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n

aux

ce domaineune h~t'\1111~p.

C!"{TC'1rA1'nes de J.J.J.J.'v.l.V.I..I...l.t..l.ut..I.VJ.J. connarssent un essor important

notamment dans
nr\II'tTA'~HV lJ.... v'~"""".a."""U .. dans

'rvl'to~.Do'n·~aium dans l'eau, pourraient offrir une _ ..."""Io. ...A.~~ .......

C!'\1C!1rpfnes

commel'ontprouvé

partir d'eaux

d'évaluer l'a~~"~"'''''''1t''a

.I..I..I...I.~V..l.V'..I..I..J.".I.U"~L"'J.J. tanl2eJltl{~lle pour l'elJLmlnatlon

potabilisation

des l""l"""""'1T('l1"JQ('l

l'étude sur

ce a la au point pre~l1rrlm(]lrre

ode permettant de concentrer et viabilité

1JA.,.....,~,..........."'u dans échantillons d'eaux analysés au cours de

pnc~nomenes "" "~Y..I..I."""~""'-Jr.l..I. aux
ft"'i ...r- ...l""..... u· ........"'·.I'""Il'l1c mais

ou

a __ .....

ses



tE ucfe
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l - P l l

tosporidiose
II~'.III"'" C e date

laenoch, 1990).enrf~21strees (

la description de

1 7), ce n' qu'en 1976 qu'est rapporté humaine (Nime et

, 19 .. Il a ainsi fallu p de ans aures fia I1jp."n>I1'U;:3I1"'tP. lIDtlale pour que um

1 ~ de travaux plus

e uis 1980, le nombre d'infections à Cryptosporidium reconnu ne de

e : ainsi en Grande Bretagne le nombre annuel cas de 2 en 1985

à 9147 1989 (Ba och, 1990).

Si cette pathologie a été d'abord majoritairement à patients

immunodéprimés et particulièrement ceux atteints du syn me d'immunodéficience acquise

(SIDA) (Barer t, 1990 - Janoff et RelIer, 1987), est -te

patients immunocompétents.

l ,D'Antonio al. ont rapporté la première épidémie

d'origine hydrique au touchant une communaute

de nombreuses épidémies du même type ont

plus a à en

profuses attribuées à



mamrmreres et

e.

Int(:x>a.~ aux V.l.t.:J.Il.4I..U./\...

nasorum et c: crotalis : resnecnvemenr in. ~1'lLL~" aux DOl;SSOJlS aux

)

A l'heure ......"""'.""'''''A.A.''''1Il 1 consi comme responsable dans majorité des cas de la

pathologie clinique l'homme et bétail est C. parvum. (Upton et CUITent, 1985 ; CUITent,

En l'absence de travaux complémentaires sur la description et la spécificité d'hôte de

chaque es les oocystes à partir de de veaux ou humaines sont assimilés à

"",,UIJ""""'''"'' Cryptosporidium parvum par plupart auteurs.

Sur le plan morphologique oocystes de C tosporidium, de forme ovoïde et d'un

diamètre de 4 à 6 J-tm, contiennent en outre 4 sporozoïtes un corps granulaire résiduaire

N°l).

__ ..._... e Ioagitudinale

dans renvironnement. resrstance et

à



u~uu~o.J.U... sur une

,evel0Dlr>eITlent deCryptosporidium parvum urrent et

1 Meront
(~h]lZonte e:~~nel1ltlon 1)

2ént~ratlC)n 2)

èV()l1ltlt ""'J,U..uJU~ll.v une

OOCystf~ r~~i tantsdans l'envirormernen't

S

aél<~st:em,ent ''l''''l~n'''tat'' aux 4 S----,..,-,lIt-L"'U"'t COIltellUS

e canict~ristiQue



uevetœœment d'un tropnozoïte uro11100mnt être observé sur la de

sporozoïtes une fois libérés vont donc pénétrer dans

une

cellules épitheliales du tube
~nf";~,;:3Ll'1Y-O œs stJorozo s amenee a ..........."','V"1In...1If-ii des cellUlC~ rlOt(~S

à la motilité de ces la membrane cellulaire s'invagine et de fmes extensions

des microvillositês membranaires "englobent" le parasite forment une vacuole intracellulaire

mais ex cytoplasmiquecontenantle parasite à la surface "luminale" d cellules (C)

(Petersen,

rell11tlc~ un

allant stade trophozoïtejusqu'à

eemues et iront in er les ce es

- 1)

secerouier
seront ....ol" ....rrl'l.i:w:'t

1.3. l 1

,.", CLINIQUE: Cryptosporidium est t,l,j;Jj;J'-J""'.1"'" zeneraremem à



90ez*

l:ry1Jto~~1Joridium .........._.....""4_

par

ituelJLement
2en.eralemtent re2res:Slts sans traitement. en "",,,,,",,,~.."I"h11~

A.... .t.A.",;vl<A.'-,... .t. asymptomatique rare (Girdwood, 19 ).

se poursuit g t 2 à 3 et

sur 10 es périodes, a des symptômes. Ce

nombreuses implications notamment au niveau de la transmission de l'infection

individus omatiques (Ba noch, 1990 ; Ro son et 1992).

Les s (0 à 3 ans) et spécialement ceux souffrant de malnutrition, sont

partlclll1elremlent senslDles aux à Cryptosporidiwn (Mathan et al., 1985 ; Garcia-

observation est doute à avec une immaturité
............ """11 __.... de contamination de us importants dans cette

R04clrt~~uez et

immunolo

* immunodéprimés, comme les personnes atteintes du syndrome

d'immunodéficience (SIDA), les enfants hypogammaglobulinémiques ou encore

sujetsatteints d'un d cit congénital les symptômes sont accentués, avec une extension
au tractus r V~1{"'n ICà

evaœee à 3 à

).

éralement allongée. De plus le volume des

L patients ( rrent, 1987 ;

la mortdu tient.

en

leur durée est

~s t>eut atteilndrc~ de 3 à 6 L 1

ch, 1990). pron

Malheureusement, il

preQlsJ:Klsition Im:munOJ.OWloue"
(,~lJt1Jtolsporidium.

4 auxUSA à

aucun contre

*
act1ueUlernlent IJL'-'lLl''-'t.:J·~ comme

sont



san et

. La paromomycine a

SIDA ichtenbaum et al., 1993).

Récemment l'utilisation de colostrum hyperimmun a permis d'obtenir chez
l''''Ptrt-:l1f''l(! patients une amélioration la diarrh et une des nnr'·'TClrj~(! .I.""""","U,~.

colostrum contient Ig des Ig M et A spécifiques de Cryptosporidium.

,.. CLINIQUE: Chez veaux, l'infection à Cryptosporidium révéléepar

des syndromes diarrhéiques importants mais ce énomène est reconnu comme ue

exclusivement unproblème néona (Xiao et 1994).

Ainsi pour le bétail, l'infection par Cryptosporidium parvum des animaux d'âge

supérieur à 2 moisest considérée commeun phénomène rare (Robertson et Smith, 1992).

,.. TRAITEMENT: Chez l'animal de nombreux essais thérapeutiques sont

actuellement en coursdedéveloppement.

Lemeteil et al., 1993, ont ainsi remarqué que la vitamine A ou un agent

antiCryptosporidium comme le Sinefungin pourraient avoiruneaction potentielle sur l'excrétion

1 ).

un .I..I..I."""'.i-""".I.""" ce SUPPlemlentilfes.

et al., 1 quantà eux, ont rlA1"'nn1""""'A l'action bénéfique du colostrum bovin pour con e

de la cryptosporidiose chez des immunodép souffrant d'une infection rétrovirale.

D'a colostrum bovin(Fayer et

al., 1

1.4.
([)

Cryptosporidium se
nnr"J'(!t'j~(! sont ~.""':lr-t't::w--aCl.~

la



e Imlrnecllat:ern.ent

caoaeies marecter un

ce

,.. Excrétion:

rep:rest~nte un potentiel infectieax __.."................ ...,._'.... ..,_.......'" , ....,..........a."' ........

A,I,VA.lll.l.l"'" (

1991).

1990),

,.. DMI:

l'homme, la DM!

un nombre d'oocystes serrlDIe capable d'induire la maladie chez

cependant connueavec

>-- l'homme: peu quant à l'étude

de e minimale infectieuse pour l'homme. Une étude par

....,"IJ'''''.I.'I.'''_ 1990, a permis de montrer que sur contaminés massivement avec

ridium, ont s et 6 eux ont les symptômes

ues de la maladie. D'autre part upe de 8 volontaires contaminés à raison de

oocystesviables,3 ont présenté signesd'infectionpar Cryptosporidium•.

liquerur

suSOeptt.blllté à

reansees sur des
des primates

ir d'hYP4l>thèse

à

etaL
é

..n1",:::v-t~lnt4 à 50

ent du modèle de

1

l'Animal: · De nombreuses 4V....~'t"'t.:::l'l'\J""!tjQC'I ont récemment

a'l'\"I1"'t'1I~'1'1V T~v~l~lnt une de 10 à la contamination

jusqu'à 1 pour .l.A.l.l."'''''''''"",,.l.

eaux (B ett etaL, 1 ).

1 ), qui ont eux

e souriceaux

(Miller etaI., 1990) et eursencoreplus .a.W.l.'-,.l."",,U

sourisimmun imêes (Kwa etai.,

mteetée~ par (:rjVp,tosPOJ1aI14m 1J'''~ ...............a.'''

tosporidiose

encesobservéès



interanimale

o

interhumaine

++
voiesexuelle
(homosexualité)

voieaérienne

voie congen][we 1

de roeevste

transmission est illUlaliem1ent

la maladie (excrétion des oocystes ns
ingestion).

1"'rr1't'11"1T"-:l1&l de propagation

!:lnl1n!:nlV et et en~;ult:e

;aH> Une transmission directe animal-personne a
·culteurs ou au cours en conta

corlstatee notamment
avec -1 : une hygiène

on4"rOl"'''Ir-n et

à un risque contracter

personnes non ""..t'l.. .. ''"'IJ''''''''"'''1J à des

d'industrie laiti e sont
plus important que pour

emolovesal.,

C

unene rev.reslent:ent

PO].sson~ .L "''''LllLdLJL_ et ma,mrnlt4ete,

animaux domestiques

source .............V"'..L ................,,"" 'l"Ulta11on
eVl<lerlce

d' chaque esoece1 H~"lP~nnr"n

V_....u"'............ - à est une lement



ntannnéitlc~n

e corltraetec~ P4af

encore

ec()sy,stelme va

rut:sSeJllenlent sur

pluies
C''1'11'''1-O:I'"'Q (Ca.semore,

seeneresse ex tionnelle

sem la

1 ; Newman et al., 1993(a» ..

eval1eret

1

........ A ....... '_A ""_....A"" .......U qui entrament
phénomène souvent ap

right,

trarlsmllSSl()n de tosporidium (Fripp al., 1

tenoanee saïsenmere de mamtestanons à en

enau cours

- en en Au;Str;;Ule

- à la de en mérique du Nord;

- auprintemps et à fin de l'automne au Royaume

L'observation de

ou avec des, évc~nem

nal.ssa.na~ au enuu...'.., .......u ....""

nombreuses épiaennes dton~~ne

permett mettre en Q"1,1"~J"~ rimDornmce

en r01nT·'Il""It.ft avec une aue~mentation des

ele'{a2C~S (pi des

d'eaux dans la
§

ux de bai.gnaldes conlme 1 eaux
impof'l :dlrll ""I:dfl,"

de

à

à des fins asncœes peut

..,....-....._........ en u~ ...""U.l.....UJ,"'" v,........ "".... 'lIl"'...v"""

r ons à .,.OC'lC'l''''U'I'''J'1tCll

pre:senter



ces ~.u.u.u".l.vJ..1i3 un

uar'asl1te à travers

Cryptosporidium,la transmrssion
ux constituent

le biaisde l'eau ,..·1....."lI"1IiI"'In"'..1,....1I"lI ou sols.

plus arr(~te:ment ItJnUIJlaUC~

consommation à cru.

la transmtssion étanteux même contaminés

D'une façon depuis années 80, un nombre croissant d'épidémies de

cryptosporidiose a Ainsi il a rapportéque Cryptosporidium constituait la 4ème

cause diarrhées confrrmées en laboratoire après Campylobaeter, Salmonella et rotavirus

er et 1), avec r ivement et 8 % du nombre total de cas diagnostiqués

par examen coprol "que en et en Angleterre en 1989 (Badenoch, 1990) et avec 5000

cas rapportés en Angleterre et au Paysde Gallesen 1990(Joseph etal; 1991).

Par ailleurs unevasteétudemulticentrique réalisée auprès de laboratoires anglais sur des

patients souffrant de diarrhées inf ieuses importantes, a montré que l'infection par

sporidium estretrouvée avecla même ; uence que les infections à Salmonella et avec

uenee 3 fois supérieure à celle des infections à. Shigella (Public Health Laboratory
"'IIo&.1lfF.,rlS'''LJI, stUll"'l'7~r"'1l'-n

.,'ev~lat:~mltOl0'21econcernant la ~1-nf'r~C1""'\l"'\;1""IL1"~c::"'O ,...C:..,.."JnO,rL:.1O bien la rI"'7JOIf"'Ct"'l1tà

transnllSS,lon vus mment § 1.4.1.).

modes

mo de cofltarnm;atlCtn

une

dans la

une tral1S1111SSlon v .... ""· ...."""""u...."" amma.l-Dler~()nrleou per'sotJlne·"DelrSOJlne

consommation d'aJIlnen.ts contarnin ou encore
epl~aennes T"~AncAoc unecontanl1n.atlc.n

ue ·

........ _.__ "'-.... ces __ ~ annees.

