immunofluorescence modifié

Nous avons évalué trois points de notre protocole d’immunofluorescence :
o la reproductibilité des dénombrements,
« le rendement,
« la robustesse.

a) Reproductibilité des dénombrements

La reproductibilité des dénombrements a été¢ déterminée avec 10 énumérations réalisées pour 5
dilutions. Deux opérateurs ont préparé et compté indépendamment 5 lames pour chaque dilution
testée. Les 5 dénombrements de chaque opérateur ont été ensuite rassemblés pour former les
groupes de 10 dénombrements.

La précision des groupes de 10 dénombrements a été déterminée par le calcul du coefficient de
variation (CV), qui quantifie les dispersions autour de la moyenne [LINDQUIST ef al., 1999]. Le
coefficient de variation est calculé en divisant 1’écart type d’un groupe de dénombrements par leur
moyenne et est exprimé en pourcentage. La précision a aussi été estimée en calculant la différence
de chaque dénombrement par rapport a la valeur moyenne du groupe de 10 dénombrements, pour
chaque dilution. Afin d’obtenir une valeur sans dimension, qui pourra alors également étre
exprimée en pourcentage, la différence a été divisée par la valeur moyenne (divergence).

Nous avons tracé le coefficient de variation et la divergence par rapport a la valeur moyenne des
groupes de 10 dénombrements des 5 dilutions en fonction de la concentration moyenne (Figure
1~7). Nous avons ensuite tracé une enveloppe, déterminée selon un tracé symétrique basé sur la
valeur maximale de la divergence pour chaque série.

Les résultats obtenus montrent que pour des concentrations allant de 1 000 oocystes /ml a 10 000
oocystes /ml, les coefficients de variation vont de 5 % a 9 %. Le coefficient de variation est égal a

15 % pour une concentration de 400 oocystes/ml et a 27 % pour une concentration de 200 oocys-
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tes/ml. Ces valeurs de coefficients de variation sont cohérentes avec celles trouvées par
LECHEVALLIER et al. (1995) et COMPAGNON et al. (1997). LECHEVALLIER ef al. (1995) ont titré des
suspensions stock par immunofluorescence (55 analyses) et ils ont obtenu des valeurs de coeffi-
cients de variation allant de 3,0 % & 25 %, avec une moyenne de 15,5 %. COMPAGNON et al. (1997)
ont obtenu un coefficient de variation de 19 % pour des titrages réalisés par IFA.
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Figure 1~7 : Coefficient de variation et divergence par rapport a la moyenne des S groupes de

dénombrements en fonction de la concentration moyenne
(le CV est représenté par des cercles pleins rouges et la divergence par rapport & la moyenne par des croix)

BENNETT et al. (1999) ont comparé la variation inhérente aux techniques de titrage, en utilisant
le coefficient de variation comme outil de comparaison. Ils ont titré plusieurs suspensions en oocys-
tes purifiées avec des concentrations comprises entre 100 et 100 000 oocystes/ml. Ils ont titré tous
leurs échantillons 20 fois, en utilisant 5 techniques différentes : 1’hématocytométrie®, I’'IFA avec
des lames a puits, les cellules de comptage (contraste interférentiel de phase ou DIC®), une méthode
basée sur un compteur de cellule et la cytométrie en flux. Ils ont montré que le degré de précision de
chaque technique de titrage est lié a la concentration en oocystes de 1’échantillon dénombré. Plus la
concentration est petite, plus la divergence par rapport a la moyenne est importante et plus la valeur
du coefficient de variation est grande. Nos résultats sont en accords avec ceux de BENNETT et al.
(1999) (Figure 1~7).En outre, BENNETT et al. (1999) ont fixé le domaine d’application des techni-
ques de titrage comme ’intervalle de concentration permettant d’obtenir un coefficient de variation
inférieur 4 10 %. Cette limite de 10 % n’est pas atteinte pour PIFA dans leurs travaux et la limite
inférieure du domaine d’application est déterminée par extrapolation. Ils ont donc estimé qu’un
coefficient de variation de 10 % devrait étre atteint par IFA pour une concentration de 8 681 oocys-
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tes/ml. Bien que cette limite de 10 % soit fixée sans justification dans leurs travaux, nos résultats
montrent que cette limite est pertinente. En effet, pour un coefficient de variation égal ou inférieur a
10 %, la divergence par rapport & la moyenne n’excéde pas 20 % (Figure 1~7 : lignes horizontales
discontinues de droite), condition satisfaisant & un haut degré de précision. Si le coefficient de va-
riation excede 10 %, la divergence par rapport a la valeur moyenne augmente trés rapidement et les
dénombrements d’un méme échantillon sont moins précis.

Pour notre protocole, un coefficient de variation de 10 % (Figure 1~7 : ligne horizontale dis-
continue de gauche) est obtenu pour une concentration d’environ 800 oocystes/ml (Figure 1~7 :
ligne verticale discontinue), ce qui par conséquent constitue la limite inférieure du domaine
d’application de notre protocole. En outre, bien que théoriquement le coefficient de variation soit
toujours inférieur a 10 % si la concentration est supérieure a 800 oocystes/ml, nous avons pu nous
rendre compte que le nombre maximum d’oocystes qui peuvent étre visuellement comptés sur les
membranes est de 2 000 oocystes. Par conséquent, le domaine d’application du protocole
d’immunofluorescence que nous avons développé est compris entre 800 et 20 000 oocystes/ml.

b) Robustesse

Nous avons évalu€ la robustesse de notre protocole en comparant les résultats obtenus par deux
opérateurs de deux laboratoires différents. Pour chaque suspension diluée, nous avons tracé la
concentration moyenne déterminée avec les 5 dénombrements de premier opérateur, en fonction de
la concentration moyenne déterminée avec les 5 dénombrements de second opérateur (Figure 1~8).
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Figure 1~8 : Comparaison entre la concentration moyenne des groupes de S dénombrements

obtenus par les deux opérateurs
(les barres d’erreur représentent les écarts types des groupes de 5 dénombrements, celles horizontales pour le
premier opérateur et celles verticales pour le second)
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Les barres d’erreur représentent les écarts types des groupes de 5 dénombrements, celles hori-
zontales pour le premier opérateur et celles verticales pour le second. La premiére bissectrice a été
tracée afin de montrer la concordance entre les résultats des deux opérateurs. La premiére
bissectrice passe dans la zone définie par les barres d’erreur. Par conséquent, des résultats fortement
similaires ont été obtenus par les deux opérateurs, travaillant dans deux laboratoires différents, ce
qui traduit la robustesse du protocole d’immunofluorescence que nous avons modifié.

¢) Rendement

Le rendement a été déterminé a partir du titrage de 12 suspensions en oocystes calibrées (échan-
tillons EasySeed). Les échantillons EasySeed (Biotechnology Frontiers Pty Ltd, Australia) contien-
nent 99 oocystes dans 0,5 ml de solution, avec un écart type indiqué égal a 1,4. Pour le marquage
des échantillons EasySeed, nous avons ajouté 200 ul de la dilution de travail en anticorps, afin de
maintenir la méme proportion utilisée pour les dilutions en oocystes (40% V/V). Le rendement est
défini par le rapport des dénombrements obtenus avec notre protocole d’immunofluorescence sur le
nombre fourni avec les échantillons EasySeed. Le rendement moyen a été trouvé égal a 96,3 %,

avec une énumération minimale de 88 oocystes, une maximale de 100 oocystes et un coefficient de
variation de 3,5 % (Tableau 1~I1II).

Tableau 1~III : Résultats des dénombrements des 12 échantillons EasySeed

; |
Dénombrement |, | o1 | o3 | 96 | 95 [ 96 | 97 | 88 | 97 | 95 | 99 | 97
(oocystes)
Rendement
% 101192193197 96| 97| 98|89 | 98|96 |100] 98

La haute performance (96,3 %, nombre d’échantillons = 12) et la stabilité (CV = 3,5 %) dans les
expériences de rendement montrent que les pertes en oocystes sont trés faibles. Le nombre
d’oocystes comptés avec notre protocole d’immunofluorescence est donc fiable, i.e. : trés proche de
la concentration réelle en oocystes de la suspension testée. Cependant, bien que le nombre
d’oocystes comptés soit proche de la valeur de référence, il faut garder a I’esprit que le titrage n’est
pas forcément exact du fait de I’inégale répartition des oocystes a I’intérieur des suspensions
[BUKHARI & SMITH, 1995 ; DROZD & SCHWARTZBROD, 1996].

d) « Extension » du domaine d’applicatidn

Si, aprés un premier titrage, la concentration en oocystes est en dehors du domaine d’application
de notre protocole, une dilution ou une concentration par centrifugation peut étre réalisée afin
d’obtenir une concentration en oocystes a I’intérieur de ce domaine. Les dénombrements d’un
méme échantillon pourront alors étre obtenus avec un haut degré de précision. Cependant, un
questionnement se justifie sur les éventuelles influences de ces opérations sur la précision du
protocole d’immunofluorescence que nous avons développé.
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o Effet de la concentration par centrifugation

La principale limite pour la concentration par centrifugation est le volume initial de la suspen-
sion, qui doit étre suffisant pour atteindre une concentration en oocystes a I’intérieur du domaine
d’application. Nous avons évalué I’effet sur le titrage de la concentration par centrifugation. Des
échantillons de 0,5 ml de la suspension en oocystes la plus diluée ont été centrifugés a 3000 g
pendant 10 minutes. Le surnageant a été retiré (400 pl) et le culot a été remis en suspension dans les
100 pl restants, puis marqué. Ceci correspond donc a une concentration par un facteur de 5.Les di-
vergences des dénombrements par rapport a la valeur moyenne ont été trouvées inférieures a 20 %
aprés la concentration par centrifugation, alors que les résultats de la suspension en oocystes la plus
diluée avaient montré des divergences atteignant les 40 %. Le coefficient de variation décroit éga-
lement, de 27 % sans centrifugation a 10 % avec centrifugation. Ces résultats montrent, par consé-
quent, qu’une concentration par centrifugation d’une suspension permet d’obtenir une concentration
en oocystes a l'intérieur du domaine d’application, augmentant alors significativement la précision
des dénombrements de la suspension sans effet secondaire négatif. Il est donc possible d’obtenir

avec un haut degré de précision les dénombrements d’un échantillon ayant une faible concentration
en oocystes.

o Effet de la dilution

Pour étudier I’effet de la dilution sur la précision des dénombrements d’une suspension, nous
avons estimé le nombre d’oocystes présents dans la méme suspension stock en oocystes a partir des
concentrations moyennes de 5 suspensions obtenues par dilution de cette méme suspension stock.
L’estimation de la concentration de la suspension stock initiale a été tracée en fonction de la
concentration moyenne des dénombrements des suspensions diluées (Figure 1~9). Les facteurs de
dilution correspondants ont également été indiqués en abscisse. Le degré d’exactitude de la concen-
tration estimée de la suspension stock initiale est donné par ’intervalle de confiance de 99 % dé-
terminé avec les groupes de 10 dénombrements et représenté par des barres d’erreur. La variabilité
des 5 titrages obtenus est déterminée par le calcul du coefficient de variation qui est tracé sur le
méme graphique (Figure 1~9).

11 apparait que le coefficient de variation dépend du facteur de dilution. Pour plusieurs dilutions
réalisées a partir d’une méme suspension stock en oocystes, plus le facteur de dilution appliqué est
important, plus le coefficient de variation des dénombrements augmente, ce qui implique une
diminution de la précision. Cependant, si les dilutions sont réalisées afin d’obtenir des
concentrations en oocystes a I’intérieur du domaine d’application du protocole, alors les titrages
sont obtenus avec des coefficients de variation inférieurs a 10 %. Par conséquent, la dilution de la
suspension stock peut étre utilisée pour permettre de réaliser les titrages a 1’intérieur de 1’intervalle
de concentrations le plus approprié, assurant un haut niveau de reproductibilité.

En outre, nous avons obtenu des estimations similaires de la concentration de la suspension stock
initiale, 4 partir des cing groupes de 10 dénombrements. Les valeurs sont comprises entre 4,07 x 10°
et 4,36 x 10° oocystes/ml. Par conséquent, I’erreur due a I’inégale répartition des oocystes a
I'intérieur des suspensions peut étre palliée par un nombre conséquent d’énumérations (phénomeéne
statistique). L’augmentation du nombre de dénombrements induit une estimation exacte de la
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concentration en oocystes. En outre, plus la précision est importante, plus I’intervalle de confiance
est faible. Donc, pour un méme nombre de dénombrements, I’intervalle de confiance décroit quand
la précision augmente. Par conséquent, le titrage est plus proche de la valeur réelle pour une suspen-
sion en oocystes dont la concentration est a I’intérieur du domaine d’application de notre protocole.

Facteur de dilution
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Figure 1~9 : Concentration de la suspension stock initiale et coefficient de variation en

fonction de la concentration moyenne des suspensions diluées et du facteur de dilution
(la concentration de la suspension stock initiale est représentée par des cercles vides et le CV par des cercles pleins,

et les barres d’erreur indiquent ’intervalle de confiance de 99 %)

1~4- CONCLUSION

Le protocole d’immunofluorescence que nous avons développé permet donc le titrage précis de
suspensions purifiées en oocystes. Il est relativement simple & mettre en ceuvre, robuste, et possede
un rendement important, le seul inconvénient de la méthode reste que le titrage est long. L’étude
proprement dite du transport des oocystes de C. parvum peut alors débuter. Il est intéressant
d’étudier d’abord uniquement ’adsorption des oocystes sur des minéraux avec des essais batch,
ie.: en conditions statiques. Ainsi, la séparation des phénomeénes permettra une meilleure
interprétation des résultats. Avant de réaliser ces essais, il faut choisir convenablement les minéraux

sur lesquels seront étudier ’adsorption des oocystes de C. parvum et définir le protocole
expérimental des essais batch.
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, ESSAIS BATCH :
ETUDE DE L’ADSORPTION

RESUME

La réalisation des essais pour 1’étude de 1’adsorption des oocystes de C. parvum exige tout
d’abord le choix du milieu poreux, puis la mise au point d’un protocole expérimental. Les substrats
utilisés correspondent a ’ensemble des principaux minéraux (silice, calcite, feldspath, mica), ainsi
que les principaux types d’argiles (kaolinite, illite et montmorillonite) et un minerai d’aluminium, la
bauxite. Le protocole expérimental utilisé pour 1’étude de I’adsorption des oocystes est celui des
essais batch : une suspension en oocystes est mise dans un tube contenant un milieu poreux, puis ce
tube est agité par retournement. L’évolution de la quantité d’oocystes adsorbés sur le substrat en
fonction du temps est suivie. Aprés avoir déterminé le volume de suspension en oocystes introduit
et sa concentration, la masse de sable et la vitesse de rotation, des essais batch ont été réalisés avec
les différents substrats. Le titrage des échantillons des premiers essais a révélé que le protocole
d’immunofluorescence classiquement employé ne permettait pas d’obtenir des résultats adaptés a
nos besoins (en terme de précision). Ainsi, au fur et @ mesure de la poursuite des essais batch, le
protocole d’immunofluorescence a ét¢ modifié, en s’appuyant sur les titrages obtenus. Nous avons
donc été obligés de mener plusieurs fois les essais batch, afin de comparer les résultats obtenus
avant et aprés des modifications du protocole d’immunofluorescence présenté dans le chapitre
précédent. Il résulte de I’ensemble des essais qu’aucun mécanisme d’adsorption n’a pu étre mis en
évidence, quelle que soit la matrice solide utilisée (silice, calcite, feldspath, mica, kaolinite, illite,
montmorillonite et alumine).

Laboratoire. Méme quand on ne trouve rien,
on renifle Fodeur de la vérité qui se cache.
Jean ROSTAND (1894-1977),

biologiste et écrivain francais.