1.

~ Il -*



USA

Van Leenwen
1

Bareret
1990

Joceet 1991

.K1c:haJ:'(IS{)n et
1991

Moore et al., 1994

Smith 1988 et
1 )

sans contre-

R des eaux de lav

1988 67 Yorkshire
UK

1988 27

1989 516

UK

1989 Scotland
UK

1991 77

1991 551

1992 3000

1992

1992

1993

93

litalf01Jase et

"'........J-..&.AJL""" h'vdr:LQUe aux

commun
1

~. 12 ~



aluer

).

Jl,"IL.LIL.JlJlJl"",, pour
Jtll.'~lJIlJrll1'·'Jm en IQh.lr"\-ra1rri'l'l""~nj~'~"'f"Q IJI'~ln-I~II·~ (comme a é le cas pour

responsabilité de Cryptosporidium danset 1993 aux USA) de

emaemies constatJI , 1993).

il semblerait, d'après Casemore, 1995, que le nombre cas détectés pour

chaqueépidémie nerefléterait que la "partie de l'iceberg". En effetcertaines estimations

,l.QJ.";:h~""""U,l."""jLU" u ...............''''''... _ quechaquecasdétectéreprésenterait 9 à ou plus de cas non détectés..

Deuxgrandes. catégories d'épidémies hydrique peuventêtre différenciées :

à la consommation d'eaude boisson contaminée ;

- les épidémies reliéesà des eaux récréationnelles : complexe aquatique, piscine, ...

... Epidemies reliees à la consommation d'eau contaminee :

L'apparition desépidémies ne semblepas seulement corréléeà des problèmes rencontrés
ee ....... _·.e...- svsteme de traitement maisplutôt dans la plupart des cas à la présence d'une

~"""'LA."""'''''''' quantité de Cryptosporidium dans l'eau d'alimentation du système dont les

PeJtOlmalncc~s n'ontpas de décontamination complète..

sanssarenuse en

?"l3Il4"llt"àl3l en 1987, à Carrolton ena

concentration en dans

conventionnels pour
1.f11"'·ht::'»...·rlcu·'n et al; comme ce fut

IJV... i~.I..I.....I.~ ont

une

première épidémie ............I-'l._... - .........."'- (13000

const4atatlon

àl.s1tfiblutlc.n à ;;;...&.u.......""'......o quantités

non



M1Jlwauk:t:~ en

non plU:~ eté déc~léeij un

au 1994).

1 4).

.. Epidémies reliées aux eaux rêcrëationnelles

eaux de baignades ont dénoncées dans plusieurs cas comme vecteur de la

maladie (Tableau N°1).

Aux E s Unis, il a été rapporté que Cryptosporidium était responsable de 18% des

épidémies de gastroentérites associées aux eaux de baignades en et 1992

mm~~ :Agents étiologiques responsables d'épidémies de eastreeatentes associées à

l'utilisation d'eaux (Moore et al; 1994)

A

etlC.loj;tle inconnue



cas

Milwaukee (situé à 80 miles à

MIJ.walllkee.. à

une

IJ,"V'lJlJ"'''' ...."'......""1..:,"'" 1'Y.d"'~nt' en causeune eau recreatlollne:lle, a eu

Par contreune ~C'C',f'\I"t1'~1"..r'n entre rer:)la~~Illl.e uentation de plusieurs piscines a

rappo

TI apparaît

Cryptospo - um comme

épidémie.

eà

ee en , a stimulé la recherche de
County, t-t:l",n....... (~t:ln ... ainsi l'enregistrement de

transmission :

:»-. Ingestion d'aliments contaminés: Un exemple d'épidémie de cryptosporidiose,

mettant en cause l'ingestion d'aliments contaminés, a été rapporté en octobre 1993 dans

Maine(USA) 390 ont " illardet al., 1994).

·n...... cn1'1tO de cette s'est la consommation de cidre fermier

fraîchement de la visited'un oupe d'écoliers une ferme. Cetteétude confirme

modedistinctement

n metta11t à Drc:~mtere vue en cause

cas

, une épidémie

personnes dont
ce cas une ttal1StlllSSlOn n ....l""l.1"i:W"t't:lIO du paraSllte rc:~latE~

de la dllnCulte
nr~.C'ot''''''O '1rn..~"I"1t'~"1"'o deà

et>loermea
-s il

e

'ftO'9'-ttn..,,"o du par;aSlte et non arr~~ement

étude 1"on\n'l''l'nO

DIS(~lne à

:»-. Transmission orofécale de personne à personne :
cryptosporidiose a dans une en touchant

et aL, 19



1'1~·~f'tnn de

é recem:meJt1t
surrace. eaux

d'eaux

Fi e N°6: I:'Ollfcc~ntéi2e d'isolements positifs de Cryptosporidium dansdif ents

d'eaux (Rose, 1990).

100

en

o

"'"

10>0>.

1

Eaux
usées
brutes

Eaux
usées

RéselVoirs
et lacs

Eaux de
consommation

u

d

Il a

à ...nll!o........ egalerrlent COt1ltall[}m~esà

fi rap]~ pr~~sentéà 1 C!Jvptt1SP,OrtA(llUm non

s

crvmosoonanen a
mousrranses comme aux

en
ou en bu:r01J~e,

DIUlsleurs .I.U"""....""",lO comme

euses



connueavectosoonau IJ-M

la détection Cryptosporidium mais ee:alerrlent .·an,cAnr»o bien définies

ce aomame n'ont pas une surveillance assez ......VYV~....,vv,,"""'" pour obtenir des

"""'V.l.,l.l..I.~~ ,L.l.Jl"""~JL,LU"',J.""'~,LC;.u.v~ plus complètes.

Il n'en demeurepas moinsque la séroprévalence élevée mise en évidence dans certaines

régions par Current et Garcia en 1991, témoigne de la présencetrès ubiquitaire de ce parasite

dansl'environnement. une séroprévalence à 35% en Europe et en Amérique du

Nord a été rapportée, ce qui suggèreque l'infection par Cryptosporidium est commune dansles

pays industrialisés. (Current et Garcia, 1991).

A titre indicatif, les résultats de quelques études, réalisées sur le niveau de contamination

des eaux de surfaces par Cryptosporidium dans des pays différents des Etats Unis ou de