Extrait de Carnet d'un biologiste (1959).
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2~1 - INTRODUCTION

La rétention des oocystes dans un milieu poreux saturé peut étre due & de nombreux phénomeénes
se déroulant simultanément. Ainsi, lors d’un essai en colonne, il n’est pas évident de différencier
correctement la part de chacun d’eux. C’est pourquoi nous avons choisi de mener une étude
spécifique sur ’adsorption des oocystes avec des essais batch. Ces essais consistent a placer une
suspension en oocystes dans un tube contenant un milieu poreux et de suivre 1’évolution de la
quantité d’oocystes adsorbés sur le substrat en fonction du temps. Bien que ce type d’essais présente
d’importantes différences avec les essais en colonne (condition statique, rapport de la masse de
milieu poreux sur le volume de solution beaucoup plus faible, ...), les résultats obtenus peuvent
permettre de déterminer les mécanismes de 1’adsorption. Ainsi, il est alors envisageable de
différencier les phénomeénes de rétention dans les résultats des essais en colonne. Afin d’interpréter
convenablement les essais batch, il est important de bien comprendre les mécanismes de
I’adsorption, d’autant plus que ces derniers peuvent étre décrits a différentes échelles, induisant la
précision de I’interprétation. En outre, nous avons choisi de travailler avec des sols remaniés. Il est
difficilement envisageable d’étudier 1’adsorption sur tous les sols existants. Cependant, nous
pouvons utiliser comme substrat les principales familles minérales. Ainsi, le choix des substrats
d’études est important. Il doit étre fait afin de recouvrir les principales lithologies, mais aussi en
tenant compte des résultats trouvés dans la littérature. Une fois ces choix faits et le protocole d’essai
batch mis au point, les essais peuvent étre menés et leurs résultats interprétés.

2~2 - MECANISMES DE L’ ADSORPTION DES OOCYSTES

En se basant sur leur taille (§ 0~3.3), les oocystes de C. parvum peuvent étre assimilés a des col-
loides biologiques, comme ’ont fait, par ailleurs, HARTER ef al. (2000) dans leurs travaux. La défi-
nition d’un colloide est donnée dans I’Encadré 1.

Encadré 1 : La définition d’un colloide

Le terme de colloide est apparu pour la premiére fois en 1861 avec GRAHAM qui distingua les solutions
colloidales des solutions moléculaires par leur différence de vitesse de diffusion a travers une membrane
poreuse. Une suspension colloidale a alors été définie comme une phase dispersée, distribuée de fagon
homogéne, sous forme finement divisée dans un milieu dispersant. Selon la trés officielle INTERNATIONAL
UNION FOR PURE AND APPLIED CHEMISTRY, I'état de subdivision est tel que les molécules ou les particules
polymoléculaires ont au moins dans une direction une dimension comprise entre 1 nm et 1 pm environ. 1l
n'est pas nécessaire que les trois dimensions de I'espace soient dans cette gamme de taille (des fibres et
des films minces peuvent aussi étre classés comme colloides).

L’adsorption correspond a la fixation des oocystes sur la matrice poreuse. On peut distinguer
plusieurs échelles d’observation et d’interprétation des mécanismes de 1’adsorption correspondant &
différentes analyses scientifiques.
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2~2.1 - Echelle métrique : analyse mécaniste

A P’échelle du métre, il s’agit de la description de ce que ’on observe durant I’expérience, sans
interprétation des mécanismes. Lors d’un essai, batch ou en colonne, on place dans un réacteur un
milieu poreux et des particules en suspension. On obtient ainsi une cinétique d’adsorption qui
correspond a I’évolution de la quantité de particules adsorbées sur le substrat en fonction du temps.
En conséquence, la cinétique d'adsorption permet de déterminer le temps nécessaire a
l'établissement de tous les équilibres physico-chimiques liés a I'adsorption.

MEDEMA et al. (1998) ont déterminé des cinétiques d’adsorption avec des oocystes de C. parvum
en utilisant des essais batch. Pour cela, ils ont contaminé artificiellement, avec 3 000 & 6 000
oocystes, 10 ml d’un effluent secondaire de station de traitement d’eaux usées composé en grande
majorité (> 99 %) de particules de taille inférieure & 10 um de diamétre et d’une turbidité de
2,4 NTU. En outre, il contient essentiellement de la mati¢re organique [MEDEMA, communication
personnelle]. Une adsorption maximale de 70 % a été obtenue au bout de 24 heures avec agitation
ou en 96 heures sans agitation. Ces auteurs ne proposent aucune interprétation de leurs résultats.

A partir des valeurs d’équilibre obtenues pour plusieurs cinétiques d’adsorption réalisées avec
des concentrations initiales différentes, on peut estimer une loi de partage. Une explication des lois
de partage est présentée dans I’Encadré 2.

Encadré 2 : LES LOIS DE PARTAGE

A partir des valeurs d’équilibre obtenues pour plusieurs cinétiques d’'adsorption réalisées avec des
concentrations initiales différentes, on peut déterminer la loi de partage, comme le montrent les figures ci-
dessous :

4 Cie ? X '/ ’

Crix [MM-1]
0.0
PR R
% %

n w

c*, [MM-1]

. .\\

Temps [T] C* [ML-]

Sur la figure ci-dessus sont représentées 6 Sur la figure ci-dessus sont représentés les 6
cinétiques d’adsorption obtenues dans les mémes équilibres des 6 cinétiques de la figure ci-contre,
conditions expérimentales, excepté la concentration tracés dans un graphe ayant en abscisses la
initiale qui est a chaque fois différente (Cg.1; Co.2; concentration dans le fluide a I'équilibre C* (en
Co3 ; Co.4; Cos; Co6). Les cinétiques sont tracées masse de particules par volume de fluide) et en
dans un graphe ayant en abscisses le temps et en Ordonnées la concentration fixée & F'équilibre C*fy
ordonnées la concentration fixée Cgy (en masse de (en masse de particules par masse de substrat).
particules par masse de substrat). La courbe alors obtenue traduit une loi de partage.

Les lois de partage consistent donc a suivre I'évolution de I'equilibre selon les conditions initiales appli-
{quées au systéme. Les trois formulations les plus courantes des lois de partage dans le cadre de
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type Freundlich :
Partage linéaire

I’hypothése de I'équilibre local sont I'adsorption linéaire, I'adsorption de type Langmuir et I'adsorption de

| ESSAISBATCH;
.. ETUDE DE L’ADSORPTION

Crrix=Kq C* partage linéaire
ol C* est la concentration a I'équilibre de la substance — — parlage ge type lI;angncu"L_urh
|considérée dans la phase mobile [ML-3], C*j est la |- partage de type Freundiic
concentration a I'équilibre de la substance considérée
fixée [MM-1¢14e] €t Ky et le coefficient de partage entre
phases [L’Msqjige]. C*fix est alors proportionnelle a C*.
Partage non-linéaire du type Langmuir § T
« _ KiC* = Lt
O T & 2 -
ol Kq [L3M-1qiige] et Ko [L3M 1] sont les coefficients de
la loi de Langmuir, avec C¥%y tendant - & K /K,
asymptotiquement vers K;/Kj . ===
Partage non-linéaire du type Freundlich / -
C*fix =Ky C*" a
ol Ki [L3n M1-n M-15iqe] €5t le coefficient de partage de C* ML)

la loi de Freundlich et n>0.

Ainsi, I’adsorption d’une particule se traduit & 1’échelle de 1’expérience par un équilibre de par-
tage des particules entre la surface du solide et la solution. Dans le cas de ’hypothése de I’équilibre
local (H.E.L.), i.e. : dans ’hypothése ou les particules en mouvement sont a 1’équilibre avec les
particules fixées, on trouve, dans la littérature, plusieurs formulations reliant ces concentrations
(i.e. : des lois de partage). Bien que controversées, les formulations les plus courantes (Encadré 2),
de par leur simplicité, peuvent étre insérées dans des modéles numériques. Cette échelle correspond
donc a celle ou sont réalisées les modélisations numériques.

2~2.2- Echelle millimétrique : analyse physico-chimique

A I’échelle du millimétre, on se place au niveau des grains du milieu poreux. Il s’agit essentiel-
lement d’interpréter les mécanismes d’adsorption observés durant 1’expérience a partir de la compo-
sition et des caractéristiques physico-chimiques du milieu poreux. En effet, ces paramétres assujet-
tissent notamment le nombre et le type de sites de fixation présents & la surface du substrat. Ainsi,
’adsorption peut étre limitée par la capacité d’adsorption maximale du milieu poreux, qui dépend
de la taille des oocystes et du nombre de sites d’adsorption de la surface solide [BUDDEMEIER &
HuUNT, 1988]. Ainsi, une adsorption linéaire des particules, présentée dans I’Encadré 2 peut étre
limité par une capacité maximale d’adsorption du milieu poreux. Il peut également exister différents
sites de fixation & la surface du milieu poreux et ’adsorption peut se faire en plusieurs couches
[CASES & VILLIERAS, 1992]. Ceci a une influence sur P’allure des cinétiques d’adsorption. Par
exemple, les argiles sont des constituants trés importants de 1’adsorption dans les sols car ils posse-
dent une surface d'échange importante, i.e. : un grand nombre de sites de fixation potentiels. En
outre, les argiles présentent deux types de surfaces, basale et latérale, ce qui peut induire deux types
de sites de fixation. Les argiles ont parfois également une capacité d’échange d’ions au niveau de
leur espaces interfoliaires.
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Enfin, la composition et les caractéristiques physico-chimiques du milieu poreux induisent aussi
la physico-chimie du fluide (pH, charge ionique, ...) qui joue un rdle important dans les
mécanismes d’adsorption. Ainsi, 1’eau, en raison des caractéristiques du milieu poreux, peut se
charger en ions et éléments traces qui lui conférent alors une charge ionique favorisant 1’adsorption
sur la matrice solide par des forces ioniques. La capacité d’adsorption sur certains minéraux ou

colloides est, en effet, due a I’existence de charges électriques a la surface et/ou a ’intérieur de ces
minéraux [JACKSON, 1981].

MINNIFIELD (1997) a étudié effectué des essais en colonne avec des sédiments composés d'un
mélange de minéraux (sable Kildare), qu’il a utilisé sous deux formes : traité (i.e. : dont on a sup-
primé les oxydes métalliques et la matiére organique) et non traité (§ 0~6). Il a trouvé que les sédi-
ments traités retenaient davantage les oocystes que les mémes sédiments non traités, 98,28 % et
91,92 % respectivement. Il a donc conclu de ses expériences que la proportion d’oocystes qui sont
fixés dépend des propriétés physiques et chimiques du milieu poreux.. Cependant, cette conclusion
est discutable, étant donné, d’une part, la faible différence entre les deux valeurs et, d’autre part, la
technique de titrage utilisée. En effet, ’auteur a employé un hématocytometre® avec un comptage
au microscope optique par contraste interférentiel de phase (DIC). Or, les travaux de BENNETT et al.
(1999) ont montré la faible précision de cette technique de mesures.

2~2.3 - Echelle micrométrique : analyse microbiologique

A I’échelle du micromeétre, on se place au niveau des oocystes. Il s’agit donc d’interpréter les
mécanismes d’adsorption observés durant I’expérience a partir des caractéristiques des oocystes, en
tenant compte de la composition et des caractéristiques physico-chimiques du milieu poreux. Deux
principales caractéristiques des oocystes influencent les mécanismes d’adsorption : I’hydrophobicité
et le potentiel zéta.

L hydrophobicité est la propriété de surface des cellules qui est déterminée par leur capacité a se
lier aux hydrocarbures ou d’autres composés non polaires en présence ou en absence d’eau. Un
micro-organisme hydrophobe aura tendance & s’adsorber sur des composés également hydrophobes
comme les grains du milieu poreux, la matiére organique ou d’autres cellules hydrophobes (elles
peuvent alors former des micelles). Les interactions hydrophobes jouent donc un réle significatif
dans 1’adhésion des micro-organismes sur la matrice poreuse. DROZD & SCHWARTZBROD (1996) ont
trouvé que les oocystes sont légérement hydrophobes.

Le potentiel z&ta se définit comme le potentiel au niveau du plan de coupure hydrodynamique ou
plan de cisaillement entre la partie fixée de la double couche (couche de STERN) et la couche diffuse
(couche de Gouy). Ce plan correspondrait au plan externe de HELMHOLTZ. Une explication plus
détaillée est fournie dans I’Encadré 3.

w45 -
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Encadré 3 : LE POTENTIEL ZETA

{La charge effective d'une particule colloidale suspendue dans I'eau peut différer de sa charge reelle de
par la présence d'ions en soiution, de signe opposé, qui adhérent plus ou moins fermement a la particule :

-Les ions les plus proches de la particule y sont
fortement retenus par attraction électrostatique. lis
constituent la couche fixe ou adhérente ou couche
de STERN, qui se déplace avec la particule, abaisse
sa charge réelle, et forme autour d'elle une sorte
d'écran protecteur.

Couche
fixe ou de
STERN

Couche
- La concentration de ces ions diminue rapidement diffuse ou
guand on s'éloigne de la particule (la force d'attraction de Gouy
varie en effet en 1/1°, r représentant la distance au
centre de la particule). I existe donc une deuxiéme
couche diffuse ou couche de Gouy, qui n'adhére Zone de
pas & la particule, mais qui forme un nuage autour neutralité
d'elle, s'estompe et devient nulle & une certaine électrique

distance de la particule. Dans un champ électrique,
ces ions, de signe contraire a celui de la particule,
sont attirés par cette derniére, mais sont attirés

également par le pole opposé. Cette couche freine <:>
donc le mouvement élecirophorétique (migration de Potentiel zét
particules colloidales a l'intérieur de la solution, sous otentiel zeta
l'effet d'un champ électrique).

Le potentiel zéta correspond au point ol commence la couche diffuse, i.e.: a I'extérieur de la couche
fixe. Ce potentiel est le seul qui importe vraiment : il est d0 non pas a la charge réelle, mais a la charge
effective de I'ensemble (particule + double couche). C'est cette charge effective (et, par conséquent, le
potentiel z&ta) qui détermine la mobilité de la particule, ainsi que sa stabilité vis-a-vis de la coalescence
(formation d'agglomérats).

Les données bibliographiques concernant le potentiel z&éta des oocystes de C. parvum sont rares
et contradictoires. Ainsi, DROZD & SCHWARTZBROD (1996) indiquent que les oocystes ont un
potentiel z&ta négatif au pH des eaux naturelles. En outre, ce potentiel diminuerait 1égérement en
fonction de 1’4ge des oocystes. Ce résultat est confirmé par les récents travaux de KARAMAN et al.
(1999) et de CONSIDINE ef al. (2000). Dans cette optique, des forces électrostatiques peuvent donc
apparaitre avec une matrice poreuse présentant des charges positives (calcium, fer, aluminium ou
oxyde de manganeése, ...). En revanche, BRUSH (1997) indique un potentiel neutre, précisant que la
charge négative proviendrait des techniques de purification et de stockage. Par conséquent, les
oocystes présents dans l’environnement ne posséderait pas de charge de surface. Dans ces
conditions, les forces électrostatiques devraient étre négligeables.

WALKER & MONTEMAGNO (1999) ont réalisé des essais en flux laminaire a faible débit au sein
de divers substrats de synthése (oxydes de métaux alumineux et ferreux, silice) avec comme objec-
tif de déterminer ’influence d’un stress extérieur (dessiccation et gel) sur I’adsorption des oocystes
de C. parvum. Ce stress extérieur a pour conséquence de modifier les caractéristiques des oocystes.
Ils ont déterminé que 1,8 % des oocystes sont viables aprés congélation et 0 % aprés dessiccation.
Le titrage est réalisé par comptage des oocystes sur une grille contenant des mailles de 1 mm sur
1 mm placée sous le flux laminaire, avec un microscope optique par contraste interférentiel de
phase (DIC). Ils- ont observé une adsorption uniquement sur I’oxyde d’aluminium III (ALO;) et
celle-ci est beaucoup plus importante aprés un stress extérieur (61 % adsorbés aprés congélation,
43 % adsorbés aprées dessiccation et 4 % sans stress). Pour expliquer ce phénoméne, ils ont émis
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I’hypothése qu’un stress engendre une dénaturation de la paroi et I’apparition de véritables sites de
fixation. Ils ont alors conclu que, dans les milieux naturels, la présence d’argiles et de limons enri-
chis en oxyde d’aluminium aurait une influence favorable sur la fixation des oocystes non infec-
tieux. Cependant, étant donné que les oocystes viables (i.e. : n’ayant donc subi aucun stress) ne se

sont quasiment pas fixés, ils ont avancé ’hypothése que les oocystes intacts se comportent comme
des colloides biologiques sans réel site de fixation.

2~2.4 - Echelle nanométrique : analyse thermodynamique

A Déchelle du nanométre, on se place au niveau des forces qui interviennent dans 1’adsorption. Il
s’agit donc d’interpréter les mécanismes d’adsorption observés durant I’expérience a partir des for-
ces d’interactions colloidales (Encadré 4), en tenant compte de la composition et des caractéristi-
ques physico-chimiques du milieu poreux, ainsi que de celles des oocystes.

Encadré 4 : LES FORCES D’INTERACTIONS COLLOIDALES

La théorie DLVO (1948) développée par DERJAGUIN, LANDAU, VERVEY ET OVERBEEK distingue trois
principales forces d'interactions colloidales que sont la répulsion de Born, la force de VAN DER WAALS et
les forces électrostatiques.

Répulsion de Born

Lorsque deux particules sont trés proches I'une de lautre, ils se créent des interactions moléculaires.
Cette répulsion appelée répulsion de Born est due aux chevauchements des orbitales moléculaires
respectives des deux particules. C'est une force peu intense et rare dans la mesure ou elle n'agit qu’a des
distances tres faibles (de I'ordre de quelques dizaines de nanométre).

Force attractive de VAN DER WAALS

La force de VAN DER WAALS est caractérisée par I'énergie d'attraction moléculaire que posséde toute
particule colloidale liée a sa charge de surface et & sa composition. Elle est le résultat d'une
synchronisation des électrons dans les orbitales atomiques respectives de deux atomes. Pour une
certaine distance, la répulsion mutuelle est minimale et une liaison faible peut s'instaurer: c'est
linteraction de VAN DER WAALS. La puissance de cette force est liée a la composition et a la charge du
colloide, mais pas a la composition de la phase liquide. En outre, cette force diminue rapidement lorsque
la distance entre les particules augmente.

Attraction et répulsion électrostatiques

Les particules colloidales présentent des charges de surface. Toute autre particule colloidale ou non (ion,
matrice solide, ...) qui présente une charge de surface de méme signe, a son voisinage, subira une
répulsion. A I'inverse, si elle présente une charge de signe opposé, elle sera attirée. Ces mécanismes
d'attraction et de répuision électrostatique entrainent I'existence de forces intenses et de longue portée.

Généralement, ce niveau d’interprétation est difficile a réaliser. En outre, le dépot de particules
sur une surface modifie les conditions de capture des particules suivantes, ce qui compliquent
d’autant plus I’inventaire des forces.

CONSIDINE et al. (2000) ont mesuré la force d’interaction entre des oocystes de C. parvum et de
la silice amorphe. Ils ont observé une force de répulsion exponentielle entre la silice et les oocystes,
légérement dépendante du pH et de la force ionique. Ils ont conclu que, malgré cette importante
barriére, I’adhésion entre des oocystes et la silice pourrait se produire s’ils rentrent en contact. Ce-
pendant, cette adhésion est rendue encore plus ardue par la présence de nombreuses aspérités sur la
surface de I’oocyste (§ 0~3.3).
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2~3 - SUBSTRATS UTILISES

Le milieu poreux joue un rdle important dans les mécanismes d’adsorption (§ 2~2.2). Aussi, afin
de déterminer le comportement des oocystes de C. parvum sur plusieurs types de matériaux géolo-
giques, des substrats recouvrant les principales lithologies ont été sélectionnés.

2~3.1 - Composition

Nous avons travaillé avec trois types de sables : un sable siliceux naturel (SSN) provenant des al-
luvions de la Moselle, un sable calcaire naturel (SCN) provenant des alluvions de la Meuse et un
sable siliceux traité (SST) provenant des alluvions du Rhin. Le sable siliceux traité est lavé en deux
phases. Un lavage a I’acide chlorhydrique permet une décarbonatation et un traitement au polyacry-
late de sodium élimine 1’argile. La composition minéralogique des sables utilisés a été déterminée
par une analyse aux rayons X (Tableau 2~I).

Tableau 2~1 : Composition des sables d’étude

Minéraux SST SSN SCN
Quartz 98 % 80 % 6,5 %
Feldspaths 2% 18 % (orthose) 1,5%
Mica 2 % (muscovite)

Calcite 90 %
Kaolinite 2%

(Source : analyses par rayons X — réalisées par le Laboratoire Environnement et Minéralurgie, Nancy)

En plus de la kaolinite naturellement présente dans le sable calcaire naturel, nous avons utilisé
deux autres argiles, de I’illite et de la montmorillonite, et un minerai, de la bauxite.

La bauxite est une roche sédimentaire contenant au moins 40 % d’alumine ou oxyde
d’aluminium (AL O;) auquel s’ajoutent des oxydes de fer, des minéraux argileux (e.g. : kaolinite) et
des minéraux titanés.

2~3.2 - Description minéralogique
Jouant un rdle plus important dans les processus de rétention (§ 2~2.2), les argiles seront donc
plus amplement décrites.
a) Argiles

» Généralités sur les argiles

Les argiles sont des phyllosilicates® d’aluminium dont les feuillets sont constitués de couches de
tétracdres SiO4 (Figure 2~1) et de couches d'octaedres AI(OH)¢ (Figure 2~2) reliées par les atomes
O et OH mis en commun.

o= 48-@
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Tétraédre Couche tétraédrique
Silicium-Oxygeéne

O T Oxygene O @ Silicium

Figure 2~1 : Diagramme d’un tétraédre et d’une couche tétraédrique

Octaeédre Couche octaédrique

O 3 Hydroxylke @® Aluminium, Magnésium, ...

Figure 2~2 : Diagramme d’un octaédre et d’une couche octaédrique

D’aprés la structure du feuillet, on distingue principalement les argiles 1/1 (1 couche tétraédrique
et 1 couche octaédrique) et les argiles 2/1 (2 couches tétraédriques pour 1 couche octaédrique). La
distance inter-réticulaire qui sépare deux feuillets successifs est notée d.

Les substitutions d’atomes sont fréquentes dans les feuillets. Les sites tétraédriques sont occupés
par des cations Si** pour former des tétraédres de silice, mais & ceux-ci se substituent souvent
dautres cations comme AI** ou Fe** de valence moindre. De méme, les sites octaédriques sont
essentiellement occupés par des cations AI’*, qui peuvent aussi se substituer 4 d’autres cations
comme Mg®*, Fe** ou Fe?*. Ces substitutions ioniques isomorphiques qui ne respectent pas les
valences des cations provoquent un exces de charges négatives dans le feuillet. Ce déséquilibre est
compensé par I’adsorption de cations dans l'espace interfoliaire (capacité d'échange des argiles).

Ainsi, les argiles ont la propriété d’absorber certains cations et de les retenir selon une capacité
& échange cationique (CEC). Les cations échangeables les plus courants sont Ca®*, Mg®*, HY, K,
NH," et Na'.

Les principaux minéraux argileux a la surface de la terre sont la kaolinite, les illites et les mont-
morillonites (Tableau 2~II).

e Me
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Tableau 2~11 : Récapitulation des caractéristiques des principaux minéraux argileux

Minéral L. CEC S}lr.face .. Caractéristiques
. Description spécifique | Origine de la charge
argileux (cmol/kg) (m%/g) de la charge
Kaolinite 1-1 ' Sommets, liaisons Charees
? liaisons H 5-15 15 brisées (sommets variablesge ¢ fixes
fortes hydroxylés)
[lites 2-1 Substitutions .
. . . .. Principalement
liaisons K 25 80 isomorphiques, liaisons charees fixes
fortes brisées aux sommets £
Montmorillonites 2-1 Substitutions Principalement
liaisons 80 -100 800 isomorphiques, liaisons char Ils fixes
faibles brisées aux sommets &

« Kaolinite (1/1, d =7 A).

Elle a pour formule générique AlSi;Os(OH)4. Il n’y a pas de substitution dans les couches
(Figure 2~3). Le feuillet est neutre. Ses cristaux sont souvent grands (jusqu'a 15 pm).

Couche tétraédrique

Couche octaédrique

Espace interfoliatre

: ' ‘ ' ‘ ’ ‘ ' ‘ ' ‘ ’ Couche tétraédrique

O Oxygéne ¢ Silicium o Aluminium

Figure 2~3 : Représentation schématique de la structure de la kaolinite

(projection sur un plan perpendiculaire aux feuillets)

« INlites (2/1, d =10 A)

Elles ont pour formule générique (ALSis)" (AlygMg,Fe')V'010(OH)K,. 11 s’agit de
’association d'une couche octaédrique (alumineuse) et deux couches tétraédriques (siliceuses).
Mais, il peut y avoir des substitutions (remplacement de Si** par AP") (Figure 2~4). Des cations
(K™) sont alors adsorbés dans l'espace interfoliaire afin de compenser le déséquilibre des charges.

Couche tétraédrique

Couche octaédrique

IAVAVAVAVAY,
XAl
VAVAVAVAY,

d=10A

Couche tétraédrique

./

"/ o/

K+

K* OH K*

Espace interfoliaire

vf\ O Fon O Fan Y O O
N AN AN /N /NN T Couche tétraédrique

O Oxygéne ¢ Silicium ° Aluminium

Figure 2~4 : Représentation schématique de la structure de Dillite

(projection sur un plan perpendiculaire aux feuillets)
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C’est le minéral ubiquiste par excellence. Sa structure est proche de la muscovite (plus d'eau,
moins de K™).

» Montmorillonites (2/1, d = 14 A).

Elles ont pour formule générique (Alei4-x)Iv(A12-(y+k+I)ngFerFeHI1)VI010(OH)2MC.
L’empilement des feuillets est désordonné. Chaque feuillet est tourné dans son plan par rapport au
précédent. Les substitutions d’atomes sont importantes (Figure 2~5). Ce désordre et la faible charge
des feuillets facilitent leur écartement et 1'adsorption des molécules variées (eau, cations, molécules
organiques) au niveau de l'espace interfoliaire qui s'écarte.

Couche tétraédrique

Couche octaédrique

Couche tétraédrique

\VAVAVAVAY;
MMMMM
ININNNN

S

¢ H,0 Ca?* Nat H,0 Espace interfoliaire
A AN A AN AN AN A tétraédrique

O Oxygéne e Silicium o Aluminium

Figure 2~5 : Représentation schématique de la structure de la montmorillonite
(projection sur un plan perpendiculaire aux feuillets)

Les montmorillonites sont généralement calciques, plus rarement sodiques. Les feuillets de
montmorillonites peuvent s'intercaler réguliérement ou irrégulierement avec d'autres feuillets
argileux, souvent illitiques. L'ensemble forme des interstratifiés.

b) Autres minéraux des substrats utilisés
e Quartz

Le quartz est un minéral composé de dioxyde de silicium ou silice de formule SiO,. Sous forme
cristalline, tel le quartz cristallisé, la silice est la variété la plus condensée des silicates® de formule
Si0q4. L'atome de silicium est situé au centre d'un tétraédre dont les sommets sont occupés par les
atomes d'oxygéne. Dans la silice, les tétraédres sont tous liés entre eux par leurs sommets et chaque
atome d'oxygéne est donc commun a deux tétra¢dres successifs.

o Calcite
La calcite est un carbonate naturel de calcium, dont la formule chimique est CaCO;. La calcite
est un minéral extrémement répandu. Constituant des roches calcaires a 95 %, la calcite forme éga-

lement le ciment de nombreuses roches détritiques (sparite). Elle est fréquente dans les roches fai-
blement métamorphiques®, plus rare dans les gneiss et les roches ignées®, et constitue souvent un
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cristal d'altération des silicates de calcium. Avec le quartz, elle représente le principal cristal de
remplissage des fissures et diaclases® des roches.

» Feldspaths

Les feldspaths constituent un groupe important de minéraux composés d'aluminosilicates de
potassium, de sodium, de calcium ou occasionnellement de baryum. Les feldspaths sont les
minéraux les plus abondants, représentant environ la moitié du volume de 1'écorce terrestre Ils
apparaissent en cristaux simples ou en masses, et forment un constituant important de nombreuses
roches effusives® et métamorphiques, comme le granite, le gneiss, le basalte et d'autres roches
cristallines®. Tous les feldspaths s'érodent facilement pour former une sorte d’argile connue sous le
nom de kaolin.

L'orthose, un feldspath contenant du potassium dont la formule chimique est KAlSi;Os, est I'un
des minéraux les plus communs.

o Micas

Les micas constituent un groupe de minéraux de la famille des phyllosilicates composés de
silicate d'aluminium, qui se caractérisent par un clivage® basal parfait qui permet de les séparer en
feuillets tres fins, 1égérement élastiques. Les micas les plus importants sont la muscovite, la
phlogopite, le 1épidolite, et la biotite.

La muscovite, également appelée mica blanc, contient du potassium et de 1'aluminium et a pour
formule KAL,[(OH,|F), , AlSi30;0]. Elle apparait souvent en paillettes brillantes, abondant dans les
granites, les micaschistes et les gneiss.

e Alumine

L’alumine est le seul oxyde formé par I'aluminium métallique et a pour formule chimique Al,O3
lorsqu'il est sous la forme anhydre. On le trouve dans des minerais, tels que le corindon de formule
(ALLO»), la diaspore (Al,03,H,0), la gibbsite (Al,0;,3H,0) et plus particuliérement dans la bauxite,
une forme impure de la gibbsite. Les pierres précieuses, comme le rubis et le saphir, sont
constituées de corindon coloré par de petites impuretés. L'alumine est un composé trés dur : seuls le
diamant et quelques produits de synthese, tels que le carborundum et le carbure de silicium, ont une
dureté supérieure. A température ambiante, l'alumine est insoluble dans tous les composés
chimiques courants. Elle présente une température de fusion élevée, légérement supérieure a
2 000°C. C'est pourquoi on l'utilise comme matériau réfractaire, par exemple pour le revétement de
fours spéciaux. Sous forme hydratée, 'alumine est soluble dans les acides et les bases, et est utilisée
comme maticre premiere dans la synthése de tous les composés de I'aluminium.

2~3.3 - Granulométrie des sables

Pour une comparaison des résultats et une bonne répétitivité des expériences, il est nécessaire de
travailler sous des conditions semblables pour tous les sables comme, par exemple, en
granulométrie.

S
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GARNIER et al. (1998) ont conduit des essais en colonne (18 cm de longueur) avec C. parvum et
des billes de verre avec deux tailles de diamétres : 0,5 mm et 1,5 mm. La percolation des oocystes
dans la colonne est d’autant plus rapide que le diamétre des grains est grand. A la fin de I’essai, la
colonne est analysée et ils retrouvent les oocystes dans les 5 premiers centimétres avec un diamétre
de 0,5 mm et entre 12 cm et 16 cm avec un diamétre de 1,5 mm. Ces travaux laissent donc supposer
qu’une granulométrie dont la taille de grain est comprise entre 0,5 mm et 1,5 mm devrait permettre
une rétention sur toute la longueur d’une colonne d’une quinzaine de centimétres. Nous avons alors
choisi cette granulométrie, afin d’optimiser la rétention dans notre colonne.

La courbe granulométrique alors obtenue (Figure 2~6) indique une distribution de tailles des
grains unimodale. Le diamétre des grains correspondant & 60 % de tamisat, i.e. : le dgo, est égal a
0,69 mm et celui correspondant & 10 %, i.e. : le dyo, est égal a 0,52 mm. Le coefficient d’uniformité,
qui est le rapport des deux valeurs précédentes, est donc égal a 1,33, ce qui correspond a un sable
uniforme. Enfin, ce sable peut étre considéré comme un sable grossier (diamétre des grains compris
entre 0,2 et 2 mm) d’apres la nomenclature granulométrique.