l'Angleterre, sont regroupés dans le tableau N°2.

~~~~ : Niveau de contamination par Cryptosporidium dans les eaux de surfacede

différents pays (à l'exclusion des Etats Unis ou de l'Angleterre)

(Carrington et Smith, 1995).

Pays Nombre Nombre Concentration Références
de 1 L)

positifs 1 nombre
total

Canada (Nord) 2 2/52 0.2 - 0.50 Roach et al.,

1 61 0.002 0.018

Au 0.1 - Hutton et al;
5

2 111

ent:



Nombre
d'échantillon

9 1
103 - 2.104

..
-.r~vant des'eaux 150 0.58 - 1.2 ts Unis

coles 42 0.006 - 2.5 Royaume i
d'eaux 20 0.02 0.08 Et

- n.on associées à une 36 0.04 0.26 EtatsUnis
65 0.006 - 0.26 Royaume Uni

à uneépidémie 20 0.46 - EtatsUnis
7 0.04 - Ra· aume i

28 0.66 5 Ro aumeUni

..........O,~O""' .. ~ est

'~'1I1"14t""r"Ul:~Cl ou de

données rapportées dans le tableau N°3 montrent la con.centrations en

oocystes particulièrement importantes dans les eaux usées (jusqu'à 5180 oocystes 1L en eaux

u es) ou encore eaux de loisirs (iusqu'à 500 ooeystes 1 L). lication ce

phéno dans l'exposition particulièrement marquée de ces types d'eaux à des
'Tanf1rtllla ,"1I"'1nrt1T'\~1 de du .............·nC".. 1I"O

eaux V'-''''IL4VAlI.....U

cy1JVpt~')spioridium maximum respect:lVeJmelrlt 0.26

oocyst Il faut par contre reconnaître que même si nombre d'ooc
geI1lernlement assez ce bar-vrrrnl1nrl

pollutljOnS aC(:lQt~tt~lle:s Q(~ sources canmenanon en eaux
Int(~SlVeS prOtVO(luaJnt un IPC!C~l'T~~O'P

oonta,ffilJnatlon

impoItmt~~s

polI

J.J.J.V.I.J.U '''''''''' et

""""J.JL""''''''''J.J.''J.u.",.l.VJ.J.~ en ooc:vstc~s eIale][lt

).
eaux

à



s
eaux aux

et en

Sites Nombre Concentration des Références
d'échantillons IL) résultats

rivière 32 44 44
lac 22 41 1.7

Arkansas :.source 2 100 0.08
Californie . rivière 14 43 0.04

lac 7 100 0.06
Colorado : rivière 2 100 2.8
Connecticut : rivière 9 22 0.04

lac 4 50 <0.01
Floride : rivière 3 67 0.05

: rivière 2 0 <0.01
: source 1 100 0.0025 Rose et

Montana : lac 1 100 0.03
1991

USA : rivière 1 0 <0.01
: rivière 3 67 0.08

York: rivière 5 20 0.02
lac 6 33 0.01
source 3 0 <0.0025

: rivière 7 57 0.03
lac 1 0 <0.01
source 1 100 0.13

: lac 2 0 <0.01
Texas : rivière 1 100 0.2

lac 4 100 0.92
Utah : rivière 29 79 13

lac 23 70 3.8
Washi n. rivière 3 0 <0.01

USA 46 48 <0.01- 0.70 0.024

A: Al 183 0.07-2.5 1
site A2 192 0.10-4 0.99

8 : site 83 171 0.04-2 0.30
site 84 160 56 0.06-1.59 0.41
site 85 180 57 0.06-2.48 0.4
site 44 0.06-3 0.4 Miller et

Rivière C : 108 0.9 0.12 0.12

UK site C8 106 6.6 0.07-0.73 0.38
C9 110 4.5 0.1-0.8 0.41

site CIO 106 5.7 0.1-2.75 1.09 1992
D . site 011 44 0 0.07-2.75 -0.5

site 012 42 0
site 013 34 0

E: site E14 46 6.5
site E15 48 4.1 0.004-0.026 0.01
site E16 44 6.8 0.007-0.922 0.47

0.009-0.390 0.2

52 Il.5 0.002-0.018 0.001 Ketelaars
al, 1994



p....~CId'\rt-4 fré<1luente à

~""TC"T4C" 1100 L.

x non ne2:11gt=.~Olesd

a

ég,alelment été portée rabtree et al., 1996). e ude, sur 1 aluation du risque

de l'utilisation de ces comme source d'eaux potables notamment dans

"""~'''''''''''AA1''''''U villes de V· Island aux (80 r s en une), a

que 50 tillons provenant d'eaux de citernes se sont élés

positifs pourlaprésence de Cryptosporidium à concentrations oocy 1
1 L. auteurs ont donc , face au pourcentage élevé de citernes contaminées, de

mettre en oeuvre une surveillance renforcée de ces populations particulièrement

exposées.

»+ En Angleterre, une étude similaire a men de janvier 1990 à mars 1991 par le

National Cryptospo· m Survey Group sur3 et 6 pointsde forage.

Au 1 4 s ont qui 0 é de

C tosporidium à desconcen ionsvariant 0 à 4 oocystes 1L (Miller pt ('~n"1ncrtnn 1992),

urcentage d'échantillons positifs variant de 4 à 50 %pourles eauxde U_.L.L_""'_ selonle point

K..e1:eJa4ifS et al, 1994, a nPrrn1~ montrer que la

en eaux de ri e (M~Dsellle) était plus
IL"lo.........'~ .. 1 desqu'aux

s orman

étal.! c(]lfacten~;eepar Y&.1. JL'-4.1.''''''''''.I..I.;I.'-4.1.'' de (1étection asses t'alb.le avec t 0.09

Kos.e el' aL. 1 1.

ne

uence d'lSOtlenlen

eaux

à

entr"e les ré~;ult(]lts ot)teI1lUS ~IUX

nota]mrnlent daIllS It~ eaux

uer ce .L....U'-I __.. est ni::Jl.l"4C"C"I'l.......4 comme

à

~ 20 ~



ne

à

la classe sont reconnus pour nature

.... ,... ,"'." ","" de Cryptosporidium partie de ceux et

doués d'une résistance importante de nombreux stress environnementaux pour

la plupart des autres d'agents .I..I..I..I.'''''''''.I.''.,IUrL.

Dans ce chapitre la résistance des oocystes de Cryptosporidium à différents facteurs

physico-chimiques, est oresentee,

,.. Dessication : Robertson et al., en 1992, ont montré que la dessication était un

facteur de létalité pour Cryptosporidium:

,.. Température: sensibilité de Cryptosporidium a testée pour toutes les

gammes de température, allant de la congélation à l'exposition à la chaleur.

leà eux siznateont

mort ..LJ...... IL'"-4

Goodwin et Brown,

et

»+ Congélation : résultats assez ont obtenus pour la """"'-'.l.l"'.......I.u.....I.V.l.l.

>- .Dans certains a une inactivation complète

C lJsporidium : Tzipori, en 1983, a l'un des n"'~'t1"l1~~ à avoir remarqué l'inactivation

de Cryptosporidium par congélation, puis Fayer et en 1984, ont montré qu'une
â"IT""~""··""'''I'''Ln à une avec

r- 21 ~



températures

5à 30

,1 4). De plus, Anderson en a montré qu'un chauffage à 45°C pendant

il du pouvoir en 1994 qu'une

pendant 2 minutes ...,_................,.......... '" pour provoquer d'une suspension

tosporidium.

»+ Températures s êrieures à
r-n"'I"\-r\"I""11 C'lOC'l entre

expositi à

aqueuse de

1.5.2. - ~'fY!!1Q1fŒ~

Plusieurs études montrent les radiations U.V., pour __......._....,,~A._U doses et durées

d'exposition, sont capables d'inactiver de iptosporidium. .

Ainsi il apparaît que doses ni:Jt.I"'·~cC'lt:t1r4r:t.c pour inactiver de 90 à 99 % des oocystes sont

PIP"'Pf~ et nécessitent des expositions à 80 mW.s.cm-2 et 120mW.s.cm-2

( nsome ; à titre indicatif, classiquement le traitement des

x sont environ de mW.s.cm-2•

Lorenzo-Lorenzo et al., en 1993, ont décrit une inactivation des oocystes après une

péIlO<Jle d aux W / sec ,

e ifique d'application TI faut donc

soull1gner que l'int co car
modes d'expression d'U.V. appliqu varient

ues:

œsmrectants a

eaux comme

les ~jésinfe~ants soeemeuemeet

mesures d'nvJ.~le"{jre C4~S~~I(J~r..tes

oridium a

ces oesmrectants

'" 22 '"



Comportement
des oocystes

tlyt)()cJjuOIllte de sodium

Hvcn-oJ!tvdce de sodium

2et

0..02

18 h

120 min

18 h

Résistant

Résistant..

Résistant

Résistant

Rose, 1990

Fa er, 1995

Cam bell et al., 1982

Rose, 1990

Résistant Cam bell et al., 1982

10 volumes, 30 Inactivé Blewett, 1988

Acide ~ li ne Résistant

Formaldéh de 10%,18 h Inactivé

RésistantOntre de benzalkonîum Campbell et al., 1982..............-........-........-......------1-------------+-------1
Ioda hore 1et Résistant

Ammoni ue 5 et 10%, 18h Inactivé

avec du

II apparaît ainsi qu'un agent désinfectant aussi puissant que l'hypochlorite de sodium ne

permet pas, même pour des concentrations de 5.25% et pour une période d'exposition

prolon ,l'inactivation de Cryptosporiâium.

plus parmi 7 agents sinfectants par Campbell et al., 1982, et

en

formaldéhyde à 10% l'ammoniaque à 5 et 10% se révèlent _............._"........ ..., pour

l'inactivation de Cryptosporidium 18 heures d'exposition.

Selon Blewett, une à

volumes d'obtenir un

:+ veCSln;rearan,ts JI1"llJCf,OCf eaux :

et



une exposition à

uesmreetant a d'obtenir

nenoant 1h.

expliqué par une perméabilité plus importante de ·Ia paroi des

tetIlDeJrarUlfeS AI~'r~s. T"IO'I'·~.cd'"T"011""tT" un du désinfectant.

de nombreux comme le désinfectant

1990, ont montré une uction de de l'infectivité

cnez la souris pour par IlL d'ozone pendant 5 minutes. même,

ers et al., ont qu'une dose de 1L pendant 8 minutes suffisante

pour obtenir une inactivation complète d'une suspension de 5.105 oocystes 1ml dans l'eau.

Il faut remarquer si ces auteurs ont émis l'hypothèse que les résiduelles

d'o e de 0.4 1 L pendant 6 minutes employées du traitement des étaient

suttlSélntt~ pour eaux contenant moins de 1()4 oocystes 1 ml, Parker al., 1993,

estiment que ce traitement n'est pas susceptible d'inactiver tous oocystes qui peuvent être

1JJ.'-'''';''''''J.J.ts. Ils ont montré qu'une concentration résiduelle de 3 à 5 mg 1L d'ozone pendant 2

à 6 minutes à 20°C était nécessaire pour inactiver 100 % des oocystes. Ils ont lement

renlar(IUé que la température un facteur important intervenant lors de l'inactivation des

par l'ozone : en à l'action de l'ozone est moins importante que pour des

températures plus ele'vee~5L

phénomène

Auvud

apparaît indéniablement comme importante.

Cryptosporidium aux oesmrectants

et

l'élimination



oota01Jlsatlon et

rvmosnoruuum sont en revue.

De nombreuses études de surveillance ont démontré la présence de Cryptosporidium

dans eaux potables traitées. Ainsi des études réali s aux Etats Unis et en Angleterre sur

ectivement et 103 échantillons d'eaux potables ont laprésenœ de

"""".>W'I7.,,,sporidium dans 28 et 61 %des cas (à des concentrations variant de 0.002 à oocystes

IL) ( enoch, 1990). sont bien sûr limitées à un nombre d'échantillons restreints

et ne sont certainement représentatives de l'ensemble des eaux de consommation mais elles

permettent de témoigner de l'incapacité de certains systèmes de traitement pour l'élimination de

la t ité des oocystes Cryptosporidium.
La qualité de brute conditionne le type de traitement et il existe aujourd'hui une

grande diversité de procédésutilisés par les industriels.

Quelques séquences typiques de traitement des eaux de surface sont regroupées dans le

tableau N°6.

V~"'U",'Il,",,'~ types.de traitement des eaux de surface.

ces

Exemple 1

e
Floculation

Sédimentation

Charbon

rAc:nrllt-::ltc:! de tnusieurs

Exemple 2

Rivière

Exemple 3

II.1.1.



enoeuvreun n""l""lu'''t3c:'I(.'IJ)e.t

J.J..l.u.._.l.~1v..:J en sus""'''''..I.Jll..J!.I.''-J'..I...I. et unep ~l"'.I."-JV.I...I.

'"ITT""'''L..S'r' la

à .·.. 9"l1..o-0...... du I1I.JL~1~I Y1LIII_ Dans ces ....."'9"lI"l1!.1! __ 1C"! aucune élimination de

())ptospo,ridium ne peut e de qui

~4~\A."'d..1·se C tosporidium limite du processus.

Ainsi, d'après la loi de Stockes, de.sédimentation de Cryptosporidium dans
l'eau de 0.5 um 1s pour des oocystes pris individuellement et de 1.6um1 s pour un agrégat

10 oocystes. li faudrait donc dans ces conditions de à 463 jours pour que tels

agr ats ou oocystes isol sédimentent jusqu'au fond d'un de haut

où aucuneturbulence ne décelable.

Unepossibilité de p tion oocystes par zooplancton est également envisageable,

aucuneobservation n'a pu conforter cettehypothèse pour l'instant.

Cetteétapene permet donc théoriquement aucun abattement Cryptosporidium dans

l'eau.

II.

qui consiste en rajout d'un floculant à l'eau •• lF"I." .. ' ......LS dans de

nombreux svstemes,
d'aluminium et

ou encore le chlorurechlorure de poly-aIULm1l11Urn~ le ..,...........L..... '-"'"

ferrique.

s s et
eux C!H1"!:lnt

resieueue qui

un D01:en1tlel

O'aJlUmLmrum ou

à renmmanon

.1. .......1..11• ..1."1""....... se~mO.leerësenter une



une

reteaues, ce
'.l'nlIlIPT et al., 1991).

séparation du floc est ensuite obtenue

une seœmentanon.

Hall et al: 1995, ont une étude détaillée sur performances de la flottation par

dissous pour l'élimination de Cryptosporidium. Ils ont constaté une élimination

comparable des oocystes par sédimentation ou flottation d'après les résultats en Jar Test réalisés

sur eaux de surface contaminées par Cryptosporidium.

T Flottation - floculation en Jar

Flottation .. floculation en Jar Test par
utilisation de sulfate de fer

se Ratio Turbidité .() IL"J

Il) air: eau (NTU)
(mg air Il)

0 6.2 72000

5 2.3 4.7 3250

5 4.7 3.3 1500

5 6.9 2.8 110

5 9.4 2.3 110

Flottation .. floculation en Jar Test par
utilisation de sulfate d'aluminium

Dose Ratio Turbidité Oocystes 1L
Il) air: eau (NTU)

(mg air Il)

0 - 6.2 72000

6 2.3 0.7 Il.8

6 4.7 0.6 ND

6 6.9 0,,5 ND

6 9.4 0.3 ND

Coagulation pH = 4.5 Coagulation pH = 5.5
ND . non détecté

tableaux N°? indiquent un haut flottation -

floculation, particulièrement élevé d'ailleurs pour le Jar Test utilisant le sulfate d'aluminium.

ov't'~t:3Itr"'.onI"'tOCl reansees sur cette ont à

"''''1''1T''I&.:I.Q à une flottation.

nnlmnt"'~"lltY 011'1t"0'l'l""('I ont rt··n~.lla,'1'1""('I reconnu

TI aeoarartran

__.... _ ......""".... ""',L& ou l'inclusion des """"..n'TC'i'~aCt à

ne

contre

~ 27 ~



eaux:

trartement en

sont

le

~~__, __.. n,u·'~:ti:1..r'Q g~eneralement1 mm

>
constitués

charbon actif en ou

utili ns les actuels traitement.

La taille particules constituant

la couche filtrante 0.6 à 1

La fIltration est par une 'T1t~!l~~P de filtration ( 5 à 10 m 1 p de

50 fois supérieure à appliquée en filtration lente Cet filtration généralement

p d'une alliant une floculation et une ion. ocs et les

ules ayant à cette us sur Mais il faut

q de par leur taille, leur fai é et leur forme sph' · ue, oocystes

de Cryp poridium particulièrement à travers ce

>- cadté desfiltres rapides sur l'élimination de Cryptosporidium : Lors d'une étude

réalisée aux USA sur stations de traitement utilisant une rapide, il apparaît que ces

filtres ne pr nteraient pas une pour de C po * *um (Tableau

Cryptosporidium s les ..........._._"".., de station trai

'1'1+111t"l4'''l11'''l+ une ftltration aux SA et 19
t

Type de filtres Nombre

e 3/5

couches de matériaux
distincts

1/4 310

Matéria ènes 2/6 77

8/13 880

Les 'S examinésutilisent une



sur

sont

est na()ltulel11ement .... -....J.......LJ_ en
la comme 1nI'l1I"W:lt't:'U'f'"

assez

>- Validité de la turbidité comme indicateurde la présence en sortie defiltre :

Des assez ont que rabattement de la turbidité en log pouvait être

__........ _...._avecunabattement en de Cryptosporidium et al; 1991, 1992).

Une étude réaliséesur des eaux collectées à partir de 3 sources de qualité variable, a

permis de constaterqu'unabattement de 1 log de la turbidité par filtration rapide corrélé à

un abattement de 0.89 log de Cryptosporidium, pour une eau de surface recevant en amont une

collecte d'eaux usées.

Leland et al., 1993, ont ainsi suggéré, lors d'une étude concernant l'épidémie de

cryptosporidiose d'origine hydrique de en Oregon, que plupart des systèmes de

filtrat n devraient répondre à desconsignes opérationnelles restreignant valeurs de turbidité

en sortie de filtratà 0.1 - 0.2 NTU. effet selon ces auteurs,au cours de l'épidémie de Talent

(n), desstandards fédéraux en matièredeturbidité de 1 NTU, comme celui des

réglementations du SWTR de 0.5 NTU, en sortie de station n'ont pas permis garantir une

protection suffisante quantà l'élimination de Cryptosporidium:
si ces de

contamination par Cryptosporidium, elles ne pas totale d'oocystes dans

leseffluents de stations ; ainsiLechevalier et al, 1991,ont montréque pour turbidités aussi

...................."'....."""u que 0.19 Cryptosporidium a dans effluents utilisant des

filtration ..... uv...\.1.""'.

TI doncque ne un la

pE enee de Crypta ridium dans une ·ne
d' lrmer 1'~l""llc!t:'''''U'''t:' (1·nI''\~'14t:'t'I.:JiC'

d'ellfl[lmatlon

ri"à+.. _ ...·.. ,J'L't. il n·A'lr~L't.

Cryptosporidium

.....,""........ ""...""... et al., la production

ce traitement sur

à



sur

préjudiciables

renSelj~neJments

u~ ....V.a.... et

ULU,....",I.'.f"""'" qu'un slmlDle Das~saE~e à travers un tre à sab ces expériences
ndiquer que et sable sont

la 'U"I~I""'1'1t'a desooc~stc~

__....'_10ol...... d'unea .. de 5 minutes des 00 stes en présence de sable

e s pour sensibiliser les00 à des en chI re 1 mg 1L

généraI,emc~nt sur des isol à partir de (8 et aL, 1989(b».

a devrait raisonnablement du au d'un

ble,et les domma s devraient êtreconstatés quantà la
""",..-r"''''L::'klt'''lC'l est d'une l''n IJI~~1·..nn

, ent également que itement des eaux de lavage fIltres

rticulièrement char enoocystes ( 1 8; Richardson 1991), par avec

du'sable, permettrait une clarification et une rédu "on oocystes p ~""',l,l.""".

filtration>- Ca éris" esdesfiltres lents sursable:
ne de tration assez .. 't'\"'\1"n'l""lt'~n1"o l''ITn'lC1''1no

le fin (0.3 - 0.4 mm) de m enrnn''iJpnl'p

à 0.2 ml

à la nnesse

__......."'........",__ m~'lnnt~11..pmIPnt aux ances

une sera eesraeee



remise en

ce

nucrotanusase ou

geIler4ileJnellt reansee avant passaze sur

sommarre sur sable

afm de 1 ........... ·1l..~ le colmatage. (Badenoeh,

montré
"~t''\r-t::Jt.nt'rt:af'11'''\nCl .....of-'...I"'li.'1'1'Tà.~~C'l dans

.,.~n"'1""ll1.1i"'1"'n"111'" d'un abattement deà

un svsteme pilote de filtration lentesur sable. Ils ont
104 ~"'IC!f'~c! 1

~1"Io"7C!"'~ 11000
pour une eau contaminee à

réduit en hiver

protozoaires.

auteurs ont

~ Efficacité desfiltres sur l'élimination de Cryptosporidium: et al.; 1993,

lors de l'étude d'une station de traitem t au Canada, utilisant une filtration lente sur sable ont

montré une élimination de 48 % seulement des oocystes.

faibles rendements seraient à relier avec un problème de conception du système lui

même. l'utilisation d'un d'uniformité des grains de sable non approprié

(su eur au maximum recommandé: 3.0) aurait engendré des espaces de porosité trop élevée

à l'intérieur du lit de sable limitant la capacité biologique de rétention du filtre. De plus les

températures basses enregistrées lors de cette étude ont également dû influencer le

dévelo ement de l'activité biologique à l'intérieur du filtre et ainsi altérer les capacités' du filtre

pour l' mination de Cryptosporïdium.
étude, comme beaucoup d'autres, a permis de confirmer l'importance de la

"schmutzdecke" dans les mécanismes de rétention des filtres.

Ainsi, Schuler et al., 1991, ont également remarqué que des mécanismes physiques

mais également biologiques intervenaient dans l'élimination des microorganismes par les

sur et que développement de microflore à l'intérieur des

températures ce qui affectait rétention des

esullta1ts " ...,"''''''JL.I. ...... u en cofltat1nm:atl()n w..IL "'.JL.JLJL'VJL'-'JL.JL'V'9 lat~~Sellt SIlggf~er

une ënmmaaon

un aeattementont

auteurs ont eaaremenr "-1-,,,,,,.1..1..1.'-.1.1..1.1,,.1..

ce

l;n~ilJnlan et en



pre~erlter une _"""'".............".....

tous sur

rv1J~IOS'DOj,.,aJ;um au cours

e __ "

sytèmes de traitement classique pour la potabilisation des eauxincluent

que systématiquemerlt e infection à la fois comme me b e contreles

a ts pathogènes mais aussi pour assurer maintien d'un désinfectant iduel dans le

Ma é cesprécautions, il apparaît d'après les nombreuses épidémies d'origine hydrique

_..,"""'A. ..._..I~~~'U" que ce final de désinfection ne permet pas une prév n de la

transmission la maladie, notammeat en casde dési ection par le chlore.

ts <1~;}n1tecltan1ts principaux actuellement utilisés dansl'industrie de l'eau:

chlore(leplus et ses

o

tabl u NOÇ)

tVl)to~rDoridium.

ces 3 sur l'inactivation de

encc)re J:lnc,LuSl()n 1eXCJlUSl()n rI~. rtrt..'n'l"'O'i"'lt-C"l tl1UOr(.~en.1qu(~s.

ez l'animal ou

101"T'111....0 dlJ tal>leau

deS1l1te<:tlon comme

penmertent p

il n'endelneure

ne



OQH1QRE

80 mg/
8 16 g /
1 g /

7,2h 99
100

Korich et 1990
Smith et al., 1989

Ransome et al., 1993

O~~~:::::...=.=-:::::::~~=

0.43 mg / L, 15 - 30 min
0.49 mg / 30 min
4.97 mg / 15 min
1.3 mg / 1 h

64 - 69
63.8

90

Peeterset .al., 1989
Ransome et al., 1993
Ransome et al., 1993
Korich et al., 1990

o NE:
mg/L, 8 min

1 mg / 10 min
1 mg / 10 min
5 mg / 5 5 - 200 e
1.11 mg / 5 min

99
99

>
- 100

100

Peeterset al., 1989
Korich 1990

Ransomeet 1993
Parkeret al., 1993
Peeterset al., 1989

80
95

99.9

Ransome 1993
Ransome et al., 1993
Ransomeet 1993
Campbell et 1995

autres mrcroorzamsmes... Le chlore et ses dérivés : que la plupart

~"""',J.1~"'V.L""'" aux doses de chlore appliquées dans

en ....""' ............,J.,J........ aux USA), il que Cryptosporiâium nàl""i.o~~ .."o

encoreune ........... JL,J.1"J.1,J.'-&."JL"-',J.1

Il

......,ar~~ en 1 h

ch1~()ra:ffilrle en90 min



..
une eau contammee

avec 1 IL

ou

que
.. n'l,~t'''I'J''lt'''I,1''''\n de 100 % des

habituellement

pendant 4 à 6 mUlutes" à ir de

et 1989 ; et al.,

'apl)analss~ent pas pour

(Korich et 1990).

Or, en Europe notamment, les

préconi par les de l'eau sont de 0.4

l'application d'une à 4 d'ozone 1L d'eau

1). Mais d'après de nombreuses ces

inactiver la totali des oocystes potentiellement

D'après une concentration resmueue

5 mg 1 L pendant 2 à 6 minutes à 20°C

auteurs ont également observé l'importance du tem ture dans

ts désinfectants pour l'inactivation de Cryptosporidium ; il appar

tenlperatllres P'P'{,PPIi:. la paroi oocystes devient plus perméable, permettal1t un

du d infectant.

qu'à des

plus

eur indicative "'~IJ"'ll1':~

_...., ... ,... -....IIJ....,...JL_ au produit

d'exnérimentation..

et al; 1993(b) , .........,........_.........

......~~~'I" d'ot)tenir

4 1

[C x Tl.



'g~Àt'A~ Protocole Ozone C::T "'S"',
.1.

d'ozonation résiduel de contact une
inactivation

2-
(mo min/L)......

C. .parvum Batch 0.05 M Tampon 0.16 - 1.3 5, 10, 15 7 7 Pineh et al.,
bateh ozone

.1. .le
1993

C. parvum Batch liquide, 0.05 M 0.17 1.9 22 3.5 Finch et al.,
batch ozone j.- j.

1993

Peeters et
C. parvum Batch liquide, Eau dësionisée 0.77 6 ambiante 4.6 1989

batch ozone

Peeters et
C. Batch liquide, Eau

,
0.51 8 ambiante 4 al., 1989

batch ozone

Korich et
C. .parvum Batch liquide, 0.01 M 1 5, 10 25 5 - 10 al., 1990

ozone continu c s:

Perrine et
C. parvum Batch liquide, Eau distillée 0.44 6 20 2.6 al., 1990

ozone continu

T~nO'l~lQ et
C. Batch liquide, Eau distillée 0.6 - 0.8 4 25 2.4 - 3.2

<-'

al., 1990
Batch ozone
modifié

etàU~)lll1.\"..\,..tl1.\J'll auperformances de la

Grâceà la définition de cette valeur indicative une comparaison entre les différents

d a pu si sont quant à la généralisation

de valeur x T comme indicatif l'interprétation

Cryptosporidium..

Ainsi Ives, en 1990, a comparé

......."'....~_N°l

sur

Inactivation CxT Il) Références

99% 5 10 1989 ;
1989

90% 78 51 Sterlin et 1989

99% 7200 Sterlin et 1989

100% Smith et

90 7200 Sterlin et 1989

~ 35 ~
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infectant

CHLORE

MONOCHLORAMINE



aesmrecnon evaiue sur

à

se

necessaires de
U~1"e:t"''l'nO et 1

de

SelonCampbell al., l , une opportunité pourrait dans ce domaine, à

svs'tètTae d' adiation t ui utili tions

de traitement qui permettrait l'exposition des oocystes, par le biais de deux fi à une

radiation mW.s.cm-2 provoquerait une 99.9 de tosporidium.

Selon cesauteurs, une investigation plus poussée ns ce domaine pourraitpermettre de

recomman ce de pour Cryptosporidium.

eaux usées brutesalimentant les stationsd'épuration sont susceptibles de charrier de

,............·.L.L~'1.....u quantités ex ents animaux systèmes

d' outs tant la sourceprincipale de Cryptosporidium.
mination tosporidium par s de traitement d'eaux donc

une primordiale permettant de limit pollution des

à consommation.

OSl)onfdizon, une

de

aux Etats

Smith,

Localisation Nombre dt Concentration R
1 1

tillon

Unis 111 4- al

37 1 321 1994

Etats Unis 261 0.03 1994

Ecosse 76/117 5 -60 Robertson 1995

'" 36 '"



une enmmanon

; Smith et al., 19

74

'TV1J-tOS'IJOI.,alum au

une à99%

du traitement employé (Madore et al;
.,;.,....n.. t'}t.u'''"'''' et 1993) et on Rose et al., 1986, une

1 "'.lC'·C'AI''IrI t'} 1'''1An traitement secondaire - aesmtecnon.

U""I.L;l~"""~ pour des eaux sont assez

sont plus souvent Ces de

ont l'objet de nombreuses en vue de l'évaluationde leur

eummanon et l'inactivation de Cryptosporidium dans les eaux usées.

détaillée a sur utilisant bassins de

Globalement,

si les

traitement par boues

performance sur

'(lit r boues activées:

stations

'l7nIL::lI.'1'1....C'I de 0

traitement

et 1''1ftt'}I''IJ::U''11'1'r:a1''1t''~ft

§ II.1.).

œsmtecnons au

Cryptosporidium

boues n~1"(7.cJu~ dont une sur.pl~~m(~nt(~ d'un traltemlent t"O'I'"'I· .. n .......~ par

filtration (sable) et chloration.

cours

etlluenlS detraitement C'~Anl"1t'} .. '1"O

à 20 oocystes 1 40 L.

1

en a l'ennunanon

et sont

Ma~tunana et

u __.........u .. conservent

enue au cours

eaux .................__..."

un .1..1.'-'.1..1..1....,.1.""" surnsamment J1.......... ""....,J1. ..,_......",



90

99.9

d'inactivation

4h

24h

Inactivation

ion

Traitement

98.6

83.4

90.7

de %
r

2h

6h

3.6 h

a que 1 par boues la

~lIIoA.7"'~V'~,I. UJ..1U"-"'JLVVJL"'" D~emlett;aIe)lt une élimination une ptosporidium très

e resntars obtenus au cours de mettent en évidence

une certaine ll.1JLJU"''''''JL.1\",;\",; du temps de s · ur sur l'élimination du parasite qui atteint pour le temps

de séjour à toutes d·t

défmir avec n l'impact du

........ ".......... ,,'"'- Whitmore Robertson, ont

al a J! lement permis

sur l'inactivation

1JJ..1~UVU",I\A.n••, (TableauN°14).

L'étude de S·"rl1"'~n"n

traltemLent par

tosporidium
de d'eaux

raitement Pér
d'exposition

ature ctivation

35 80

35 90

35 80

55 100

55 100

5·ours

2het24h

2het24h
thermo hile

Pasteurisation des boues



et

Grimason et

I'l'bassins

une en vue d'évaluer de

au Kenya (tableau N°1S).

Cryptosporidium et niveau de contamination des

échantillons dans des bassin de stabilisation.

Nature du prélèvement Nombre d'échantillon positif Concentration (ooc;ystes 1 L)
1 Nombre d'échantillon total

0/11 o

2.5 - 4.542/21

2/

2 / Il (18.18%)Eaux brutes

Effluent de bassin
de final

Effluent de bassin
de maturation laire et narre

E nt de bassin anaérobie

isolé dans eaux brutes en entrée du
"""""""""""TOTL:!IiO / Là

sounzner qu'aucun finaux

Il systèmes étudiés, ce qui indique une _.L.I..~L_"''''.L''_ importante de la chaîne de traitement

Au cours de cette étude, Cryptosporiâium a

pour

sur renmmanon
auteurs ont 1"'nr~n1"1'·o une Olnllnl1tlc.n _.... __.... _..."..."....

tranement avec

à

aà

auteurs



tralterrlent cla:~Sl(lueS ne

ml(:rOC)rg;am:~mc~s te comme

""Jl.JI.JI..V.L ...... ".L'V.I..I. ne se pas Tevele.~s

développement techniques de filtration sur membrane a permis d'offrir une

aux de ·nfection, à leur aptitude à clarifier à

taminer l'eau en une seule opération. outre, l'utili ion de procédés à

"membranes" permet sans ajout de réactifs d'obtenir une qualité d'eau constante quelle que soit

ualilté (ie r u brute (Tazi-Pain%et al., 1). lors la tion sur membrane,

n des microorganismes est assurée par un procédé de séparation physique dont

1e 1 est uniquement fonction de la taille des pores de la membrane et de la configuration

du module.

Ainsi quatre domaines de filtration sont définis en fonction de la dimension des

contaminants N°?) :

- La macrofiltration : rétention de contaminants supérieurs à 10 Jlm (correspondant aux

svs~tet1nes de utilisés dans traitement des

contarrlffiBlnts
10 Jlm (traitement s ~11C!1~Ct1n1"1Ct : clarification - steIll1sat

0.1

àO.1

C1~"",...."1N.t"'ft de sur la de

macromoléculesensolution) ;

0.001

0.001
0.0001 à

connu un essor ..................."_......'_........ '" au cours

eaux se

sur ce



Glucose

10 IJ-m 1 0.1 0.01 0.001 0.0001

E. Coli

111.1. 710%

amene P3Iml~ele]melrlt à

à

..."' .....__"r rv"'tt""'''~'1''''Q1rnQ1l''\''à la ....... 1................·.""'....." sur tl'l ..............I"'\;...... "14':lItltl··J"'Vue en

ertenë(1lc'ula:treJnelrtt au

en COIlcenttant



Flux

une

+--"""" ....+ion

trat

u deco}lmata2e

'ec<)Ul«~mf~nt ce

favémtaJ;e ft1M1"U'''1n«:11 de

con1:ramtes de cisaillernent g parce tvpie d'écoulelnel1Lt -p4;:nnett
"_...... "_ ...' de sur

corltra,rrelmeltlt aux rés,ultats 0 us en .......I....~.u ....I.'.n.:J. .I..I.V.l.U,U.l....... Cla:sSlQ

fonmé entraîrle une augtnerltatlon

d t.

t



orE~an]lQu4es et
nremieres sont ""ru"nn~"'\C1~r:lC1 de nnll'\T1""t'l~#:).~ du polysulfone,

oolya~rylonitrile, de cellulose.....

secondes sont en alumine, carbone ou encore oxyde zirconium sur support

microporeux en carbone, métal ou

matériau est focalisé d'une sur la du aux conditions

drastiques de lavage membranes et d'autre part sur de fonctionnement

(résistance aux pressions,....) et propriétés du à traiter (nature abrasive,

oxydants,...). La biodégradabilité et les caractéristiques hydrophobes ou hydrophiles du

supoort interviennent égalementd'une façon significative dans le choix du matériau filtrant.

Iil du matériau pour une application donnée d' u à tmiter)

repn te un compromis entre les qualités et contraintes représentatives de la nature de

l'élém t fîltrant. Trois exemples permettent d'illustrer la du choix et les

vq..l,"y"""""'•••L;..........M"vL;:J ........... _'_............~ ...... _ ........" aux mat

~ membranesen acétate de cellulose sont hydrophil sont par une

bonne au Par contre sont

bio bles. en oeuvre de contre - fréquents avec du chloré est donc

ID au
). en

ce type

ce qui un t.
). en

et une nceau

à conserver un



colmatant" à

"alimentatlon qu'elles ne

: Structures desmembranes de micro et d'ultrafiltration
~~~...-..-