100% . 0%
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Q 1 / ~
< 60% f 40% &
[ N @
£ =
B 40% 60% 3
= | ~
20% 80%
0% 100%
0,1 1 10

Ouverture nominale des tamis a maille carrée (mm)

Figure 2~6 : Courbe granulométrique type des sables utilisés

2~4 - DEVELOPPEMENT DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Des essais batch ont été réalis€s pour déterminer les parameétres d’adsorption des oocystes de C.
parvum sur une matrice solide. Lors d’un essai batch, aucun apport extérieur n’est réalisé au cours
de Pexpérience et les éléments en contact interagissent & leur guise. Les résultats obtenus par ce
type d'essais sont des cinétiques d'adsorption. On peut ensuite faire varier les concentrations des
constituants en présence et déterminer des lois de partage, ou modifier les conditions
expérimentales (nature du substrat, force ionique, ...) pour en déterminer leur influence.

' 2~4.1 - Choix du protocole

A la suite de plusieurs séries d’expériences, un protocole précis d’essais batch a été établi en te-
nant compte des résultats de la phase de tests. Dans un tube en polystyréne cristal (PSTC) de 20 ml,

58



CHAPITRE2 i o oo ESSAISBATCH:

on place 1,100 g de matrice solide (a + 0,5 mg) et 17,5 ml d'eau déminéralisée, distillée et dopée a
environ 5 x 10° oocystes/ml. Le tube est placé sur un agitateur a retournement dont la vitesse a été
réglée a 5 tr/min (Figure 2~7). Ces choix trouveront des justifications dans les paragraphes suivants.

Mouvement de rotation :
5 tt/min

Tubes en polystyréne cristal contenant :
*1,100 g de sable
17,5 ml de solution dopée en oocystes

Figure 2~7 : Essai batch - Schéma de Pexpérience

a) Choix de la concentration de la suspension en oocystes

Le titrage des échantillons est réalisé par immunofluorescence et le dénombrement au micros-
cope optique (§ 1~3.2). La concentration de la suspension en oocystes a mesurer doit étre supé-
rieure & 800 oocystes/ml, selon les résultats de 1’évaluation du protocole d’immunofluorescence
utilisé (§ 1~3.3). Or, selon les travaux déja réalisés sur 1’adsorption, une perte de I’ordre de 70 % est
possible [MEDEMA et al., 1998 ; WALKER & MONTEMAGNO, 1999] (§ 2~2.1 et 2~2.3). Par consé-
quent, la concentration initiale de la suspension en oocystes doit étre supérieure a 10° oocystes/ml.
Nous avons alors choisi une concentration voisine de 5 x 10% oocystes/ml, nous assurant ainsi une
bonne marge de manceuvre. Cette solution dopée en oocystes est homogénéisée sur table & agitation
rotative a 300 tr/min pendant 20 minutes.

b) Choix du volume de suspension et de la masse de matrice solide introduits dans
les tubes

Il est nécessaire que la surface extérieure totale de la matrice solide soit suffisante pour fixer
éventuellement tous les oocystes. De plus, il est important que le tube soit suffisamment rempli de
fluide afin d’entrainer le sable lors des retournements. C’est pourquoi le volume introduit a été fixé
a 17,5ml. Ce volume permet I’entrainement du sable a chaque rotation. Les tubes sont ainsi
quasiment pleins et le sable est correctement entrainé et ne se colle pas sur les parois. Par

conséquent, il faut que la matrice solide puisse fixer autour de 8,75 x 10* oocystes (pour une
concentration voisine de 5 x 10° oocystes/ml).

Les réacteurs d’essai sont des tubes de 20 ml en polystyréne cristal. A 1’origine, ils étaient prévus
en verre, mais MUSIAL et al. (1987) ont relevé que le verre est susceptible de fixer les oocystes.
Etant donné la surface spécifique du sable (de ’ordre de 0,08 m%/g), une masse de sable de 1,100 g
de sable est grandement suffisante pour offrir un potentiel de fixation maximal. En effet, le calcul
de la masse minimale nécessaire pour fixer tous les oocystes introduits est :

Diameétre moyen des oocystes de C. parvum : 4,9.10° mm
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i . 4,9.10° 2__ -2
=> Section moyenne des oocystes de C. parvum : T X 5 =1,89x 10" 'm

=> Surface minimale nécessaire : 1,89 x10™" x 8,75 x10 *=1,65 x 10°m>
_6
= Masse minimale nécessaire : 1:0° X 10%08 =2,07x107 g

Cette valeur correspond a une estimation. En effet, rien ne certifie que les oocystes se placent en
monocouche a la surface des particules de la matrice solide. En outre, les oocystes sont sphériques,
et par conséquent ne peuvent pas recouvrir intégralement la surface des particules. Cependant, il
apparait qu’une masse tres faible suffit. Cependant, plus la surface est importante, plus la
probabilité de contact est grande. Il est donc préférable d’avoir une masse de matrice solide
importante. C’est pourquoi, nous avons choisi une masse de 1,100 g.

¢) Choix du volume des préléevements

Un échantillon du surnageant est prélevé dans chaque tube selon une chronique établie a
’avance et la concentration en oocystes est mesurée par immunofluorescence selon le protocole que
nous avons développé (§ 1~3.2). En outre, un tube contenant seulement la suspension en oocystes
est ajouté afin de repérer d’éventuelles influences du milieu extérieur (température, luminosité, ...).
Ce tube permet également de corréler les essais entre eux et nous I’appellerons « témoin de répéta-
bilité » (Tr). Le prélévement dans ce tube est réalisé en fin de chronique et, théoriquement, il ne doit
présenter aucun déficit en oocystes.

Etant donné que les oocystes ont une répartition non homogéne au sein des suspensions
[BUKHARI & SMITH, 1995 ; DROZD & SCHWARTZBROD, 1996], le volume des prélévements doit étre
suffisamment grand pour permettre d’obtenir des échantillons représentatifs. L’importance du vo-
lume des prélévements a été révélée par des expériences tests (Tableau 2~1II). Il apparait alors que
la concentration déterminée a partir de prélévements de 10 ml est plus grande que celle obtenue a
partir de prélévements de 1 ml. Or, la principale cause d’erreur dans le titrage est une perte en oo-
cystes au cours du protocole d’immunofluorescence. Par contre, il ne peut y pas avoir d’apport en
oocystes, exception faite d’une contamination accidentelle d’un produit. La méme technique de
titrage étant utilisée, il semble logique de penser que la différence provient du volume
d’échantillonnage. On peut alors en déduire que la concentration obtenue avec des prélévements de
10 ml est plus proche de la concentration réelle.

Tableau 2~I11 : Echantillonnage - Importance du volume de prélévement

Prélévement de 1 ml Prélévement de 10 ml
385 oocystes 467 oocystes
Comptage de 100 pl 371 oocystes 478 oocystes
381 oocystes 471 oocystes
Moyenne 379 oocystes 472 oocystes
CvV 1,9 % 1,2 %
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Pour une bonne représentativité, nous avons donc choisi de réaliser des prélévements de 10 ml
dans les tubes de 17,5 ml (57 %). Aprés homogénéisation a 1’aide d’un agitateur secoueur de type
Vortex, on réalise deux sous-échantillons de 1 ml. Le titrage peut ainsi se faire sur deux sites
différents : I’un, au Laboratoire Environnement, Géomécanique et Ouvrages (LAEGO) et ’autre au
Laboratoire de Bactériologie - Parasitologie.

d) Choix de la vitesse de rotation

Il faut que la vitesse soit relativement lente pour assurer la chute du sable dans ’ensemble du
tube a chaque demi-rotation tout en limitant les effets mécaniques (friction et chocs entre les grains
et les oocystes). C’est ainsi que 1’on optimisera les processus d’adsorption. Des essais préliminaires
pratiqués a différentes vitesses ont montré qu’une vitesse de 5 tours par minute semble étre la mieux
adaptée.

2~4.2 - Mise en ceuvre du protocole

Tous les tubes sont emplis avec 1,100 g de sable, sauf un, celui correspondant au témoin de
répétabilité. Un volume d’eau déminéralisée et distillée correspondant au volume nécessaire pour
’essai est dopé en oocystes. La suspension est ensuite homogénéisée sur table & agitation rotative a
300 tr/min pendant 20 minutes. Enfin, un volume de 17,5 ml de la solution dopée en oocystes est
introduit dans chaque tube, en commengant par le dernier tube de la chronique de prélévements
¢tablie a I’avance. Lorsque la moitié des tubes sont emplis, un échantillon de 10 ml de la suspension
initiale est prélevée, afin de déterminer la concentration de I’essai. Puis, le remplissage des tubes est
poursuivi.

La vitesse de rotation est réglée & 5 tr/min, puis tous les tubes sont placés sur l'agitateur a
retournement. L’essai est alors lancé. Les échantillons de 10 ml sont ensuite prélevés dans les tubes,
dés qu’ils sont sortis du support de l'agitateur & retournement, selon la chronique de prélévements
établie. A la fin de I’essai, un échantillon de 10 ml est prélevé dans le témoin de répétabilité.

2~4.3 - Détermination de la variation de la concentration en oocystes significative

Les échantillons prélevés dans le surnageant sont titrés par immunofluorescence selon le proto-
cole que nous avons développé (§ 1~3.2). La concentration dans le surnageant est alors déterminée.
Puis, par comparaison avec la concentration initiale introduite dans les tubes, la variation en oocys-
tes dans le surnageant est calculée et exprimée sous forme d’un pourcentage comme suit :

Cro—-C
%Variation =0 “h 100 (2~1)
Cro

avec  Cro : concentration en oocystes dans la suspension initiale (oocystes/ml),
Cech : concentration en oocystes dans 1’échantillon (oocystes/ml).
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Ce pourcentage est donc positif dans le cas d’un déficit en oocystes dans le surnageant et négatif
dans le cas d’un gain. Nous avons choisi cette formulation (déficit positif) puisqu’on peut supposer
que le déficit en oocystes dans le surnageant correspond a priori aux oocystes qui se sont adsorbés
sur la matrice solide. En calculant cette fraction pour tous les tubes de la chronique, on obtient donc

une cinétique d’adsorption. Dans la suite, nous abrégerons I’expression et emploierons la notion de
déficit dans le surnageant.

L’évaluation du protocole d’immunofluorescence utilisé (§ 1~3.3) a montré que, pour la concen-
tration initiale choisie pour nos essais (§ 2~4.1a), a savoir voisine de 5 x 10° oocystes/ml, les titra-
ges sont obtenus avec une erreur maximale de & 10 % par rapport a la valeur moyenne (Figure 1~7).
C’est cette erreur qui peut induire un gain en oocystes dans le surnageant. Pour déterminer le déficit
significatif dans le surnageant, supposons un échantillon ot il n’y a pas eu d’adsorption, i.e. ayant
une concentration de 5 x 10° oocystes/ml, le titrage obtenu pourrait donc varier entre 5,5 x 10° et
4,5 x 10* oocystes/ml. Par conséquent, en utilisant 1’équation (2~1), le déficit dans le surnageant
maximum possible serait de 18,2 %, i.e.: pour une concentration d’essai déterminée égale a
5,5 x 10® oocystes/ml et une concentration de I’échantillon 4 4,5 x 10° oocystes /ml.

En conséquence, nous avons choisi de ne considérer comme significatif que des déficits dans le
surnageant supérieurs a 20 %.

2~5 - RESULTATS ET INTERPRETATIONS DES ESSAIS

Ce sont les difficultés a obtenir des résultats précis lors des premiers essais batch qui nous ont
amené a modifier et fixer le protocole d’immunofluorescence (importance de I’incubation, nécessité
d’une pré-membrane, ...). Ainsi, les essais batch ont dfi étre réalisés plusieurs fois en fonction de
I’évolution du protocole d’immunofluorescence. Seuls les résultats des derniers essais réalisés sont
donnés ici, les premiers essais ne présentant aucun intérét par leur manque de précision. Cependant,
des coefficients de variation importants sont encore visibles dans les essais présentés, car des
modifications mineures du protocole d’immunofluorescence ont encore été réalisées suite a ces
essais.

Les essais batch avec les trois types de sables sont d’abord présentés, puis les autres essais
réalisés, dont ceux avec les autres substrats : la bauxite, I’illite et la montmorillonite.

2~5.1 - Essais batch avec les trois types de sables

Rappelons que les trois types de sables sont : un sable siliceux traité (SST), un sable siliceux
naturel (SSN) et un sable calcaire naturel (SCN).

a) Sable siliceux traité

La cinétique d’adsorption réalisée avec le sable siliceux traité est présentée sur la Figure 2~8.
Avec ce sable, les déficits dans le surnageant calculés sont compris entre 0,7 % et 5,2 %, donc lar-
gement inférieurs au déficit significatif. Il semblerait donc qu’il n’y ait pas d’adsorption sur le sable
siliceux traité.

=57 =
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Figure 2~8 : Résultats de ’essai batch avec le sable siliceux traité

Il convient de noter que la Figure 2~8 ne présente que six points dont le Tr. En effet, c’est sur
cette série de mesures qu’il nous est apparu I’importance de I’incubation (a travers les parametres
température et temps). La série de mesures précédente a été obtenue en suivant la procédure
d’incubation indiquée sur la notice fournie avec les anticorps, a savoir que 1’incubation peut étre
réalisée soit a température ambiante au moins 45 minutes, soit & 37°C pendant 30 minutes. Cepen-
dant, les écarts obtenus entre les opérateurs nous ont incité a vérifier nos procédures d’incubation. 11
s’avere que 1’incubation est une étape importante et que pour marquer tous les oocystes, il est né-
cessaire d’incuber au moins 30 minutes a exactement 37,0°C (§ 1~3.2b).

b) Sable siliceux naturel

Avec le sable siliceux naturel (Figure 2~9), les déficits dans le surnageant calculés sont compris
entre 6,5 % et 18,9 %, donc non significatifs, bien qu’il semble y avoir un léger déficit au début de
I’essai (jusqu’a 30 minutes). Mais au vu de la valeur du Tr (14,0 %) et des barres d’incertitudes, les
valeurs obtenues ne permettent pas de conclure qu’il y ait adsorption.

60% A

50% ’ Points expérimentaux (SSN)
;\; 0% o Témoin de répétabilité
E 14,5% Pourcentage de perte dans le surnageant
g 30% 18,7%
=11]
S 18,9% _
= 0 a [— ’
£ 2% T Frie 13,8% 14,0%
@ i SRR S T eyt P
2 10% 7 —_

PRSI ST oy
2 14,5% . 9,1% *65% 12,2% 4
| 0% ¢ _ L ; : ,
g _10%0:00 0:30 1:00 1:30 2:00 2:30 3:00
Temps (h)
-20%
-30% -

Figure 2~9 : Résultats de I’essai batch avec le sable siliceux naturel
(les barres d’erreur représentent le coefficient de variation des points de mesures)

o 58 =



CHAPITRE 2 ESSAIS BATCH :
ETUDE DE L’ADSORPTION

c¢) Sable calcaire naturel

Avec le sable calcaire naturel (Figure 2~10), les points oscillent autour de la valeur zéro, entre
-11,1 % et 6,7 %. Un échantillon a également été prélevé au bout de 48 heures (non représenté sur
la figure). La perte déterminée dans le surnageant est de 1,3 % (CV de 12,4 %). La aussi, les déficits

sont non significatifs et ne permettent pas de conclure qu’il y ait adsorption, méme au bout de 48
heures.

60% A
Points expérimentaux (SCN
~ Témoin de répétabilité
X 40% - O
= 6,7%  Pourcentage de perte dans le surnageant
g 30% -
1)
]
g 20% - ~
-
2 10% 1 6.7% 41% 6,1%
z + 2,3% (Mo nmmnne ¥oos,., 99
g o t’ 4 st \I
S O 2H% O 190~ 1:30 2:00 230 7T el 3:00
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Figure 2~10 : Résultats de I’essai batch avec le sable calcaire naturel
(les barres d’erreur représentent le coefficient de variation des points de mesures)

2~5.2 - Interprétation des essais batch avec les trois types de sables

Il ne semble donc pas qu’il y ait adsorption sur les substrats naturels étudiés (silice, calcite, feld-
spath et kaolinite), méme au bout de 48 heures. Effectivement, les premiers essais (non présentés en
raison de leur manque de précision) ont été réalisés avec des prélevements répartis sur 48 heures.
Cependant, bien que les titrages obtenus ne présentaient pas une grande précision, il est tout de
méme apparu qu’il n’y avait pas de variations importantes en oocystes dans le surnageant. C’est
pourquoi les essais que nous avons présenté au paragraphe précédent (§ 2~5.1) ont été réalisés sur
3 heures, avec parfois un prélévement supplémentaire a 48 heures, comme pour le sable calcaire
naturel. En effet, ces derniers essais avaient pour principal objectif de confirmer 1’absence
d’adsorption comme, malgré un titrage peu précis, le laisser pressentir les premiers essais. Cette
absence d’adsorption est en accord avec les récents travaux de WALKER & MONTEMAGNO (1999)
(§ 2~2.3).

En outre, afin d’interpréter ce résultat, nous avons étudié la physico-chimie des eaux.

a) Physico-chimie des eaux avec la silice
La silice s’hydrate dans ’eau :

Si0, +2H,0 < Si(OH), Ks=1,7.10"
()

e 50 =
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Son hydratation n’est pas totale et la constante de solubilisation est fonction de la structure de la
silice (a température ambiante et pression atmosphérique, la silice amorphe et le quartz sont les
seules formes stables) et de la température de la solution aqueuse. Une fois hydratée, la silice adopte
un comportement d’acide faible. Ainsi, en fonction du pH de la solution, la silice se dissocie et
prend des formes et des comportements différents [ROCQUES, 1990] :

Si(OH), + H,0 < Si(OH);0™ + H;0* pKa =9,5

Si(OH);0™ + H,0 <> Si(OH),0,%™ + H;0* pKa = 12,6

A pH faible, elle présente une forme neutre mais polaire, tétraédrique et non-dissociée, I’acide
orthosilicique : Si(OH)s. Plus le pH augmente et plus la molécule tétraédrique aura tendance a
s’ioniser. Les ions silicium tétraédriques se polymérisent et deviennent vite insolubles. Au voisi-
nage du pH neutre, ces oligopolymeéres entrent rapidement dans le domaine colloidal et peuvent
atteindre jusqu’a 10 nm. Entre pH 7 et 10, la suspension colloidale chargée négativement se stabi-
lise. Pour des pH inférieurs a 9, ¢’est la forme Si(OH)4 qui est prépondérante (Figure 2~11).
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Figure 2~11 : Schéma de prédominance des formes de la silice et de la calcite en fonction du
pH

(les fléches représentent les valeurs du pH au cours des essais batch)

b) Physico-chimie des eaux avec la calcite

La calcite se dissout dans I’eau et libére du calcium et des carbonates :

CaCO; < CO;* +Ca?" Ks=15.10"
()
Les carbonates se comportent alors comme une base faible :
H,CO; + H,0 & HCO5 ™ +H;0" pKa =6,5
HCO;™ + H,0 <> CO;* +H;0* pKa = 10,5

©e 60 =
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Donc, pour des pH inférieurs & 6,5, c’est la forme neutre de la calcite qui est majoritaire. Dans
les autres cas, la calcite se présente sous la forme d’un anion (Figure 2~11).

¢) Conséquences de la physico-chimie

Le pH a été mesuré dans les tubes en présence des sables utilisés pour les essais batch. De fagon
générale, le pH varie autour de 4 pour le sable siliceux traité, autour de 6,5 pour le sable siliceux
naturel et autour de 8,5 pour le sable calcaire naturel (Figure 2~11).

Ainsi, le pH de toutes les solutions est inférieur a 9 et la silice est donc sous une forme dissoute
électronégative. En ce qui concerne la calcite, la forme prédominante des carbonates est donc
I’anion hydrogénocarbonate, HCO; (Figure 2~11). Or, les oocystes présentent également une
charge de surface négative a ces valeurs de pH [DROZD & SCHWARTZBROD, 1996] (§ 2~2.3). En
conséquence, nous pouvons supposer que les oocystes subissent des répulsions électrostatiques
(Encadré 4), ce qui freine voire empéche leur adsorption. Cette répulsion semble relativement im-
portante, puisque 1’on n’observe pas de fixation, ni sur le sable siliceux naturel (présence de feld-
spaths qui donne une plus grand force ionique a ’eau), ni sur le sable calcaire naturel (présence de
kaolinite). En outre, la dissociation de la calcite libére des ions Ca®*, ce qui pourrait diminuer le
potentiel z&ta des oocystes (Encadré 3) et permettre une 1égére adsorption.

2~5.3 - Autres essais batch

Les essais batch ont été poursuivis dans deux optiques : modifier les conditions dans la phase
aqueuse des tubes et rechercher un substrat plus propice a 1’adsorption.

a) Ajout de Ca**

L’ajout d’un sel de calcium (chlorure de calcium) a 10% M/l, dans les tubes d’essai, permet
d’augmenter le nombre de cations (la concentration du calcium est ainsi 7 fois plus élevée qu’avec
le sable calcaire) et, de surcroit, la force ionique de la phase aqueuse. Ainsi, les propriétés de sur-
face de la matrice solide et des oocystes doivent s’en trouver modifiées, ce qui pourrait rendre pos-
sible un phénomene d’adsorption. Cependant, les résultats obtenus sont peu convaincants. Les
points oscillent et, pour un méme échantillon, les comptages divergent. Lors des comptages, il a pu
étre remarqué que la quasi-totalit¢ des lames présentaient un nombre relativement élevé d’amas
d’oocystes. L hypothése avancée est qu’en présence de calcium, les oocystes s’agrégent, ce qui ren-
drait inefficace I’homogénéisation dans les tubes avant les prélévements. Les échantillons ne se-
raient alors pas suffisamment représentatifs. Cette propriété des oocystes a s’agréger a été notée par
d’autres équipes de recherche (groupe de discussion on line). On peut supposer également que c’est
ce méme phénomeéne qui est responsable des coefficients de variation importants lors de 1’essai
batch avec le sable calcaire naturel (Figure 2~10).

e 6l e



CHAPITRE 2 ESSAIS BATCH :
ETUDE DE L’ADSORPTION

b) Essai avec de la bauxite

WALKER & MONTEMAGNO (1999) ont observé une adsorption sur de 1’oxyde d’aluminium III

(AL O3) (§ 2~2.3). Or, dans la nature, I’alumine se trouve essentiellement dans la bauxite dont elle
est un composant majoritaire (§ 2~3.1).

Un essai a donc été lancé avec 11 mg de bauxite en poudre, les oocystes baignant alors dans une
suspension colloidale de bauxite. Il convient alors de rajouter une étape au protocole de 1’essai
batch. Il semble en effet nécessaire, avant de prélever, de séparer les oocystes libres et les oocystes
éventuellement li€s a la bauxite. Les travaux de MEDEMA ef al. (1998) ont montré que la vitesse de
sédimentation des oocystes liés avoisinait la vitesse de sédimentation du substrat sur lequel ils
¢taient fixés. Nous avons déterminé, a I’aide d’un spectrophotomeétre, qu’un repos de 30 minutes du
tube permet de faire sédimenter plus de 95 % de la bauxite. Or, en 30 minutes, les oocystes libres ne
sédimentent quasiment pas [MEDEMA et al. (1998]. En faisant I’hypothese que les oocystes peuvent
se fixer sur tous les types de grains (aucune influence de la taille du substrat), le calcul de la fraction
fixée sur la bauxite se fait donc sur 95 % de la masse de bauxite introduite, soit 10,45 mg.

Les résultats de 1’essai batch avec la bauxite montrent que les déficits dans le surnageant sont
compris entre 1,5 % et 20,6 % (Figure 2~12). En effet, au bout de 5 minutes et de 30 minutes, la
perte dans le surnageant est respectivement de 19,9 % et de 20,6 %. Ces résultats, proches de la
valeur de perte significative, pourraient indiquer une adsorption. Cependant, la valeur intermédiaire
a 15 minutes est de 1,5 % et la perte au niveau du témoin de répétabilité est également de 20,6 %.
En outre, tous les autres points de la cinétique sont inférieurs a 10 % de perte. Par conséquent, au vu
de I’ensemble des résultats, de I’allure générale de la cinétique d’adsorption obtenue et des incerti-
tudes, nous ne pouvons pas conclure qu’il y ait adsorption. Rappelons que dans leurs travaux
WALKER & MONTEMAGNO (1999) ont trouvé une adsorption de seulement 4 % sur de I’alumine de
synthese avec des oocystes viables. Par ailleurs cette valeur est discutable, étant donné la technique
de titrage utilisée. En effet, selon les travaux de BENNETT ef al. (1999), la description de cette tech-
nique nous laisse présager une faible précision (§ 2~2.3).
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Figure 2~12 : Résultats de I’essai batch avec de la bauxite
(les barres d’erreur représentent le coefficient de variation des points de mesures)
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¢) Essai avec de Dillite

Un essai a été conduit avec le sable siliceux traité mélangé avec 1 % d’illite, soit 11 mg. Afin
d’6ter tout doute sur I’effet éventuel de ’action mécanique du sable sur le processus d’adhésion des
oocystes, deux tubes ont été ajoutés avec uniquement de I’illite en suspension dans 1’eau, les
oocystes baignant alors dans une suspension colloidale d’illite. Comme pour la bauxite, il est
nécessaire de séparer les oocystes libres et les oocystes éventuellement liés a I’illite avant de
prélever. Nous avons déterminé qu’un repos de 20 minutes du tube permet de faire sédimenter plus
de 80 % de I’argile. En faisant de nouveau I’hypothése que les oocystes peuvent se fixer sur tous les
types de grains d’argiles (aucune influence de la taille du substrat), le calcul de la fraction fixée sur
’argile se fait donc sur seulement 80 % de la masse d’illite introduite soit 8,8 mg.

Les déficits dans le surnageant dans les deux tubes contenant seulement 1’illite sont de 8,8 % au
bout de 1 heure et de -4,9 % au bout de 3 heures (Figure 2~13), donc largement inférieurs au déficit
significatif. Il semblerait donc qu’il n’y ait pas d’adsorption. Avec le sable siliceux traité et I’illite,
durant les deux premicres heures, les déficits dans le surnageant sont compris entre -7,9 % et
15,3 % (Figure 2~13), également inférieurs a la valeur significative. Il semblerait, donc, qu’il n’y ait
pas d’adsorption. Par contre, au bout de 3 heures d’essai, le déficit dans le surnageant est de 21,4 %.
Or, un échantillon a également été prélevé au bout de 48 heures (non représenté sur la figure). La
perte dans le surnageant déterminée est de 11,0 % (CV de 28,3 %). De plus, le tube ne contenant
que de I’illite échantillonné au bout de 3 heures indique une perte dans le surnageant de -4,9 %
(Figure 2~13). Par conséquent, au vu de I’ensemble des résultats, de I’allure générale de la cinétique

d’adsorption obtenue et des incertitudes, nous ne pouvons pas conclure qu’il y ait adsorption, méme
au bout de 48 heures.
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Figure 2~13 : Résultats de I’essai batch avec de Dillite
(les barres d’erreur représentent le coefficient de variation des points de mesures)

Ce résultat peut étre expliquer par la structure de 1’argile. En effet, Iillite est un phyllosillicate
avec un cation (K" interfoliaire (2~3.2a). Cependant, le réseau cristallin est bien structuré et stable
(argile trés peu gonflante). I1 y a donc trés peu d’échange d’ions. Bien que des ions Al" soient insé-
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rés dans les feuillets de silice, cette argile semble peu propice a d’éventuelles fixations des oocystes
méme au niveau des ions aluminium, sirement en raison des feuillets électronégatifs de la silice.

d) Essai avec de la montmorillonite

Un essai a été pratiqué avec 11 mg de montmorillonite, les oocystes baignant alors dans une
suspension colloidale de montmorillonite. Comme pour la bauxite et ’illite, il est nécessaire de
séparer les oocystes libres et les oocystes éventuellement liés a la montmorillonite avant de
prélever. Nous avons déterminé qu’un repos de 45 minutes du tube permet de faire sédimenter plus
de 65 % de I’argile. En faisant de nouveau I’hypothése que les oocystes peuvent se fixer sur tous les
types de grains d’argiles (aucune influence de la taille du substrat), le calcul de la fraction fixée sur
I’argile se fait donc sur seulement 65 % de la masse de montmorillonite introduite soit 7,15 mg.

Les résultats de 1’essai batch avec la montmorillonite montrent que les déficits dans le surna-
geant sont compris entre -2,2 % et 9,2 % (Figure 2~14), donc largement inférieurs a la valeur signi-
ficative, a ’exception de I’échantillon a 30 minutes qui indique une perte de 22,8 %. Cependant, au
vu de I’ensemble des résultats, de 1’allure générale de la cinétique d’adsorption obtenue et des incer-
titudes, nous ne pouvons pas conclure qu’il y ait adsorption.
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Figure 2~14 : Résultats de I’essai batch avec de l1a montmorillonite
(les barres d’erreur représentent le coefficient de variation des points de mesures)

2~6 - CONCLUSION

Que ce soit sur un substrat siliceux, calcaire, feldspathique, argileux ou alumineux, dans des
conditions salines ou non, aucun essai batch réalisé n’a pu mettre en évidence de fagon certaine un
quelconque phénomeéne d’adsorption. Aucune loi de partage ne peut donc étre déterminée. Ces ré-
sultats sont en accord avec les travaux de WALKER & MONTEMAGNO (1999), qui concluent sur
I’hypothése que les oocystes intacts se comportent comme des colloides biologiques sans réel site
de fixation. De méme, nos résultats ne sont pas contradictoires avec ceux de MEDEMA ef al. (1998),
puisque 1’adsorption observée lors de leurs essais s’est pour 1’essentiel produite sur de la matiére
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organique en suspension [MEDEMA, communication personnelle]. Reste cependant que les séries
d’expériences en essais batch, a défaut de révéler un phénomene d’adsorption ont tout de méme
montré la probable influence de la charge ionique sur la paroi des oocystes. En effet, nous avons

observé une tendance des oocystes & s’agréger lorsque nous avons augmenté la charge ionique par
’ajout de chlorure de calcium.

En outre, ces essais batch nous ont permis de mettre au point un protocole
d’immunofluorescence adapté a nos besoins. Il en découle cependant que les essais batch ont dii
étre recommencés plusieurs fois, en fonction de I’avancement de la mise au point de notre protocole
d’immunofluorescence, et que la précision des titrages ne correspond pas pour tous les essais a celle
décrite dans le chapitre 1. Néanmoins, méme si les titrages réalisés ne présentaient pas une grande
précision, I’ensemble des essais réalisés n’a pas révélé de variation en oocystes importante dans le
surnageant. C’est pour cette raison que nous n’avons pas recommencé nos essais batch une fois le
protocole définitif d’immunofluorescence fixé. Par contre, ¢’est ce protocole qui a été utilisé par la

suite lors des essais en colonne, menés pour étudier le comportement des oocystes en conditions
dynamiques.
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CHAPITRE 3

ESSAI EN COLONNE A
CIRCULATION FERMEE :
DEVELOPPEMENT NOVATEUR
ET SIMULATIONS

RESUME

L’étude du transport d’éléments pathogenes comme les oocystes requiert la mise en place d’un
protocole original d’essai en colonne. En effet, dans un souci d’économie en micro-organismes et
de sécurité vis-a-vis de ’environnement, il est quasiment obligatoire de minimiser le nombre
d’oocystes et donc de travailler avec un faible volume de suspension. C’est pourquoi, et bien que
d’une mise au point plus complexe, nous avons développé un essai en colonne a circulation fermée.
L’interprétation des résultats de cet essai est cependant plus ardue que celle des résultats d’un essai
classique en colonne ouverte. Elle réclame le développement d’un code de calcul. Par conséquent,
avant la mise au point du protocole expérimental, nous nous sommes assurés de la résolution
numérique. Nous avons choisi de résoudre ’advection et la dispersion par marche au hasard, la
filtration avec une solution analytique et le mélange dans le réservoir par une méthode semi-
analytique. Nous avons alors pu programmer notre modele et le valider. La validation du modéle
s’est faite en plusieurs étapes : la colonne seule, le réservoir et I’ensemble du systéme. Il en ressort

que nos simulations numériques de I’essai en colonne a circulation fermée fournissent des résultats
trés satisfaisants.