III""'IU"'IWII"'" Îsotropique membrane composite

membranes d'ultrafIltration et microfiltration sont eommeretansees sous
me~mt)ra]rtes "".1.".1.1.""'0" tunutarres ou sous creuses.

à me:mb]ranc~s pre;mIers dévelop se presenltent

lnClnn'\Jr~rl1pnts mareurs compatibIlités V.l..I..I.,.I..I..I..I.'..........."u ll]rnIt~ees"

.I..I..I.U.I~..L""'''''' .....0 0""""""""'''''''0 en susDe~nSIOn., ....... _.., ...............~;a.,;a., en



Membr-ane

sont d' "'m s
alslpO:St/~ coaxialement sur tOuf-J"'lo IJ"'lollll_ longueur. La

membrane qui d la pores de

avantaees maieurs de ces modules dans compatibilité

matières solides en suspension.

comportélntdes callaux de ............j~'1 ... I.~.... I"~Y'"

s ce i e des canaux

retement fi
chimique et leur tolérance ,,1'.""'_.... _,,1'.""'



rultrafiltra1tion en

muu.LU.~ Ubl111a:rr

us réSl:~taJltS.

ftEIIr'ltl"'ll''IIILll à creuses.

dedeces trois

"""'• .I,~"~V.l.~lJ OPê~t]lOnIlell~es D~nt14CUll.eremeJrtt lIJI100'ttatltes en tralterrletlt

module

creuses

ImDO:~SII)le

X ...AcceoitalJ;;e. xx ... xxx Excellente



....-__ .....- Il eaarement de l'ordre installations d'osmose 'tn,;,Ot"'(~O et

L,l.U,l.,U,J,l.JLJ.1.,l.&.41.... '-"J.,l. en service monde (Mandra et al.,

plupart de ces installations avaient comme objectif le dessalement et radoucissement

..................... ,.....'_........, en minéraux, et ce n'est que récemment que ces technologies ont

pn,j'lC!!:IOPPS pour l'élimination microorganismes ou de matières organiques.

L'avantage de l'utilisation de ces procédés en désinfection l'élimination des risques

de formation de sous produits de désinfection rencontrés au cours de l'utilisation de procédés de

désinfection chimiques classiques.

ont réalisées d'évaluer l'impact de ces systèmes sur

l'élimination de microorganismes comme les bactéries, virus ou parasites que

Cryptosporidium ou Giardia. travaux ont été réalisés soit sur systèmes pilotes soit sur des

installations industrielles en service.

~U.U.UI3 types d'application des systèmes d'ultrafIltration et
1 nl1l1. 1 C'1'"1"'1 0 de l'eau:

V.l........L.I..I..I.~1..J.~ ...... et

d'eaux potables.

microfiltration ont

production

eaux en 1J'1.U""'~J.,l.

assez

...................._. ont

à tester et eomearer un it;Vf~t::1111

creuses ou \.t\".IJ.~t.UU.JL\.IU'vl3 tunulatres

,..., 47 ~



Seuil de Constitution Structure
fonctionnement

Micro filtration 0.2 Fibre creuse Frontal 1 10

Peau externe

Ultrafiltration 0.01 Fibre creuse Frontal ou 7.2 ou 1

Peau interne tan 50 2

0.2 Tubulaire 1 1

peau interne

) Ultrafiltration 0.005 Tubulaire 1 1

au interne

Le bon fonctionnement en oeuvre d'une

production - sont à l'eau

à l'air (membrane façon en .....1.""'... ""''''',1..1.''''''''

pour assurer hydraulique membranes.

""A.L....cacité des membranes de la rétention de protozoaires tels Giardia et

a

II est apparu que toutes les membranes d'ultraftltration et de microfiltration

ettaient liminer ment de protozoaires présents dans ·on avec

(Tableau N°I8).

T et Cryptosporidium

L.I. .......""JI.'4J ... .I..I.~....I.""'....'v...&. (M.F.) et (U.F.)

Ressource

1.Ea·u de surface

Concentration Eau Brute U.F. M.F.
de 1

0

380 0

230 0 0 0 )

* concentrations oot:.ellu,es ...... ". ",." ......."",11



L'interprétation de l'ensemble résultats rapportés au cours de

présager que toutes les membranes testées seraient capables d'éliminer totalement les

Par contre il s'est avéré que des problèmes au niveau des joints assurant des

svstellles~ combinés à défauts de structure au niveau membranes peuvent limiter les

performances des systèmes de micro et d'ultrafiltration sur céramique

des microorganismes comme Pseudomonas diminuta ou

tailles comprises entre 1 et 2 um ont pu échapper aux systèmes passer dans Or

il de coupure maximal garanti par le constructeur pour les de

O.2f.1m (microfiltration).

Par du fait qu'aucun en dopage artificiel n'a au cours cette

étude pour Cryptosporidium et en raison du haut degré de déformabilité ce parasite,

capable malgré sataille de 4 à6 um de passer au travers de systèmes de filtration d'une porosité

là3 et

necessaires afin d'évaluer plus performances de ces de microfiltration

et d'ultrafiltration.

resuuats obtenus au cours l'étude de Mandra et al., ont ztooarement trouvé

en ................".... ...., ............ lW..I.'II.4"'.... " ........ et en ultlr3tl.ltr(itlc.n).

et travaux sur

creuses or pour ux en

0 ont co

p sous avec un en du

et pollution sous

retenue par



Mode

Fibres 0 100 % 1 ND 1 ND
creuses

0 100 % ND ND ND

500000 1 1 Fibres 1 Tane:. 1 *6.10'" 1 0 1 100 % ND ND ND

- 0 100 % ND ND ND
creuses

M.F. ~m Fibres <1 >7.8 <1 >4.7
creuses

<1 >8.2 10e: <1
l

th M.F. uz ~m Fibres <1
Q creuses
Z <1

5000000 Fibres 1I'9.6.10° <1
creuses

<1

3000000 4.6.101 6.9 102 9. <1 >5 102 1 6. 04 1 <1 1
ft - 5.6

...., <1 >4.7 >4.4

<1 >5.2 10

*



sur

une ........._·.........V'........... ll.""

en cause.laquelle

l'eulnm,atICtn

s

En ce qui concerne l'élimination Exoli a détectée uniquement dans

ptlJ'm ts l'ultrafiltration tubulaire sur de ce

pHénomène réside selon auteurs dans une distribution plus irrégulière des pores et des

d s de plus importants pour les membranes céramiques par rapport aux

membranes organiques.
lt:lp'-:Jno·t:llIA et ont une à d'un

c!'{lC!'f~rr,~d'ultrafIltration employant une membrane organique en cellulose sous de fibres

_ ... ".,...",...t..<F_U (porosité 1 D). Un abattement à 4 a obtenu pour Giardia quelle

que soit la qualité de Par contre, auteurs ont pu remarquer, impoàance du

maintien et du contrôle de l'int ité de la membrane au cours du process. effet, dans le cas

rupture de une à du Giardia a détecté dans le

L'utili ion
~++I'I'I~-ts station

d nfection, sans risque

microftltration l'ultrafiltration pour

l' portunité d'allier en une
formation de pnf1n"l""'&nLC'ACl J""i..,..nr·nnJ""i. 1"'lf"'l1".... nro.noCt

traitement tertiaire

une _A._........... A.__........._........ et une

ces teenmuues

A ............... '''"'... _ ... .lL.Il. ...............L_....... sont en

et

al.,

nl1~:;;alnll1~ svstenlles LlJl.Jl."-''''~ recem:mel[1t rl4::::t.'101r"lt...............~ sont Drt~SeIltec;~

~ 51 ~



l 'l'~imlsa~e, Elimination du

d 800 f.Ul1,
Bioréacteur à boues activées en amont
du de filtration

Microfiltration
Membrane Cén!lmllQue

Fibres creuses - 0.1 f.lm
Surface fùtrante . 1.1

Flux tan,gen.t1el

Elimination de 93 à 99.9%
du COD et des solides en

Trouve et

1994

Traitements secondaires ClaSSlQUies
boues activées suivis ou

deco8lj!;ulanon-

Microfiltration
Melnbrane minérale

Tubulaire 0.2 um
surface filtrante: 0.2 ou

0.12

Elimination totale des
matières en sus'pen.sion<t

tumidité < 1

Pouetet

1994

Sédimentation secondaire en réservoir Microfiltration
membrane type "MEMCQ"

Flux taneenuei

Elimination totale des
bactéries et réd uction

de 92% de la turbidité.

Ben Ailn et

1993

ces svstemes __........__~.........._ que la

......... n,~ .. .cJL,...cJLC1 en (rn'~nJJl,n~1nn et l'élimination

svsteme, taissent supposer de

....., ........."Lt.....,u.Li.~ comme Cryptosporidium -t
dans ce domaine, afin de confirmers Invest]l~

ce en

en profondeur es.
sur

et seron aux eaux sur
ranes.

.

se sous

creuses car net aux

toutenoccu

ce en

cas rabattement ~ 99.9%
t e d ...._..........'.....u en

microfi1 tion tan,genlt!-elle



sous

Localisation Procédé érences

Eaux de source St Maurice-Les- C.G.E. 2000 Microfiltration Salvat et
des Chateauneuf Membrane minérale

tions du
Tubulaire 0.2 ftm 1990

32 modules - surface
filtrante totale : 122 m 2

Flux Tan entiel

Eaux de C.E.G.E.L.E.C. 850à Microfi ion Lahoussine-
de l'eau Membrane minérale

Normandie 1000
Tubulaire 0.2 f.1m et al., 1991

19 modules-
filtrante totale: 60 m

Flu n entie1

Douchy des Ultrafiltration Anselme
eaux Membrane

Fibres creuses 0,,01 f.1ffi et 1992
2x8 - surface

: 800
Tan entie1

xdesource Amoncourt des 240 Ultra tration Bersillon
karstiques (Haute Eaux Membrane

Fibres creuses 0,,01 ftm et

modules surface
filtrante totale: 140 m 2

Flux TaneJentiel

4

eaux au cours ces

aucune ces """'"uu.""~..

....,"'....,'LI~.LL~ comme Cryptosporidium ou .......M.AI,' ~IA- ..

sv:)temt:~s U".L.J..I.~Vl3 .. sur



11.L1.",; "'1, ""n1 tllOu.larre. un

en

reansees rf~~nffil"emlent par Ben Aim et al., 1993 et et P rsen,

lementl'i , êt d'un couplage des pf de microfiltration
traltemlent deseaux ITn"..,Il"I'f".. rlli'l1'Ol'tà une: tlo

alln[}entatlo,n, a ....._...................,.