Il y a ceux qui voient les choses telles qu'elles sont et se demandent "Pourquoi?”.
Et il y a ceux qui imaginent les choses telles qu'elles pourraient étre

et se disent "Pourquoi pas?”.

George Bernard SHAW (1856-1950),

écrivain irlandais.

(Prix NOBEL de littérature en 1925)
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3~1 - INTRODUCTION

Les essais batch n’ont révélé aucun phénoméne d’adsorption. Il convient dorénavant de mettre
en évidence un autre mécanisme de rétention : la filtration colloidale. Pour cela, il est intéressant de
mener des essais en colonne. I1 s’agit d’expériences réalisées dans des conditions dynamiques donc
plus proches de la réalité. Nous avons décid€, dans un souci d’économie en oocystes et de sécurité
vis-a-vis de ’environnement, de développer un essai en colonne a circulation fermée. En effet, un
tel essai permet de travailler avec un volume faible de solution dopée en oocystes. Cependant, ce
type d’essai ne s’interpréte pas par les techniques classiques de dépouillement. Aussi, il a été décidé
de développer un modele numérique de 1’essai en colonne a circulation fermée. Les résultats des
simulations ont ensuite été validés a partir de solutions analytiques existantes (pour des cas simples)
et de résultats expérimentaux. Une fois ce modele mis au point et validé, nous sommes intéressés au
choix de la technique de détermination des parameétres hydrodynamiques.

3~2 - CONSEQUENCES D’UNE CIRCULATION FERMEE

L’étude du transport d’éléments pathogénes comme les oocystes au sein d’une colonne de milieu
poreux nous a contraint a développer un protocole d’essai en colonne original (Figure 3~1). En ef-
fet, dans un souci d’économie et de sécurité, il est intéressant de minimiser le nombre d’oocystes
manipulés et donc de travailler avec un faible volume de solution dopée. C’est pourquoi, il est appa-
ru utile de « recycler » le fluide en sortie de colonne et donc de mettre en place une circulation fer-
mée. Le nombre d’oocystes est ainsi minimisé. Cette contrainte fait apparaitre, néanmoins, le pro-
bléme du choix de la zone de prélévements et de la technique d’interprétation des résultats.

Prélevements

Cc () : concentration de la suspension
sortant de la colonne (oocystes/ml)

G, (1) : concentration de la suspension
entrant dans le réservoir (oocystes/ml)

Cg4(t) : concentration de la suspension

Réservoir sortant du réservoir (oocystes/ml)

Cg (t) :concentration de la suspension dans
le réservoir (oocystes/ml)

Vi (1) : volume du réservoir [L?]

jj Colonne de q  :débit volumique [I3T-1]
, milieu poreux g  :porosité cinématique du milieu poreux
i saturée gl

o, :coefficient de dispersivité
longitudinale [L]

mg : masse de milieu poreux [M]

L  :longueur du milieu poreuxdans la
colonne [L]

Vp :volume de pores du milieu poreux

Figure 3~1 : Schéma du dispositif de I’essai en colonne a circulation fermée
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3~2.1 - Choix d’une zone de prélévements

Il est nécessaire d’avoir une zone de prélévements, puisqu’une mesure de la concentration en li-
gne n’est pas possible. La solution que nous avons adoptée est ’insertion d’un réservoir (Figure
3~1). Outre un avantage conséquent sur les prélévements (rapides et simples a effectuer), ce dispo-
sitif assure le maintien de la saturation en solution du circuit. Toutefois, il faudra alors maitriser les
conditions expérimentales a I’intérieur du réservoir.

3~2.2- Nécessité d’un modéle numérique

De nombreuses solutions, aussi bien analytiques que numériques, existent dans la littérature pour
des géométries et des conditions aux limites et initiales variées, afin d’estimer, a partir de résultats
expérimentaux, les parameétres hydrodynamiques d’essais en colonne [BUES & ZILLIOX, 1990].
Dans notre configuration (circuit fermé), il a été nécessaire de développer une technique
d’interprétation basée sur 1’ajustement de courbes obtenues numériquement sur les points
expérimentaux acquis au niveau du réservoir.

En effet, habituellement, les résultats des essais en colonne sont obtenus en sortie de colonne
ouverte et par ajustement des paramétres de transport (dispersivité, coefficient de filtration
colloidale, vitesse moyenne de pore, ...) une courbe théorique est calée sur les points
expérimentaux. La courbe théorique est obtenue par des méthodes analytiques (solution de
1’équation de transport possible dans des conditions particuliéres) ou numériques (e.g. : différences
finies, ...).

Dans notre cas, il est extrémement difficile de déterminer les parametres de transport en
résolvant les équations décrivant le systéme de maniére analytique et cela pour plusieurs raisons :

. le systéme est en circuit fermé (la concentration en entrée de la colonne est donc fonction
de celle en sortie),

« les conditions aux limites pour la colonne sont variables (e.g. : concentration en oocystes
en entrée de colonne) et tout établissement d’une solution analytique est par conséquent
extrémement ardu,

. pour I’essai avec la solution dopée en oocystes, les points expérimentaux correspondent a
la concentration dans le réservoir. La relation entre la concentration dans le réservoir et la
concentration en sortie de colonne est loin d’étre triviale.

C’est pour cela que nous avons décidé de développer un modele numérique afin de déterminer
les paramétres du transport a travers la colonne a partir de I’évolution de la concentration dans le
réservoir.
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3~3 -MODI:ELE NUMERIQUE DE L’ESSAI EN COLONNE A CIRCULATION
FERMEE

Nous avons résolu numériquement les équations qui régissent le transport dans 1’ensemble du
circuit. Comme mentionné en début de chapitre précédent (§ 2~2), nous avons opté pour assimiler
les oocystes de C. parvum a des colloides biologiques. Le transport de particules colloidales repose
sur I’€criture du bilan de masse appliqué & un milieu poreux. Ce bilan fait apparaitre plusieurs mé-
canismes qui peuvent se partager en deux parties, le déplacement et les termes « puits/source »
(dont la rétention). Nous avons choisi de résoudre séparément ces deux types de phénomenes.

Ainsi, nous avons, dans un premier temps, modélisé le déplacement a travers la colonne de
milieu poreux saturé en eau, puis, dans un deuxiéme temps, les termes « puits/source » et, dans un
troisiéme temps, 1’évolution de la concentration dans le réservoir [MARLY et al., 2001].

3~3.1 - Modélisation du déplacement dans la colonne seule : technique de marche au
hasard

Un colloide biologique se déplace avec le fluide et est donc soumis a I’advection. De plus,
comme pour un soluté, il faut aussi prendre en compte les phénomenes de dispersion hydrodynami-

que. Quelques éléments concernant 1’advection et la dispersion hydrodynamique sont donnés dans
I’Encadré 5.

Il est nécessaire parfois de prendre en compte la mobilité propre du micro-organisme. En effet,
certains d’entre eux sont capables de se déplacer dans une phase liquide en utilisant un organite de
locomotion (flagelle, cils, ...) ou en réponse & une attraction chimique. Ce dernier type de mouve-
ment est spécifique aux bactéries qui se déplacent vers les nutriments. Or, la forme de dissémination
de C. parvum est un oocyste qui se forme lors de la phase d’enkystement de son cycle de dévelop-

pement (§ 0~3.2). L’oocyste de C. parvum ne posséde aucun organite de locomotion et ne peut
donc se déplacer seul.

Les seuls phénoménes régissant le déplacement & prendre en compte sont donc I’advection et la
dispersion. En positionnant un lit de billes en entrée de colonne (qui permettra d’uniformiser la
concentration sur toute la section de la colonne) et en choisissant judicieusement la géométrie de
cette derniere, I’écoulement peut étre considéré comme globalement monodimensionnel. L.’équation
d’advection-dispersion en 1D au sein d’un milieu poreux (homogeéne, isotrope et incompressible) se
présente sous la forme :

2
a%(zoc = DL aai%oc =~ Vpore a(;;)(oc (3~1)
avec Cooc :la concentration en oocystes dans la suspension (oocystes/ml),
 Vpore : la vitesse moyenne de pore (m/s),
Dy :le coefficient de dispersion longitudinale (Dr. = Di;) (m%/s),
t : le temps (s),
X : la position dans la colonne (m).

W=
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Encadré 5 : L'ADVECTION ET LA DISPERSION HYDRODYNAMIQUE

Advection

L'advection, connue également sous le nom de convection (e.g.: DE MARSILY, 1981), correspond a
I'entrainement des éléments en solution dans le mouvement du fiuide qui se déplace.

Dispersion hydrodynamique

La dispersion hydrodynamique correspond a la combinaison de deux processus: la diffusion moléculaire
et la dispersion dynamique. La diffusion moléculaire est un mécanisme physique li€ a I'agitation
moléculaire. Dans un fluide au repos, les particules se déplacent dans toutes les directions de I'espace
par mouvement brownien. La résultante de cette agitation moléculaire est un transfert de particules des
zones a concentration élevée vers les zones a concentration faible. La dispersion dynamique est un
mécanisme de méiange d0 essentiellement a I'hétérogénéité du champ des vitesses microscopiques
FRIED & COMBARNOUS, 1971]. Trois mécanismes principaux sont impliqués, a savoir :

ll » Au niveau des canalicules, entre les agrégats, les vitesses ne sont

Distribution pas réparties uniformément dans la fraction mobile. En régime
! parabolique laminaire, T'écoulement suit un profil de type POISEUILLE. La
| des \itesses - propagation des éléments transportés esft alors plus rapjde dans
| POISEUILLE l'axe des pores que sur les bords, ce qui conduit a un étalement

\ progressif des éléments transportés par rapport au mouvement
] moyen de convection.

« La différence des ouvertures et des longueurs des trajets engendre
une variation des vitesses d’'un pore a l'autre ou au sein d’'un méme
pore.

« Les lignes de courant fluctuent par rapport & la direction de
I'écoulement.

Chacun de ces processus agissant simultanément tend & séparer deux particules de fluide initialement

voisines. L'expression générale des composantes du tenseur de dispersion se présente sous la forme
suivante :

Dij = (D + ar |UI) aij +
avec Dy, : coefficient de diffusion moléculaire [L2T-1],

&j  :symbole de KRONECKER [-],

at : coefficient de dispersivité transversale [L],
a_ : coefficient de dispersivité longitudinale [L],
U; Uj : composantes de la vitesse de pore [LT-1].

En se plagant dans le régime IV de PFANNKUCH (1962), i.e. : dans le cas ou la diffusion molécu-
laire est négligeable devant la dispersion dynamique (vérifié § 4~3), le coefficient de dispersion
longitudinale (Dy) peut alors s’écrire (Encadré 6) :

Dy =0y, Vpore (3~2)

avec ar : coefficient de dispersivité longitudinale (m).
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L’équation (3~1) devient alors :

3Co00 _ o°C aC

00¢ 00¢ ~
=0, Vpore axz ~ Vpore ox (3 3)

Notre choix s’est porté sur la résolution des phénomeénes advectif et dispersif par une technique
de marche au hasard. Cette résolution lagrangienne, issue de la théorie de la physique stochastique,
consiste & assimiler le nuage de polluant a un certain nombre de particules dont 1’évolution est
suivie au cours du temps. Ces particules subissent 1’ensemble de deux déplacements [KINZELBACH,
1986] :

« un premier déplacement déterministe, correspondant au mécanisme d’advection,
« un second déplacement aléatoire di au mécanisme de dispersion. Ce phénoméne aléatoire
correspond a la fluctuation de la vitesse réelle autour d’une vitesse moyenne (Figure 3~2).

Cette théorie ne peut étre validée que pour un grand nombre de particules (théorie des
grands nombres inhérente a la théorie stochastique).

Dispersion Distribution normale
longitudinale
e
i S Ecart type :o=./2 0, Viore A
: Dispersion
transversale

moyenne : X =V, At

VporeAt

A

Figure 3~2 : Schéma explicatif du phénoméne stochastique considéré
(d’aprés KINZELBACH, 1986)

Ce type de résolution se congoit bien dans notre cas, puisque le soluté est déja formé d’éléments
particulaires (un oocyste correspond a une particule). Il s’ensuit que 1’équation de transport (3~3)
est d’une forme analogue a I’équation de FOKKER - PLANCK et donc se résout par :

X(t+A) = X(0) + VoreAt + 6 [ 201 Voore AL (3~4)

ou X(t) et X(t+At) : position de la particule considérée aux temps (t) et (t+At),
& : nombre aléatoire issu d’une loi normale centrée réduite.

Lorsque la position Xj(t) de ’oocyste i est supérieure ou égale a la longueur de la colonne (L), la
particule sort de la colonne. On connait donc son temps de transfert au sein de la colonne (tr). On
stocke alors le temps de transfert de chaque particule a travers la colonne. Le résultat en sortie de
colonne est la somme des réponses a des Dirac élémentaires déterminés pour chaque injection, i.e. :
a chaque pas de temps At.
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Encadré 6 : LES REGIMES DE DISPERSION

On peut définir un nombre de Péclet moléculaire qui correspond a Vinfluence de I'advection et de la
diffusion moléculaire. |l représente le rapport du temps de diffusion moléculaire (ty = dp2/ D) sur une
distance caractéristique du milieu poreux par le temps d'advection (t, = dy2/ Vpore) SUr la méme distance,
soit : '

Vpore d
Pem=_EB;:Jl
avec  Pep,, nombre de Péclet moléculaire [-],
dp . diametre moyen des pores [L],
Vpore » Vitesse de pore [LT-1},

Dy, , coefficient de diffusion moléculaire [L.2T-1].

Par analogie au nombre de Péclet moléculaire, on définit un nombre de Péclet dynamique qui
correspond au rapport du temps de dispersion dynamique (tq = dy2/ D) sur une distance caractéristique
du milieu poreux par le temps d’advection (t; = dy2/ Vpore) sur la méme distance

Vpore dp
DL
avec  Peqy, nombre de Péclet dynamique [-],
D, coefficient de dispersion longitudinale {(dans le sens d'écoulement) [L2T-1].

Ped=

En fonction de ces deux nombres de 100

Péclet, PFANNKUCH (1962) définit T3 \

cing régimes de dispersion qui = 10 <

correspondent & la prédominance g '

des roles joués par la diffusion n_ ! P o B

moléculaire et la  dispersion & ! | ; i i

dynamique (Figure ci-contre) : - : l ' :

ynamique (Fig ) LI O S S5 A LV

102 10t 400 10* 102 103 104 105 108

Pe

m
- Le régime 1 est un régime ou la diffusion moléculaire est prépondérante. Dans ce domaine la vitesse
d'écoulement est faible et le rapport entre le coefficient de dispersion dynamique et celui de la diffusion
moléculaire (D/ Dy,) est constant. Pour un massif constitué d’'un assemblage non consolidé de grains
identiques et du fait de la tortuosité, on a :

(P_L_) _2
Dmjy 3
- Le régime Il est un régime de superposition ol la diffusion moléculaire et Ia dispersion dynamique sont
du méme ordre de grandeur.
- Le régime lll est un régime ou la dispersion dynamique est prédominante sans pour cela qu'il soit
possible de négliger la diffusion moléculaire. La partie de la courbe correspondante peut étre approchée
par une relation de la forme :

DL _(DL

————(—j +aPe,Mavec a=x05etm=~12
Dm \Dm Jg

- Le régime IV est un régime de dispersion dynamique pure. L'effet de la diffusion moléculaire devient
négligeable. La relation est la suivante :
g-L—zﬁPem avec B=18x04
m

En utilisant la définition du nombre de Péclet moléculaire, I'équation précédente devient :
' D Vpore dp S - -
sz_Dm_ d'ou : DL = 0L Vpore avec o =fdp
avec ay ,coefficient de dispersivité intrinséque longitudinale [L}.