Dans tous il remarquer que microfiltration ""'.......JlL... U1loo"'U. qu'ils

couplés ou non à ce type de p '"tement, ont démontré la pour

perméat.

svstemes, décrits ns le tableau N°21, emploient quant à eux un

pr é or ique. procédé a dans ces cas à la

microfI1tration sur céramique car il permettait d'éviter problèmes de colmatages en

profondeur précédemment.

ont é resuses sur

~vrV1.I.'\JV.U"","""'''''' ou

composition mocamnoue

tosporidium ont

du paraSIte. Peu de travaux

que

sur

si

4-une

/ 0 ou l1ev'en.atlf



""'.n.. ..JL'J.L"''''''L sans une J;..J.U.JLI.U""

Néanmoins une aux resl~ltats

effet Gregory et Pugh, 1995, ont une plus ant

d'affmner que la concentration saline n'avait aucun sur e de des oocystes,

qui seraient caractérisés par un potentiel zéta -12 mV dans de l'eau du robinet. Ils ont

ement constaté que oocystes étaient par une charge de pH-

endante, atteignant le point isoélectrique pour un voisin de Selon ces auteurs

l'ensemble ces résultats sembleraient d'une composés

polymériques adsorbés à la surface oocystes.

développement d'investigations plus poussées permettrait d'apporter plus de

renseignements dans ce domaine.

"".n.L"''''''''J..I.'''''''' de deux types distincts d'oocystes

o oocystesà

d'autoint ion et qui ~111'''!~1~C'An'''

o des à paroi eDaJLSSe ("thick-walled

Cryptosporidium parvum a

Oe.k:vst:em.ent endo

qui sont enmmes dans

environnement et reseonsame rransrmssion de a

mesure en moverme

>- La FfI"...,. .. .IFf1Mn externe mesure nm en tnt'li\lPt,np est nnement zranutee et



1

o unezoneexterne:

nmen movenne et zonemt~~,e.

mesure

et nm

matrice

'ooicv~;teest lITt~2u.l1er en apparence et attaché à une

·dium parvum (Microscope électronique

~y."'..I.' ...1Il..o'..I. et ol., externe (OL);\,J.U1.1.I.:J1.1..U.!JI.,;).1.V1.1. X 300OOC))

couche inteme zone externe la couche interne zone tnteme de la coudle

intenze sèDlararzt couche externe de couche interne )

Ol

Sp

une



Cb

ryPJtoSlJoridiunz atypique nommée : fragilis parIl une ~C'T"Io~~

Baxby et Blund ,1988.
Cette omination ....a.-n.nC'la. os tique .....,..,__...........''''1 __ de l'oocyste.

Cette d'oocyste est car.a.ct~ns€~ par une membrane distincte de

des typi es de C. forme .....,y ......._ ............. __•

C e membrane externe est constltU(~ de 3 couches

us d'épaisseur;

nm Q'e[>alsseU.r:

ue (.F-tU"~looI""""1

et Blundell,

tlOOnm



q

de

membranes..

composition membranes, ont en vue de

aeternllnc~r un parvum à la des oocystes

dans un but thérapeutique ou pour au point de technique de

J"V""U1."i:'1",lCiC' par immun uorescence. Il ainsi d'après di ents travaux

al., 1988 - Nichols et al.. , 1991- Nina al., 1992 (a», que la composition

Daras11te peut selon type d'h e en à pressions de

~ par l'environnement de hôte..

étudiée au

molécules de

selon les isolats et

composition d'isolats d'oocystes de Cryptosporidium a

coursde nombreux travaux.. Il est apparu la majoritédes pro n et

Pémlslte étaient immunogènes (Tilley etaL, 19 ).

et 1

C~1Jtpt()splon4rJlum parvum, et plus particulièrement

montré que la composition antigéni e la paroi des

rh r rence numam..

SlgIllh<:atl()n biol""t"'fI'.. ,n.... l:lk

er un

l'environnement

les antiglènes

petite (liff(~ence POUlrraI"t

patasllte ne

spc~ro2~oltes

conlpo~;ition antlgenl.Que

lso1errlent ,..·n1nt-... l.....L"lo.
1nes communs à DlUlSle:urs

au point
ImlnullotjlUO]~es(~n(~e ,......._................. et



leursla ,.,.~...'t!"'l't"'ll."C'l... t- ...""", en ~1.Tl''t'''lI.L~t- .. .rIOC'l

et al.., ) et la J.L.I.'JV'.LI..L"''-'' '-".1.""'''''''''' '-'IVI.I.""'.L """"1.'''-1"'-''

il

1988).

sont 1'1.. 1"'1ror-t::~nl"'lo"ooC'

\. """''''''.1..1..1.'-' et al;
.....h ....r"'t"rln~('n't"rlAC' (Meadet

......... ...,... ...,"" ...... et al., il que dans

témoignent d'une plus importante aux environnementaux une

diminution la perméabilité au D.A.P.I. ,6 .diamidino 2 (colorant

fluorogénique)) a remarquée pour les ooeystes ayant séjournédans des (pendant 33

jours); laisserait qu'un composant des sans doute un mucopelysaecharide,

s'inrerait dans la paroi des ooeystes Ge Gomposé aœorderait aux oocystes une protection

vis-à-vis des stress environementaux (mais œtte propriété serait perdue au cours du processus

Dansla majorité ŒS selles contenant

solution dichromate de potassium

1

oocystessontconservées à 4°C dans une

%) . il apparaît, selon Upton et al.,

l"V111rlPp en IJ.L '-"t.:n"..<L.I.''''''''''

2,5 purification
de C'an,l"'lohl':l.....nc:~~ contenant unepetitequantité phénolou

oocystes comme une solution
l'''loAC'11'11't''rl 'l'''t!'''lr'l~.rI.. 't'' ...at'''.'''''.cd.... t- de

U,""""""".L1l.UfO...'-" de Cryptosporidium dans de l'eau du robinet altérerait

rOn,21QUeS, qui relar~t!Ut~nt,

paroi

forme

un trauement

:ll

et occasionnenement

conœrne

""""""'-".1.1.'-" externe

ce



transrmssron x

,h +ir-r---~.._"""" traitements

* Par contre, d'après Nichols et al., 1991, Baxby et Blundell, 1988, il

mod par rhy hlotite de t..lv'\,JU...... J.JLJ..

ooc:vst~~ n'est pas significativement par par NaOCI

proteinase K, trypsine ou formol (Nichols et al., 1 1).

Dans eau sontr upés résultats ap

.. physico-chimiques des oocystes C tosporidium (Tableau N°22);

a de

)Cryptospori

U..L's"'s"~"""".l.~t..l tI-alt1em.en1ts -nn'l'U''''1'111QV et _......A ..............."f~...""u sur

l (Baxby et Blundell, 1

Tab

Traitement

F

F
F

10-12 min
min

F
F
F
F
F
F

NF
NF

60 to
>60

NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF

NF
Nf

NF
NF
NF
NF
NF

NF
NF
NF
NF

>110 min

min)
2..S'ln Glutaraldebyde (2-5

min)

NF, oocystes détectés - F, oocvstes non \.1\.4'1,.1'"''''....'<:>. t Résistance à sucrose
SIICI-OSt:::-f)JlC:':IUU altérée

inaltérée t résistance à



sont

""u,."u,.ILU C()nstatt:~ avec

oo.cy es atypiques. œs atypiques UIJ ,U-I.f.....,I.~OI""',I..I." comme osmotiquement

es et possédant une structure ng1"T'1"1'111A1rA~~An"" _44"""...._ _ en lipides.(Baxby et Blundell,

1988).

apparue

indicateurs

La au point de TAI"'I"U''l1rnIAc::'

indispensable, notamment depuis les épidémies qui ont montré que

__..., .. _ ......_4 ........41 "\1,I.,I.,I.~1~ pour l'évaluation de la qualité microbiologique de l'eau, se revelallent

totalement inadéquates pour la d" ·nation de la qualité parasitologique de (Rose et

al., 1991). Il faut pourtant signaler qu'à l'heure actu le aucune méthode préférentielle n'a

encore été normalisée et seules certaines techniques font l'objet de recommandations nationales.

Les techniques actuelles de détection de Cryptosporidium dans l'eau se décomposent en

est

l'

ection

conœntrations

grands volumes

~UII..7,1."~ presfnts.

les

o

\oI1.U...l.l.l~'''U"",, \,""",,I.",I..~",I.""'I..I. SlmpJle ou tmmunonuorescenœt

tou

o La concentration de l'écnaJUll~vn

d'oocystes habituellement dans l'eau de "n'f"I"'A1nt'''''~::3Irr

d'échantillons afin de limiter seuil de détection méth es.

o La purification du concentrat : Le concentrat obtenu au

pr réunit tivement une quantité de importante qui rend la d

directe Cryptosporidium difficile. étape permet donc de ~""'1J4"""""',I.

IJU-I. :",I.'""......,I.~ g pour dénombrement

bremem



e'll"'\ll'1U.:3l'nf" efll1pIO'Vees (tabJleauN023).
ID es

.1..1..1."',1."".1.,''''''' surmetnDrane

i

la recJner4:ne ·dium dans ît

yaume-Unis a aCl()Pt(~ (rune

ae Jl:Sook" (DC)EJ'SCA, 199(») ttas(~ sur une tion sur

me1tnO(le a é u urs

it

cartouche

es

mmou

, rélu110n de~; O()cy:ste~~ pl~ésf~nte1

1'1s;.JJ Ir~ .. ~~,~ semtrlentler l'ecnantJUfOn préalal)!et1nent à la tJUtrallon

et

écu'pén=ttio:n aussi tall)les QU

evaJLues pour ique oscillerlt seulement

h et Stibbs, ) à de

eterrlents vari b taux de
1

nurauon surmembrane

e2alerrlent uti

S

(j

>-
121, 1

(1

(Ml.ller et --.... .... .&.~.",_ ......,

cartouches les plus se présentent sous forme de bine de fibli en
ylène affichant une de 1 f.1ID CU en,

onnectlcut). après filtration sont du support su ant les
utili plussouvent solutions deTween ou autres déter,gc~nts

.I."'.L,I..I.U.I.'-IU,"'.1. que mét sur les cartouc sont
longues et fastidieuses et ne donnent que de faibles rendeme de récupc~atlon

mal é i ormances des uches concernant la n le



auteurs

%)

*'
t

29 à 58%

<
(0.4 A %)

sur

sur filtre

Immunofluorescence

Immunotluorescence

Immunotluorescence

de

Filtre cartouche polypropylène

Eaux
l

l



reeommanœe notamment

une _........_A __

ce

ne presentent

consmerear cette
à

>- Les autres svstemes de filtration envisaees
dével deux de fi1tration précédemment

aux assez limités

itmore et Carrington,

ont un m' es une de

oridium dansl'eau (T leauN°23).

cesméthodes la technique filtration tanj~entleULe _..""..............~

à des résultats avec des rendements atteignant des pour des

échantillons de 100 d'eaux de distribution. La limitation desrendements à ces valeurs est due

les auteurs au membranes et à l'adhésion la couche

e de débris formée à la surface de ces membranes.

L tati de ces techniques à des eaux pourrait à la mise

aeseauence SUP1)leJneJltalres

de

encombrant,

ecl1lanl1llc.ns, une alimentation

technique pour ladepermettr()nt de 1'-~"""-""""'11_1+à

(;1)7}tosporidium en sachant que

employé sur

·quepoursonfonctionnement.

pr()œdés de .1..1."-',...,......1......"".1."',.1..1. ne COllnalss!ent un essor

n mment

rannucanon aux "~.I.,I..I..I..I.\.Iues

et al.



nOltanlrn1ent ceux U ... LA.Ll...K4JI. ......

.............." .. " ......... - .... _ ............"11 __ ou
sont ....al"!.......nlr ..~i:Ktet

"",,,V.l.lV'-"'.l.IUUI~.I.V.l.l de Cryptosporidium dans l'eaupar .....A.A..ll""'A.'""/.I..l.LU

~~""".I..I."'LJ floculants selon

Agents
floculants

Protocoles
floculation

Ajustement pH
floculation

Pourcentage
d'oocystes

floculés

Avantages
Inconvénients

E t de
boeuf

Extrait boeuf 30 %(Plv)
additionné à l'eau

analysée à 1
concentration finale

de3%

avec 1 M
< 10 %

faibles
témoin

Rendements
non différents

Bons bonne
coloration

Bons mais
interférence au niveau de

la cotoranen
59%

64%

-e 10 %

< %

< 10 %

< %

10

avec NaOH

pH 4,5
avecHCIIM

Sans ajustement
10 ml* puis

addition de
10 ml* de

lM

Poudre de lait écrémé
(OXOÏD) à une

concentration finalede
% Iv

10 ml* de
additionné à

mé avec 10 ml* œ
NaHC031 M

Précipité d'hydroxyde
métanique formé par

addi d'une solution 1
M de sels afin d'obtenir pH 9

une solution finale avec NaOH 1 M
de 0,01 M du métal

Carbonate
de calcium

Lait écrémé
en poudre

* Volumes déterminés ttocuuutonréalisée

à

qu'une "'IU4I.A"LL'_"-I et une stabi du concentrat mteressantes, protocole corn

f'I 65 f'I



e mA T n 4"'\n A __.LJt.••.LL7

,.hCfi·~h·I..i""I''''n OU encore d' u i"'IoCf·.."",n1lCfOa

unecontammanon
__" __"'L7' fi

rt~ ''''t.:l1r'll~ VO!1umC~S rI·~".oni·"llr"nscofnOOlfes à

tl()~Uléitl(J.n ne per:met 1'~n~lv4~p

coneent parpourl'analy

floculation..

de 1 à 1000 L voirplus), son conserver un de
la méthode. Dans tous il a n la .... ln'..,.III-.::I1...nn n s toujours la

iquela plusappropriée. Ainsila d' .. ium, par eXf~m1Jtle (lans des eaux

sentant un taux contamination par L1j~Pt()Splort~atum

""""'1..lUI.1.1f.,.I.-U.'JI.1.0 de importants 1000

nouvelles

coagulation

ection du

etermmatlon de la

du d é

niquesIntc~es.ses aux t

Bien que les de Vesey et al. aient apporté de nombreuses informations sur la

flo<~ulaltion U"",,,I~"~ à la vere de Cryptosporidium dans il faut que peu

d'autres auteurs ont publié ns ce domaine.

uneseuleautre étude,réaliséepar Wiandt, 1994, sur Giardia en eaux a été

travaux, cali sur la coagulation par utilisation de sulfate d uminium, ont

e bienquela corn sition de l'eau et la charge en kystes influent sur les résultats, la

coagulation se unetechnique caee..