- Le régime V est un régime ou les effets d'inertie ne sont plus négligeables. Dans ce domaine, ia loi de
DARCY n'est plus valablgi”
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3~3.2- Modélisation des termes « puits/source » dans la colonne seule

Ces termes « puits/source » dans le contexte d’un transport en milieu poreux peuvent étre
regroupés en trois familles de mécanismes [JACKSON, 1981] :
+ Des mécanismes physiques :
- filtration des éléments par les pores du milieu,
- sédimentation pour certains colloides.
« Des mécanismes géochimiques :
- complexation des ions,
- réaction acide/base,
- réaction d’oxydo-réduction,
- précipitation—dissolution,
- adsorption—désorption.
« Des mécanismes radiologiques et biologiques :
- dégradation naturelle,
- filiation (apparition d’éléments nouveaux),
- production (activité biologique).

La contribution de chacun d’eux dépend des propriétés physiques et chimiques de la matrice so-
lide et des micro-organismes. Ainsi, de la liste de ces mécanismes, ceux qui s’appliquent aux oocys-
tes de C. parvum sont la filtration, la sédimentation, I’adsorption, la dégradation et la production.
L’adsorption a été étudiée dans le Chapitre 2. De plus, I’oocyste est une forme enkystée autrement
dit une forme de dormance, i.e. : sans activité biologique. Il n’y a donc aucun processus de multipli-
cation, celle-ci ne se déroulant que dans I’hdte (§ 0~3.2). Par conséquent, les seuls mécanismes a
considérer sont la sédimentation, la dégradation et la filtration.

a) Sédimentation

MEDEMA et al. (1998) ont déterminé expérimentalement la vitesse de sédimentation dans I’eau
des oocystes de C. parvum et ils ont obtenu une vitesse inférieure & 1 mm/h. Ils ont également
montré que la vitesse de sédimentation obtenue est en accord avec la loi de STOKES, correspondant
a I’expression suivante :

Vg =% oo P.@i_e (3~5)

avec Vg : vitesse de sédimentation ou vitesse de STOKES [LT'I],
g :accélération de la pesanteur LT,
dooc : diametre des oocystes [L],

Pooc : masse volumique des oocystes [ML™],
p :masse volumique du fluide [ML™,
i :viscosité dynamique du fluide [ML'T™].

La sédimentation, i.e. : la chute gravitationnelle des oocystes dans le fluide du milieu poreux, est
donc négligeable.

oTde



b) Dégradation

Les oocystes de C. parvum libérés dans I’environnement assurent la survie du parasite dans des
conditions environnementales défavorables pour la majorité des micro-organismes. En effet, les
oocystes sont trés résistants a différents agents physiques et chimiques (§ 0~4.2). WALKER &
STEDINGER (1999) ont introduit dans leur modele hydrologique un mécanisme de dégradation des
oocystes présents dans les féces et dans 1’eau de ruissellement. Ils suggérent une dégradation du
premier ordre fortement dépendante de la température, en se basant sur les résultats des travaux de
ROBERTSON ef al. (1992) qui ont étudi€ la survie des oocystes de C. parvum sous diverses condi-
tions. Le modéle qui en découle est donc :

-v(T)At

Zk,t+At=Zk,te (3~6)

avec Z  : nombre d’oocystes de la génération k au pas de temps t,
v(T) : taux de viabilité a la température T (°C), avec pour des températures entre 4°C et
37°C, v(T) = C 10T avec C une constante égale a 10,

On peut regretter ’absence de précision dans leur publication sur les unités utilisées pour ce
modele. On peut cependant présumer a la lecture globale de leur étude les unités suivantes : le
temps t en jour, la constante C et le taux de viabilité v(T) en inverse de jour et la constante égale a
0,058 dans ’expression du taux de viabilité en inverse de degré Celsius. Avec ces unités, le modeéle
de dégradation (3~6) indique les résultats suivants (Tableau 3~1) :

Tableau 3~I : Résultats du modéle de dégradation des oocystes de Cryptosporidium parvum
(d’aprés WALKER & STEDINGER, 1999)

Jours 10 50 100
Température| so- | 190 | 20°Cc | 5°C | 10°C | 20°C | 5°C | 10°C | 20°C
Survie 98,9 % 99,5 % | 99,9 % | 94,8 % | 97,3 % | 99,3 % | 89,8 % | 94,7 % | 98.6 %

Dans un aquifére, la température de I’eau est en moyenne comprise entre 5°C et 10°C et le temps
communément utilisé pour la délimitation du périmétre de protection rapproché est de 1’ordre de
50 jours. Les résultats du modele de dégradation des oocystes de C. parvum indiquent que dans ces
conditions leur dégradation reste treés faible (Tableau 3~I) et pourra donc étre négligée.

¢) Filtration

La filtration correspond au blocage des micro-organismes transportés par des pores et canalicules
plus petits. Elle dépend des conditions d’écoulement et des caractéristiques physiques des oocystes
ainsi que du milieu. En considérant les oocystes de C. parvum comme des colloides biologiques,
nous avons donc appliqué la théorie de la filtration colloidale. Quelques éléments sur la filtration
colloidale sont donnés dans I’Encadré 7.
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Encadré 7 : LA FILTRATION COLLOIDALE

Il existe deux approches théoriques : la premiére, appelée macroscopique, est basée sur le déplacement
du front de colmatage des filtres, la seconde, appelée microscopique, cherche a décrire les mécanismes
de filtration a partir des processus éiémentaires qui ont lieu dans I'espace libre d'un milieu poreux.

Approche macroscopique
Au niveau macroscopique, le taux de filtration peut s'exprimer de deux fagons :
- Par une équation qui traduit une filtration irréversible [IwAsAKI, 1937] :

%%): “Vpore AC,

ol o : volume de particules filtrées par volume de milieu poreux [-],
Vpore . Vitesse moyenne de pore [LT-1],
A : coefficient de filtration colloidale [L-1], fonction du milieu,
Cy : volume de particule par voiume de suspension [-].

- Par une équation incluant un terme de désorption [MINTS, 1951] :

00| _
otV

ol Kkges : constante de désorption des particules sur le solide [T-1].

pore A Cv + kdes o

Un concept de collecteur a été défini : le milieu filtrant est considéré comme un ensemble de collecteurs
répartis équitablement dans des unités élémentaires de lit d’épaisseur constante. En utilisant ce concept,
la rétention de particules dans un lit filtrant peut étre considérée en terme de dép6t de particules a partir
d’'une suspension en contact avec un collecteur de géomeétrie définie. Pour un lit poreux de porosité ¢ [-] et
de diametre moyen des grains dqg [L], le coefficient de filtration est obtenu en fonction de lefficacité de

capture d’'un collecteur isolé sphérique 7 [-] et de l'efficacité de collision o [-] et s’exprime par [YAO et al.,

1871]:
3!1—8}
A= d, "
L’efficacité de capture n (comprise habitueliement entre 10-2 et 10-4) se définit comme le rapport de la
concentration de particules retenue dans la tranche de lit sur la concentration qui entre. L'efficacité de
collision a est un facteur de correction pour tenant compte les interactions électrostatiques. Idéalement, il

est égal & 1. Cependant, il apparait difficile de quantifier I'influence de la force ionique, du potentiel de
surface et du diamétre des particules sur I'efficacité de collision.

Le probleme majeur de cette approche réside dans la déterimination des coefficients o et n.

Approche microscopique

Pour palier ce probléme, I'approche microscopique s'intéresse aux forces que subissent les particules et
donc a l'analyse des trajectoires des particules. YAO et al. (1971) exprime l'efficacité de capture pour un
collecteur sphérique isolé comme la somme de trois termes de capture dus a la diffusion brownienne, a
l'interception et a la sédimentation. RAJAGOPALAN & TIEN (1976) proposent une expression de I'efficacité
de capture pour un lit de collecteur en prenant notamment en compte les forces attractives entre particule
et collecteur.

En outre, I'accumulation des micro-organismes peut affecter la taille et la géométrie des grains, les
caractéristiques de surface et donc la porosité de la matrice poreuse. En faisant I'hypothése que les
particules forment un dépét lisse uniforme autour des grains de collecteur, la taille des grains augmentent
et la porosité diminue. Le passage du flux n'est pas bloqué. La porosité du lit ¢ [-] et |a taille des grains dq
[L] s’exprime par [PENDSE et al., 1978] :

= iz j =g, - 1= =T _
dg dgo(1+ 1"5ini 1—Edep]et£ Eini ( (1 _Edep)]

ol  dgp, diameétre moyen initial des grains [L],
- ginj, porosité initiale du milieu poreux [-],
Edep, POrosité du depdt de particules [-].
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En définissant la filtration comme la rétention physique des oocystes transportés par des pores et
canalicules plus petits, il nous a semblé correct de considérer que la filtration est irréversible sous
nos conditions expérimentales. Par conséquent, ’équation exprimant la filtration des oocystes de C.
parvum au sein de la colonne se présente donc sous la forme :

00
a<‘):oc - pore A C (3~7)
avec 0y :nombre d’oocystes retenus par filtration par unité de volume de milieu poreux
(oocystes/ml),
Cooc : nombre d’oocystes par unité de volume de suspension (oocystes/ml),
A :coefficient de filtration colloidale (m™),

Vpore - Vitesse moyenne de pore (m/s).

L’équation (3~7) se résout simplement :
Nf = NO exp(_vpore A tT) (3~8)

ou Njp :nombre d’oocystes entrant dans la colonne (oocystes),
Nr :nombre d’oocystes sortant de la colonne, aprés filtration (oocystes),
tr :temps de transport des N oocystes au sein de la colonne (s).

3~3.3 - Modélisation de la colonne seule : bilan du déplacement et de la rétention

Les phénoménes a prendre en compte lors du transport des oocystes dans une colonne de milieu
poreux saturé, homogéne et incompressible sont donc :

« d’un point de vue mécanique : I’advection et la dispersion,
« d’un point de vue rétention : ’adsorption et la filtration.

On peut alors résumer [’ensemble de ces mécanismes sous la forme d’une équation
phénoménologique :

Variation de la

concentration | __ . Dispersion { . } { I }
a0 sein du — { Advection } -+ dynamique —~+4 Adsorption -4 Filtration
milieu poreux

L’advection et la dispersion dynamique sont déterminés par 1’équation (3~3). Lors des essais
batch, nous n’avons pas pu mettre en évidence un phénomene d’adsorption. Nous avons donc opté
de ne pas la prendre en compte. Il reste alors la filtration, dont 1’équation (3~7) en donne
I’expression. L’équation du transport 1D des oocystes de C. parvum dans une colonne de milieu
poreux saturé, correspondant a I’équation phénoménologique écrite ci-dessus est donc :

oC o°C oC
___a_z_q_c_ = Vpore aL axgoc - Vpore a)o(oc - Vpore )\‘ Cooc (3~9)

A tout instant, la concentration en oocystes élués est obtenue en combinant les équations (3~4) et
(3~8). Le temps de transport des oocystes au sein de la colonne (t7) est alors obtenu en additionnant

e Tl=
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les pas de temps élémentaires nécessaires pour que la position de la particule soit supérieure a la
longueur de la colonne (L). Ainsi, par ajustement des courbes obtenues numériquement et des
points expérimentaux mesurés au niveau du réservoir, on pourra obtenir le coefficient de filtration
colloidale (A). Deux possibilités sont alors envisageables :

« déterminer, par ajustement des courbes, I’efficacité de collision (o) et calculer I’efficacité
de capture (1) par une des formules empiriques existantes, puis calculer le coefficient de
filtration colloidale (Encadré 7),

« déterminer directement, par ajustement des courbes, le coefficient de filtration colloidale.

L’expression du coefficient de filtration colloidale a partir de I’efficacité de collision et de
’efficacité de capture a été déterminée dans un cas particulier (Encadré 7), qui ne correspond pas a
notre situation [YAO ef al., 1971]. Par conséquent, la détermination du coefficient de filtration col-
loidale sera donc faite par voie directe. Le principe utilisé dans le modéle est de simuler I’ensemble
de ’essai et de déterminer la courbe numérique la plus proche des points expérimentaux obtenus au
niveau du réservoir. A partir d’une valeur imposée initialement, le modéle fait varier le coefficient
de filtration colloidale par dichotomie, jusqu’a ce que la moyenne des écarts entre les points expé-
rimentaux et les valeurs numériques obtenues par la simulation soit inférieure a une valeur fixée par
I’utilisateur. Notons que la discrétisation temporelle utilisée dans le modele ne permet pas d’obtenir
une courbe « continue » mais un nuage de points. Ceci nous a incité a utiliser une technique de mi-
nimisation de la moyenne des écarts. La Figure 3~3 représente I’influence du coefficient de filtra-
tion colloidale sur les résultats des simulations numériques, avec en abscisses un temps réduit —
volume ¢€lué (V) sur volume de pore (Vp) — et en ordonnées une concentration réduite — concentra-
tion dans le réservoir (Cr(t)) sur concentration initiale dans le réservoir (Cro) —

100%
90%
80%
70%
60%
50%
& 40%

(t)/Cro

30%
20%

Coefficient de filtration
10% colloidale augmente

0% ~ | emm

0 2 4 6 8 10
V/Vp

Figure 3~3 : Evolution de la concentration réduite dans le réservoir - Influence du coefficient
de filtration colloidale sur les résultats des simulations numériques
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Une variation du coefficient de filtration colloidale induit toujours une variation dans le sens
contraire au niveau de la courbe numérique. En effet, comme le montre la Figure 3~3, une augmen-
tation du coefficient de filtration colloidale entraine un abaissement de la courbe numérique. En
conséquence, la détermination de ce coefficient par dichotomie est justifiée.

Etant donné la taille des oocystes et le fait que le protocole de ’essai en colonne 4 circulation
fermée nous permet d’utiliser une faible quantité d’oocystes, nous pouvons négliger I’effet du dépot
des oocystes sur les caractéristiques du milieu poreux (porosité et diamétre moyen des grains sont
considérés constants pour chaque essai) (Encadré 7 et § 4~2.1d).

3~3.4 - Modélisation du réservoir : mélangeur idéal
L’équation du bilan de masse dans le réservoir est (Figure 3~1) :

4 Cal§)= Cry) + Vo0 <20

(3~10)

ou q : débit volumique (ml/s),
Cre(t) : concentration du soluté entrant dans le réservoir (oocystes/ml),
Crs(t) : concentration du soluté sortant du réservoir (oocystes/ml),
Cr(t) : concentration du soluté dans le réservoir (oocystes/ml),
Vr(t) : volume du réservoir variable en raison des prélévements (ml),
t : temps (s).

L’hypothése faite est de considérer le réservoir comme un mélangeur idéal, ie. : que la
concentration du fluide qui en sort Cgs(t) (oocystes/ml) est & tout moment égale a la concentration
dans le réservoir Cg(t) (oocystes/ml). L’équation (3~10) devient alors :

1 dG(®

BO dt +Cr () =C (D) avec B(t)=

q
Vi (D) @~1D)

L’équation (3~11) justifie la décision de modéliser le transport dans ’ensemble du circuit. En ef-
fet, lors d’un essai, ¢’est I’évolution de la concentration dans le réservoir Cr(t) qui est mesurée.
Supposons que la concentration en sortie de colonne Cc(t) corresponde a la concentration qui entre
dans le réservoir Cge(t), avec un temps de retard dfi aux tuyaux (Figure 3~1). Alors, pour obtenir
directement 1’évolution de la concentration en sortie de colonne a partir de celle dans le réservoir, il
faudrait dériver les résultats expérimentaux, ce qui exigerait un grand nombre de mesures et une
meilleure précision du titrage. Or, la technique de titrage utilisée exige beaucoup de temps et elle ne
présente pas une précision importante, donc cette solution est difficilement envisageable (§ 1~2).