Carrlpbell se sont e;galc~m€~n

précon~sé~ par Vesey et al.. mais dans une optique (btl~erente.

risc~ue de contamination par Cryptosporidium non seulement par

d' p ns les eaux mais également par

panaslt~es détectés et donc l" 1 leur via

unesi

uer ce par;am€:tre.pouvoir

technique _...... 'l...-~Io.L'"

res:lsta,nts aux

""""""""""'... 1.'-'1.... ........a.UllJ'-'.a.~O doivent perm
bell et al., 1994 ont montré que

~ 66 ~



surtout

esatement tousfiltration DeI"mflteJlt de rassemmer

i ces nombreux d se dans

la plupart cas impossible et une étape purification oocystesapparaît indispensable.

se décompose en

- la dissociation des oocystes des agrégats de sédiments ;

oocy~esdesv~~Lv~u~u

oocystes

1987 ; Rose et

orecomsee nar ces ~n't~:::kl1"'(.'1

interactions électrostatiques

a e2a.1errlent

mteraaissant dansafin de neutraliser

enjeu dans

>-- Dissociation est une t"~lhn1~"'11A

ttt"1111C!~ pour séparer mécaniquement oocystes de ces u.~''''''~U.,''13 (Musial et

al., 1991).
L'utilisation de ...... Lif. ......_4"'ir'L.~+fi peut e2,llernellt ..,~"""...........~~ .........._._ non seulement d'éluer oocystes

du support de filtration pour la concentration de cartouche ou membrane) mais

aussi lors des lavages de sédiments

Musial

de rompre interactions hydrophobes

aux fi

en

eoncentrats ootenus

ces

>- Isolement des nnf1lr\,Cf1",f'lCf des particules de s iment:



Réactifs M Localisation Références

SUIlUl2eant

het
s,

1987.

1923.

Weber et
1992

Weber et
une

flottation sur
NaCl.

Woodmansee
ut co 1987.
ou non à une

u.tilis.ée (~OU1)lée

ou non Aune

A

min

successifde trois
couchesde solution

de d.eI1lS1tf~ ~;pec~tlVI~

Gradient de
saccharose
discontinu

rmol
Et acétate

orurede
sodium saturé
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t à une

p ts

sont sur erou de

toutes de tation sont ba

sur d: de flottation

Quatre grands typesde méthodes d'identification sontactuellement développés :

o La coloration des oocystes avant identification au microscope : les techniques de

coloration et de coloration par immunofiuorescence fontpartiede ces méthodes.

o ... n":n.l1""r"~linkedimmunosorbent assay).

oocystes selono Les de fluxpermettant

leurforme et leuraspect aprèscoloration par immunofluorescence.

o techniques ionparbiologie moléculaire utilisant la PlCR (Polymerase

Chain Reaction) et permettant de d er la présence d'A de tosporidium.

Comme N° regroupant la majori des 'tecJllnl"ques elopp

pour ion de Cryptosporidium es un lar~;e cie

m de coloration est proposé et deux grandes cat ories de peuvent e
diTT~""';::lInr-1 t:J~

-1

~nri1~nn~c! et encore €'r\.'111'1T411.......

une

f"V 69 f"V
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RENCES

J et RelIer
1987.

Bonnin et
__JL.LJL_........ " ........_ .......... 1989.

Dumonet
en 1990.

fécales.. Réduction Weberet 1991
ou

à

COl]l~;te (lephase.

des prE~atatl()ns.

sp<)jfoze.ïtes plus ti()ncÉ~.

ents prenant la

scence.
SJ)E~ltlQ1.JLe lIwx>rtante avec des eaux usées.

e mais assez coûteuse.
une tluiore:sce:nce V~Il-p«JIm[.lJ.e, marquee 1
de confusion avec C'-d UI..I.I.A.fL:)

Casemoreet al;
canlcte~nse~s par une tluiore:sce:nce jaune vive sur fond 1985

COMME

Oocy~;tes tactleJneJlt confondusavec les levures. Lecture U~l][(;al~,

peu de contrasteentre le et fécales.

Color~ltlc.n <JLe Heine



co par immunonuorescence,

pv é pour

reeusauen plus rapide et une

à d'autres ou encore aux tecnmeues mmmunonuorescence;
résultats divergentsont rapportés, maisdans

la parmi techniques de coloration permet une J.J.J.~J..LI.""''W.I.''''''

oocystes(Smithëtâl; 1989(c)), contre rrmmunenuoresence
l'examen d'échantillons d'eaux concentrés notamment

lectureplus (Beauvais et al; 1989; Mtambo et al.,

Deux techniques de coloration par ont au point pour la

détection Cryptosporidium dans l'eau:

>- L'immunofluorescence directe : Cette technique permet l'identification de

Cryptosporidium à la fixation immunospécifique d'anticorps anti-Cryptosporidium
marqués à l'isocyanate de fluoresceine, aux de surface de tosporidium.
oocystes.marqués apparaissent comme des éléments arrondis une fluorescence

t e

et

technique

contammeeest

'ava,ntaize de

IOentlClue et il est __.."n"1~"1I11A

à

assez coûteuse par la production d'anticorps c~~rnTllnl14~ anti-Cryptosporidium

marqués.

>- tecJnnt4r]ue ,a.VJ.~L""",a."JJ.U~LV sur

que hniqueprécédente se dérouleen deux fitiond'anticorps

monoclonaux ou polyclonaux anti-Cryptosporidium IgM,..) sur

en ...,,a."''''I,,7~J.~ ""UJLJ.",a.".,...,,a.· ...n,; Sf~Ilœ.JlreS ~.....·······_·~ ....····in ou

~ 71 ~



une

e,g,llelneJlt *"ihC\a~Ti:!!I.a au n1'TP~n de ,........it-~r.!I." ..O

urtegal-MOra et al.,

OC<::3.S1l0n]nellenlent au n1"P~nTlnlnrp'~r-ç.-nce à

CeiPet1laall1t une .l..l.UV.l."~''''''''''.l.'''''''''''

O ..........·f"lI ......O de ces

de fixation
.,.....0".....1"1\",...""0 dans le

monoclonaux anti-

de paroi des

sDe~lr:lauement "......... nOCt contre des

V"-""""""""""."''-''''''''' d'un marquage

communs à la

"""""JU.\-.a.",,,,.LI-'U po clonaux capab

cemanquesont reseonsaores

et une
poridium _....... .JL.,....,~ resoe<!lVement contre trois antigènes L:J1J\o,;'\,,/.l..l.J."-Iu......i3

nr"\1""TC'f'4~C' (Tableau N°2?).

sur un éVf~nt:::l1l

diff~érents

·~""'~.J"'lof'i::lI'I""IClt-"rflI'10C\ de

Cryptospo· um

U.l..l."·.I.VV.l.IJi3 monoclonaux pour la détection

par immunofluorescence (Rose et al.,

1

Indirecte Monoclonal

Dénomination

OW3

N

Classe

M

de

Directe

Directe

Monoclonal

Monoclonal

+

+

+

Northullrlbria
Biochemical

IUK



la

metea.f;!rn'llS•

démontrée 'J'I"':_.::..II_'J'I"':

l'anticorps

et

avec d'autres qui à surestimation du

vu.a.t;";"13..U,,~""'13l)ote]ntlt~JleJme]l1t ..U.JL.I."""""""'.I.~"'''..n... pourl'homme dans l'échantillon analysé.

Roseet al., a é évaluée de

baileyi. L'anticorps OW3 est Cparvum nonde baileyi mais

1988, ont montré une anticorps de C.

anticorps CIB3 et N sontencoremoins spécifiques avec une réactivité croisée

parvum et C. baileyi (tableau N026). De plus il a remarqué que
rp.~01~j~~1t avecdes levures (Sterling et Arrowood, 1986) qui de par leur taille

DeIIVe1nt _IJIJ"4JL-...."',1L .......comme de faux par rapport à parvum.

\i.A.:J"-'JU""""" de nombreuses algues, pollens, ... est relevée très communément dans les

échantillons d'eaux à il a remarqué que ce type de microorganismes

pouvait avec la détection de l'organisme cible lors de l'utilisation des techniques

d'immunofluorescence.

Rodgers et al., 1995, ont réalisé une étude visant à déterminer les espèces d'algues

pouvant Cryptosporidium dans l'eau par

immUlllofluorescenœ. par indirecte, utilisé au cours de

cette anticorps monoclonaux anti- iptosporidusn (I ) de sourisspécifiques
~R· ~td~'~~~

àau

AA..nJI""A........., ....'" ........ " ............JL...............uement sur
l'an....'I.. n,t'1t''1I'~ft

m

orescence de ces ~t-...~"""'l..J.

(.rlrnm.un4:>tl11or~eSCen(~e sur

verte non

plupart deœs verte diffuse
tion d'une Navicula minima #""lIO ....':'li"'t'~ld""IC'lii~ et une

oocystes de Cryptosporidium et démontrant une 't"1116"'.....cwi:lna1I"'lna vert pomme

intense coloration par ont que

au



lInJmUnOllU(.re~K:etlce ne aeœssnant

et d'eVaJlUer

en

bord

1 3 );

min, que

même est
, ialisé recommanpersonnel

1 "'~It ... ~"'I ':A alors réalis non pas par

de l.a d~ensjité ()Ptique de hantillon r étant

la technique est un peu plus long,

e
des procédés de détection immunofluorescence .Lf..I."'................""""'''''.

mettant en fi ion d'un anticorps

poridium puis s s e à la
dltJtérfmce ho d'immuno orescence eues, non pas à l'aide d'un agent

orescent comme la fluorescéine mais à ide d'une enzyme du peroxy se capable de

UVj;""-U-Uer un su en un sous pf it

oocystes pr~~nt~~ da,ns Jl'éChaIlLtill

au pard

l'enzyme spécifiquement a aux stes.

mcOn~tenlents majeurs co à l'utilisation de cette m

... -...~.."' ...... u à la de l'ant rps primaire utili ,de la
classiques d'immunofluorescence (IF) (§ 1.),

moins importante que pour ces t d (93 à 94 %) (Newm,

& blattet Sloan, 1 ).

co si tempsde
c

beaucoup plus rapide et ne necessite pas l'intervention
1 es au ml(70S~COtJe.

OOICYSltes<tanS

tec.nmIClue~s d'immunofluorescence

(recherche d'oocy ns
.u.u....l.l.~ sur ant- ns

classique 0

s

l'échantil1oIl analy:~ lUlffiQ'uerrlent unorareoe 2I-an<1leur

de (iétection

de lparles .indi.cati.ons unl<lueI1r1ent quali1:atives qUfe~lle ,appe>rte sur

nonune

Cette t:ecl1lIÙQue ement plus simple que
uneopportunité certaine pourl·anélly~.e CC)pr~()10;

- bien e quelqu is concl1uanls 4aletlt

env~ro]meJmeIltaulx (:Sldclons et al., 1992), peut e pour1'lltlsta·
- ïum dans l' it

et
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la mo à la taille et egalemlent à la 't'1·n~"''f'''OjCt''''''01ne»o "'''''a.,.............n'f'fa.

immunofluorescence.

premiers obtenus n'ont valider cette T~lrn"t~nn~ pour le

dénombrement ooeystes sans une confirmation par examen au particules

Sel~.llonnées. la discrimination obtenue par ne pas de

di· er d'une manière assez fi le les oocystes de et débris de même aspect

(Veseyetal., 1991).

Par contre cette méthode de sélection qu'est cytométriede flux permet récupérer en
1·~.,.,n~'r~11 une suspension qui au à

épifluorescence. Ainsi le couplage de la cytométrie de flux à un examen au. microscope à

~...,~~~u.~""".I.,"""'.:J"""~t.I.~ a permis les lectures, habituellement délicates de la présence

de nombreux débris gênants éliminés, de rendre la détection beaucoup plus sensible, un

volume d'échantillon beaucoup plus important pouvant être analysé. La durée de l'observation

est lement beaucoup moins importante du de la limpiditéde l'échantillon analysé.

seul inconvénient relatif à l'utilisation de .cette méthode de sélection est le coût très

important de l'appareillage (Vesey etal: 1993(b), 1994; Campbell et al; 1993).