Les prélévements étant réalisés ponctuellement, la fonction Vy(t) est donc une distribution du
type « créneau » (Figure 3~4).

L’équation (3~11) est résolue sur des intervalles de temps, i.e. : les paliers ou Vg(t) est constante.
On travaille donc par intervalle i ou B(t) = B; est constant.

i
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Figure 3~4 : Représentation de la fonction « créneau » Vi(t)
La solution générale de cette équation différentielle est la suivante :

Cy(®)=A()e™! (3~12)
et dccﬁ(t) (dA(t) B. A(t)) (3~13)
En combinant les équations (3~11), (3~12) et (3~13) on obtient :

LO_p et rt) (3~14)

Sy . dA®) L, :
En discrétisant par rapport au temps, on estime 3 2 I’aide de la formule des accroissements

finis. L expression fournissant le plus de précision pour le pas de temps (k At) est :

[dA®] _ AlGk+1) At)-A((k-1) At)

| dt |k At 2At

(3~15)

Cependant, ’expression (3~15) nécessite de connaitre la valeur de A(t) au pas de temps
précédent, mais aussi au pas de temps suivant. Une autre alternative consiste a écrire, pour le pas de
temps (k At) :

dA@®)| _ Alk At)-A((k-1) At) N
dt . At (3-16)
dA®)|  _ Al(k+1) At)— A(k At) _
at |, At (3~17)

En additionnant alors 1’expression (3~16) pour le pas de temps (k At) et I’expression (3~18) pour
le pas de temps ((k-1) At), on obtient :
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v k- vk
Ak = AR A—%—A— At (3~18)

en notant : ‘ﬂt—)—

_A'k Ak
A=A et AGkAy=A

kAt

Par conséquent, les équations (3~14) et (3~18) donnent :

B, Ca((k-1) At)ePi CDALE € (K Af) Fi kA

Ak =AF 4 5 At (3~19)

L’expression de la concentration dans le réservoir par pas de temps sur chaque intervalle i a
partir de I’équation (3~12) donne :

Cr(k At)=Ak ePika (3~20)
Les constantes A sont calculées par récurrence grice a 1’équation (3~19) a partir des conditions
initiales, qui changent & chaque prélévement :
- avant le premier prélévement : A’ = Cgo = Cr(0),
« aprés le prélévement i au pas de temps (k At) : A¥ = Cr(k At) Pi¥ 4,

Ainsi, le nombre de particules sortant du réservoir est calculé par itération & chaque pas de temps
avec les équations (3~19) et (3~20) (Figure 3~5).

Cre(kAt) : Nombre de particules
entrant dans le réservoir au pas de

—
temps kALt. @

Calcul de A¥ par récurrence

Condition initiale :
A = Cgq = Cg(0)

Vg varie et
k k-1 A'k-l-f-A'k ﬁ—_—q/v
AP=A"" 4+t O At R
2 Ak = Cp(kAt) e BKAt
avec A' = B e PR CL (KAT)

Prélevements

Calcul du nombre de particule sortant du
réservoir au pas de temps kAt
(hypothése de mélangeur idéal)

Soit : Cg(kAt) = Ak ¢ - Bkat

Figure 3~5 : Détail de I’algorithme - Calcul de la concentration de sortie de réservoir
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3~3.5 - Modélisation de la colonne a circulation fermée : sommation des réponses a des
Dirac élémentaires

Supposons que la concentration en oocystes entrant dans le réservoir Cre(t) (oocystes/ml) soit
égale a la concentration sortant de la colonne Cgy(t) avec un retard attribué au temps de parcours
dans les tuyaux. De méme, avec un délai correspondant a la longueur des tuyaux, la concentration
en oocystes sortant du réservoir Cry(t) (oocystes/ml) est €gale a la concentration entrant dans la co-
lonne Cce(t). La dispersion dans les tuyaux due a la forme parabolique des champs de vitesse (profil
type POISEUILLE, Encadré 5) est donc négligée. Ce temps de retard est calculé pour chaque tuyau en
divisant le volume du tuyau considéré par le débit volumique de 1’essai.

Dans le systéme « a circulation fermée », un nombre variable de particules entre dans la colonne
a chaque pas de temps élémentaire. Les réponses a des Dirac élémentaires calculées seront donc
variables en fonction du nombre de particules entrant. La courbe d’élution est la somme des répon-
ses a des Dirac élémentaires a pic variable occasionnées aux temps précédents (Figure 3~6).

Sommation :
"échelon" en sortie

Réponses a un
Dirac ¢lémentaire

Nombre de particules

Figure 3~6 : Schéma explicatif - Sommation des réponses a des Dirac élémentaires dans le cas
d’une injection variable a chaque pas de temps élémentaire

3~3.6 - Algorithme et programmation

La méthode utilisée pour réaliser le programme, outre les techniques de modélisation détaillées
dans les paragraphes précédents, est une discrétisation temporelle (la durée totale du calcul est
divisée en pas de temps élémentaires). De plus, le nombre de particules imposé au départ régit la
sensibilité du résultat des simulations.

La difficulté majeure rencontrée dans cet algorithme est due a la multiplicité des variables physi-
ques considérées. En effet, les équations mathématiques qui sont utilisées dans le code de calcul
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font intervenir respectivement une position élémentaire (marche au hasard), un nombre (filtration)
et une concentration (mélange dans le réservoir).

Or, il convient de remarquer que ces trois notions peuvent aisément s’utiliser a tour de role. En
effet, en ce qui concerne la modélisation du transport au sein de la colonne, la position de chaque
particule est connue au temps t. A tout moment, on peut donc revenir au nombre de particules
éluées, i.e.: a un nombre par pas de temps élémentaire. A débit volumique et pas de temps

constants, le nombre d’oocystes qui traversent un volume en un temps At et la concentration sont
proportionnels.

L’algorithme suivant (Figure 3~7) synthétise les commentaires des paragraphes précédents.

Enregistrement du nombre

Courbes
d'oocystes entrant dans la colonne

numériques

Condition initiale
(concentration dans
le réservoir)

Prise en compte du phénoméne
de mélange au sein du réservoir

R()

Calcul de la position de chaque [ X<l ]
oocyste au sein du la colonne.

Marche au hasard_:
X(t+At) = X))+ oAt + 2(vaporeAt

Enregistrement du temps de sortie de
la colonne pour chaque oocyste

qCRe 1) = qCRr M) + VR®)

Pour tous
. les oocystes

Enregistrement du nombre

d'oocystes entrant dans le réservoir
L

Prise en compte de la filtration :
Nf = NO exp( _Vpore A f’r)

Figure 3~7 : Algorithme sommaire du programme de I’essai en colonne a circulation fermée

Ainsi, les calculs sont réalisés sur I’ensemble de la durée des simulations par pas de temps
itératifs. Le nombre de particules dans le réservoir et en sortie de colonne est enregistré a chaque
pas de temps.

Le programme a été écrit en langage C a I’aide du logiciel Microsoft® Visual C++ version 6.0.
Le programme permet de réaliser I’ajustement des courbes numériques avec des points expérimen-
taux (§ 3~4.2). Il prend également en compte d’éventuels prélévements dans le réservoir. Une inter-
face réalisée sous Microsoft® Visual Basic version 6.0 permet de constituer tous les fichiers
d’entrée nécessaires avec des feuilles Microsoft® Excel, et renvoi les fichiers de sortie, contenant
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les concentrations pour chaque pas de temps aux points d’enregistrement sélectionnés, dans un clas-
seur Microsoft® Excel.

3~4 - ESTIMATION DES PARAMETRES HYDRODYNAMIQUES

L’estimation des parametres hydrodynamiques (débit volumique, porosité cinématique et
coefficient de dispersivité longitudinale) s’obtient par calage sur les données expérimentales d’un
tragage au NaCl. Nous avons donc, dans un premier temps, cherché les paramétres qui influencent
nettement 1’évaluation du coefficient de filtration colloidale. Dans un deuxiéme temps, nous avons
déterminé la technique d’ajustement adéquate. Enfin, dans un troisiéme temps, nous avons évalué
les critéres d’ajustement a imposer pour obtenir ces paramétres avec une précision convenable.

3~4.1 - Paramétres hydrodynamiques influents

Une simulation numérique de I’essai en colonne a circulation fermée, appelée simulation de réfé-
rence, a été réalisée avec un jeu de paramétres donnés (Tableau 3~1I), i.e. : les paramétres hydrody-
namiques (coefficient de dispersivité longitudinale, porosité cinématique et débit volumique), les
parameétres de forme (volume du réservoir et longueur de colonne) et le paramétre de rétention
(coefficient de filtration colloidale). Par la suite, I’impact de la variation des parameétres hydrody-
namiques sur I’estimation du coefficient de filtration colloidale a été¢ déterminé et comparé a la va-
leur obtenue par la simulation de référence. La modification du coefficient de dispersivité longitu-

dinale (o) a une influence limitée sur la valeur du coefficient de filtration colloidale (Tableau
3~10).

Notons que dans I’équation (3~21), qui correspond a I’écriture en variables adimensionnelles de
I’équation (3~9), pour des valeurs différentes de oy, seul le terme Pe, varie. Sur la Figure 3~8, la
variation du coefficient de dispersivité longitudinale influe sur la pente de la « percée ». Cette diffé-
rence modifie alors la valeur de la concentration en sortie de colonne, ce qui se répercute sur la
concentration entrant dans le réservoir Cge(t). Comme 1’évolution de la concentration dans le réser-
voir Cgr(t) ne varie quasiment pas (Figure 3~8) et que le modéle estime le coefficient de filtration
colloidale a partir de celle-ci (§ 3~3.3), il est justifié de ne pas estimer le coefficient de dispersivité
longitudinale avec le modéle. Il sera alors pris égal au diamétre moyen des grains (i.e. : valeur a 50
% de la courbe granulométrique).

oC*__1_2°C* _aC* L+

ot*  Pecor px** Ox* (3~21)
C tv
$_SC % _ X qx___'pore =L
avec C co X T t T et Pecol o

ol Cc :concentration dans la colonne 4 la position x et au temps t [ML"],
. Co :concentration de la solution injectée [ML™],
Peco : nombre de Péclet de colonne [-],
A : coefficient de filtration colloidale [L™'],
X : position dans la colonne [L],
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: longueur de la colonne [L],

: temps [T],

: vitesse moyenne de pore [LT],

: coefficient de dispersivité longitudinale [L].

Seuls le débit volumique (q) et la porosité cinématique (¢) influencent nettement 1’estimation par
le code de calcul du coefficient de filtration colloidale (Tableau 3~II). Ce sont donc uniquement ces
deux parameétres qui seront modifiés pour I’ajustement des points expérimentaux du tragage avec la
courbe obtenue par la simulation numérique.

Tableau 3~1I : Influence des paramétres hydrodynamiques sur la détermination du coefficient

de filtration colloidale par rapport a une simulation de référence

oy x 10* (m) A (m?) g A (m™) q (ml/min) A (m)
1 8,88 0,30 8,88 4.0 10,75
8* 9,00 0,32% 9,00 4,1 9,69
10 9,00 0,35 8,88 4,2 9,38
20 9,00 0,40 8,56 4,3* 9,00
50 9,50 0,45 8,25 4.4 8,44
100 9,63 0,50 7,94 4.5 8,13

* : Paramétres de la simulation de référence (Vg =50 ml ; L =0,138 m; 0, =8x 10*m;&=10,32 ; q = 4,3 ml/min ;
A=9m™M)
100% T 100%
90% o oy =1x102m 90%
80% — g =1 w104 m 80%
+70% &
+ 60% %
Q
50% .
40% &
=
+30% ©

+ 20%

10%

i - 0%
2 4 6 8 10
V/Vp

Figure 3~8 : Evolution de la concentration réduite dans le réservoir et en sortie de colonne -
Influence du coefficient de dispersivité longitudinale sur les résultats des simulations

numériques

Parameétres de la simulation : Vg =50 ml ; L =10,135m ;£=0,32; q=4,3 ml/min ; A =9 m™'; 10° particules ; At = 5s.
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3~4.2 - Technique d’ajustement du débit volumique et de la porosité cinématique

Suite & un tragage au NaCl, I’ajustement du débit volumique et de la porosité cinématique est ré-
alisé par calage sur les points expérimentaux mesurés a [’aide une cellule conductimétrique montée
en ligne a la sortie de la colonne. Afin d’obtenir des courbes numériques comparables aux points
expérimentaux, i.e. : correspondant a un méme point géométrique du circuit (influence des temps de
parcours dans les tuyaux), le modele numérique a été congu de fagon a pouvoir stocker le nombre
de particules passant au niveau de la cellule de conductimétrie a chaque pas de temps. Comme le
montre la Figure 3~9, la porosité cinématique a une influence aussi bien sur la position du
« plateau », i.e. : lorsque la concentration devient constante, que sur celle de la « percée », alors que
le débit volumique n’influe que sur la « percée ». En conséquence, la porosité cinématique est ajus-
tée en premier et le débit volumique en second.

100% -
90% —
80%

70% —
60% -

50% - -
Débit diminue Porosité augmente

840%_"“J V" "Porosité augmente =~~~
30% - '

s(t)/Cro

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Temps (s)

Figure 3~9 : Evolution de la concentration réduite en sortie de colonne - Influence du débit
volumique et de la porosité cinématique sur les simulations numériques

La technique d’ajustement est une dichotomie autour d’une valeur imposée initialement. Pour le
débit volumique, cette valeur est déterminée avec une mesure par pesée et, pour la porosité cinéma-
tique, elle est prise égale a 0,4 (valeur classique pour des colonnes de sable). Le code de calcul ré-
alise alors une simulation de I’ensemble de I’essai de tragage au NaCl avec ces valeurs imposées.
Un test compare ensuite les valeurs moyennes des « plateaux » calculées a partir des points expéri-
mentaux et des valeurs numériques obtenues par la simulation. Si I’écart en valeur absolue entre les
moyennes des « plateaux » est supérieur a une valeur fixée par I’utilisateur, le modele numérique
réalise une autre simulation avec une nouvelle valeur pour la porosité cinématique (supérieure ou
inférieure a la valeur initiale) en fonction du signe de 1’écart (positif ou négatif). Cette procédure
dichotomique est répétée jusqu’a I’obtention d’une valeur de porosité cinématique en accord avec le
test de comparaison. Une fois la valeur de la porosité cinématique établie, le modele fait une estima-
tion du débit volumique. Pour cela, les deux points expérimentaux encadrant la valeur a 50 % de la
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« percée » sont comparés aux deux valeurs numériques correspondantes. Par une procédure identi-
que a celle utilisée pour la porosité cinématique, une estimation du débit volumique est obtenue.

Une fois les paramétres hydrodynamiques estimés, la simulation de I’essai avec la solution en

oocystes peut étre menée afin de déterminer le seul paramétre inconnu restant : le coefficient de
filtration colloidale.

3~5- VALIDATION DU MODELE NUMERIQUE

La validation du modéle numérique de 1’essai en colonne a circulation fermée s’est déroulée en
trois étapes [MARLY et al., 2001] :
« validation par la solution théorique dans le cas d’une injection constante : colonne seule,
« validation par la solution théorique dans le cas d’une injection constante et un tragage
expérimental au NaCl : réservoir seul,
« validation de I’ensemble par un tragage expérimental au NaCl (par définition, seuls les
phénoménes d’advection et de dispersion sont possibles).

3~5.1 - Colonne seule : solution théorique

La partie concernant la colonne seule a pu étre validée par une solution analytique. En effet,
I’équation de transport en variables dimensionnelles (3~9) ou en variables adimensionnelles (3~21)
pour une injection en entrée de colonne a concentration constante Co (Figure 3~10) peut étre résolue
par transformée de LAPLACE. La solution en variables adimensionnelles s’exprime par :

CH(x*,t%) = % exp(A_Lz*-)erfo(B_