~3.4.

d'ADN

la sensiouue
VV.l.Jl'-".I..l.ll..I..I..I.'J.I..l.l.:J ..,_................._'..,,, C'1111'(1~'nf" la source et

Récemment méthodes basées sur détection ,..--,... .-- ft'l'li''ltIO''lJn'l'lO de

Cryptospalidium, par hybridation et amplification (PCR), ont et al.,
1991 ; Johnson et at; ;Webster et al:

Johnson et ont rf4i!3i,,·t::t.IA1t"'\"I"'a,

C tosporidium dans de 435

nt



une

commune à
ne __A.J.. &JL_

""..I.....,... iJ"U,JLI." une sonœ n'us spétiflQue corr à un

aCln.a.r-a don ti une de

transmrssïoa de maladie

ImlnU][}OCaoture a ...._.... J.................. de résoudre ce orOtOle:me
mét]hod(~ lors

sonGe .gel1LorrUatle "",....LI.~''"'''''''' au cours

rv!JitosllOl1alum et notamment

Il
tra~lnent d DN nf"l~nt"~IClt"'1rv11'lO

es

excellenlte sensmuse

un éc tillon peuvent ., R cou à

"on a'e)laOlnU(~lealses de pour chaque

e. etai., 1994, ty .. ue pour

~ m ~ m
un de ce typeà la t'11M·j;)tf-~nl't:Jt. de muris et baileyi en pos ent

Globalement technique de peR offre une opportunité t intéressante pour
1.. de tospori um dans les eaux par sa sensibilité sa mais

ement parce qu'elle ne nécessite d'examen microscopique habituellement long et

fi eux.

de

Filkomet aL, ont même ~n'U'1Q~('J'~

stement pour "~...........""'... à une tecJt1Il14Jue
technique "",,","'''''''.1.'''''''''' à un protocole

la viabilité

neclessan-es pour __........L .................. _ ....

reproductibilité cetteméthode.

f':l,"",.QI'II"'~""4:'.llIr'r notamment la SenSlOJllte et la

m eusement s

viab é à un



o

o oeveionœment sur ""'Y"u,Y"'''''' cellulatre

o colorants tIU()fOJZetIlQUte8 et promettant de

développement du modèle animal pour pouvoir des de

Cryptosporidium a é en oeuvre comme la

détermination de la Dose minimale infectante (DMI), au thérapeutiques
pour le traitementde la maladie,ladétennination du cycle vie et de biologie du parasite et

enfin la déterminationde la des oocystes,

De nombreux travaux ont donc permis de définir plusieurs modèles animaux permettant

de mettre en évidence développement in vivo de Cryptosporidium (Tableau N°28).

~~~~~ : Induction expenmentare de l'infectionet de la maladie par

Cryptosporidium modèlesanimaux.

le Animal

1993.

1990.

1994 ;

1992 , Rasmussen et ..L..L"""""'-"-"'"V •

1993

1985 , Goodwin et

Lemeteil

Miller 1990

Rats

Souris

Porc et Cobaye

Volailles (PO'ule1s.

ins Peeterset 1986

Moutons

es Naciriet

1982· Blewett et 1993.

Veaux Moon et 1981 ·
Pozio et 1992 ; Xiao et

et 1 3,
1994.

et 1985 ;



<1é'Vrelo;ppement ont

nouveaux

nouveaux

nec~essarrc~ pour UJ..I.'~"''''''.I. de la

evalu~es à : 60 souriceaux

500 oocystes pour des Swiss-Webster

(brlrlest et (Finch et 1 3(a». Les

CD1 de modèle pourla plupart r tives

à la au point de techniques de détection de la viabilité des oocystes (Kwa et al: 1993 ;

IJ.l.V"V""'J.I.~ ut1JllSeS, pour la la viabilité par infectivité

ranlffié1l1l\ consistent à la suspension d'oocystes à par techniques

Cla~)SlQues (FI ion silr saccharose, puis à inoculer une qua prédéfinie

d'oo st (Sup ieare ou ale à la Dose minimale infectante pr~ erminée pour le modèle

animal e à une sonde gastrique et enfm à u er fèees animaux chaquejour

sur p -qued'excrétion du modèle choisi. Ainsi Kwa et ai;
1 ont relevédespériodes de latencede l'excrétion allantde 32à jours suivant la quantité

dfoocystes initialement inoculée respectivement pour un inoculum de 1000à 1oocystes.

développement oocystes peut nonpasd é à l'examen des

es par l'animal inoculé par examen t ou·· de l'intestin des

souriceaux. technique est la réduction de périoded'incubation necessaire

~"'11""''''~~111'V BALJi/c (x>ntlmiDlés a-près

les

au

sur

ne

du

e2alemLent une tecJtlnlCluemiClrOSO()pe. Fay'er, 1

des cellu

tra"allJlant sur un fi e

anllmallX 7 sont



ne DelIDc:ttent

si à

exactement encourus
et

œ'l&J.IA"I""~1m~i"It' de Cryptosporidium surculture cellulaire a prone dans

et de travaux de recherche sur la du parasite.

Ui"..l.Jl..l.OU'1.,..l.VI.I. de ce type de modèle in vitro a alement été envisa pour tester la viabilité des

rtnvesnssement V~~U""'JUIJ' moins important que ce type de méthode

à l'expérimentation animale.

Lesprotocoles d'expérimentation sedéroulent en deux étapes importantes :

- tout d'abord in vitro desoocystes § V.4.3.) la récupération des

sporozoïtes ;
- ensuite l'ensemencement d'unelignée cellulaire choisie en culture in vitro par ces

sporozoïtes.

Le développement de Cryptosporidium in vitro a été étudiésur différents types de

modèle cellulaire:

• '-'CJ,.lU.lI~ humaines 't"~~k"',,",I,OW"l de poumons CUITent

• ules porc (PKI0) 1984

• Primo cultures d'hépatocytes humains ou Datry

• CeJl1ules é~lt:héJlal~es rI"1nt',t.3JClt'1In numam

tnusieurs cas



ueeeres sur

hrt.....·rlI:I'I..~ en brossepolarisation

ent

trois lignées sont """"'... '"""..ll ...........u~

conférant aux cellules prop

particulièrement importantes lors de l'invasion et le développement de

~rypto~~poridium vivo (voir cycle de d elo ment § "._._.1.
G~ pro ion li tion de C parvum à ..•...!I_.I__~II ..... n'ont pu

e ées, le dé loppement intracellulairede tosporidium a pu mis en évidence

en microscopie ectronique. Par contre, et ont

cellul CK, HFL CAC02, mais non sur cellules HT 29,74.

Dans tous les cas, il a également obtenu le développement complet de

C tosporidium mais avec production d'un nombre d'oocystes infectieux entiers en fin de

cy plutôt faible. TI faut lement remarquer que les oocystes obtenus en de cycle

po~.séCtaient tous une paroi épaisse (tfthick walled oocysts") caractéristique des oocystes

reS:lsrants dans l'environnement et qu'aucun responsable du cycle d'autoinfestation

(If e ment exa identique

a ui observé in vivo n'a N°2).

Il à soulign que matures ont obtenus en gerlenJll..

heures infection, avec un pic d'exc... ,..........I.v.I..1. d'oocy 5 à 7 jours de

dé"el()ppement. De plus la · a valid in vivo sur

(Cu:rrent 1984) sur (obtention nouveaux et aL,

C!l3-nC!1h111t'13- assez ..I.U..l.\.''''~

t er

ne



....."", ...,.... _... est unedeKv:stenlent

'-1"1'""''11'''''''''''''''''_ Il ~~'lot"

mtlectJLeUX qui

mrracemuarre du parasite,

dékystement desex>cystes peut seproduire,1,.1.""".1. "'.1..1.."'1. .1.,1,....... ,,1,,, à

o Dansl'environnement: le dékystement est alorsinduit par des facteurs drastiques

(mécaniquement ou chimiquement corrosifs) provoquant rupture et la perte du

caractère infectieux en l'absence de cellules à envahir. d stement provoquealors la mort
dU~I"l"''#''ltt''1ro

o In vivo,dansle tractus intestinal : le dékystement seraalorsprovoqué naturellement et

aboutiraà l'initiation du cycled'infection.

travaux de recherche sur le dékystement de coccidies ont commencé dès les années

60 avecu ude surEimeria spp. (Jackson, ; Nyberg Hammond, 1964).

Depuis cette date, de nombreuses études ont de elopper les pro les de

d stement des oocystes in vitro pour d'autres et notamment Giardia et

Cryptosporidium.

in vitro, dans

comme

protocole "''''',.1...1.,1,,1,4''''.1.

l'initiation du d,e~rstemeJrlt naturel du inl''iI.h''~~ll''''' in Vl '0

développem Cryp poridium pour la culturein vitro maise2alerrlent le développement

techni es d'évaluation de la viabilité oocystes.

il que

con l'initiation du

potentiellement infectieux doncviables.

donc

""""'';V.J.",u."",~ ont

ffJ'.L.&..IL,-...... .. ioo"lU' (taurocholate sodium) et



en eVl(len(~e dékvstf~ment et

de~~stc~ment

l'oocvS1te flJr MlICr()SCc.pleéle<~tro:mQl1ex 15 750)



la tLttéJrature \...""""'U,"",.D.,.\.4.

est recommandee

recommanoanons ranœrtees JtlaIJ'ltu-elle:ment

une

C'.~d"'n..,'n1f';i~C' est un JL __'~__JL 1t"1"\""V"\'I"'I'~nf'

influe beaucoup sur la n,AI"''IAt't'"-:l't1r,n

•.:J.IJ\J"J.v#..tVJ... , ....., est n.t::Ju'"t~CI."1""'O notammelrlt si un ae,reIC)DPement du parasite sur culture cellulaire est
••1!1l"'l.t-0J""lt••1! .......1l"'l de

sporozoïtes à l'intérieur desc en culture, car

cellules.

~Jl.J..J.13"'" remploi de fluide de

de ses qualités relatives à la

stement.

se montrerait plus proche des

que'l'utilisation substitutive d'hypochlorite de

mtJlutc~s de contact dansla permettrait une stérilisation

la 13U"~J."'13J."".I..1. sans pour autant viabilitédes oocystes (Reducker et

et ....':,,""u.u"".I..'l..\.4.

d / stement contenant ~11""'CI"""'IO

prolongation de

si 1·......."'1!~",...'1I ...

dékystement doit

(selst>lJ1a.rres)

salivene se révèlepas nécessaire pour

desenzymes inhibiteurs présents dans la

de l'()()cyste et donc réduire la

, 1984; Robertson et al., 1993).

I.l.l.qJ~I.I."'.q..I, l1Jeidê!kV.stelnerlt...........,--'.................,...... et al., ont montré qu'il

al: 1985).

Par contreun aretraitemem des ()()cystes par

le processus de dékystement il semblerait m e

saliveseraient capables de de

perméabilité et le dékystement et

Pourobtenirun

ou

___ ................. u IJc:u.aJlJ.J.\.A,J.""''' sur dékystement oocystes de
de temeër...t"I'I""O de la

resuttats oetenus. il aPDaralt

bien

."',." ..."'" ... se a~;lntiegEale][}t

Afin l'influence

Cryptosporidium parvum ,

p ce d' u



Re<lucl,er, 1

après

rexamen au

ystes tlOtal
rli":atj~n\1ni:lA à partir

stessontexa.mIJléS.

en oeuvre du protocole

d'ev~uu(~

,reDreSentalnt

E = Nombre fantômes + Nombre artiellement excystés X 100
Nombre total d'oocystes dénoml)réS

sur

s

mettre

au proto

particullerf~ment

rescaats obtenus
la ,riat)ilit:é par (lékystc~c~t in vitro.

nombre d'oocystes totalement ex stés (fantômes) utilisé dans équation

correspond au nombre de fan mes post ment dont est soustrait le nombre de taIltôlrnes

d mb dans avant enoeuvre du de-""stf~mt~nt.

D011raenUage de d stement (% E) ainsi déterminé COIT nd au pourcentage

d'oocy 1 hantillon vAQ,UIJ.U.V.

L'étape de prétraitement dans HBSS
u~~...y~",ement au pointpar sonet ,1993, a ..,_... ,.............,

d'OO(~stles or.>teIltlelletlnen't v es i ne vea~~SSaIe]nt

préincubation a permis de rendre ces
compatibles au aét<:vstemlent.

important

ion

nwesnssemem très colûteux.
__............ _..... excvsrees Pl non

-exlJenmentatlon arumaJle ; il

t, 1988,a montré unecorrél.1tlc.n
un importt:mt 4i'()()cy:stes

é.k)rstemeJrlt in



pro'[)101u.m ( ) a _ ....

et

... Principe de la coloration:

sa ..,"V'.~t-.. ,....n sur l'ADN unel'ADN . Il 't"\O'I'"1'Y\Q1"un colorant
sa in-

capable de passer au travers des membranes intactes ; il peut donc être

o DAPI

auamentauon de

Ce colorant

incorporé à l'ADN

DAPI permettra donc de caractériser les oocystes viables et plus particulièrement les

o PI est un colorant fluorogénique qui ne peut quant à lui passer la barrière

membranaire·lorsqu'elle intacte.

oocystes sporozoïtes colorés par sont donc caractérisés par une membrane

d ou alt ' et donc comme non Il a é que les

sporozoïtes motiles n'incluaient jamais le PI.

Les ayant perdu contenu ( ntômes d'oocystes) ne sont donc

colorés ni PI t comme

... Protocolede coloration:

àsuseension est ensune 1nr-llll"\i3 en Drt~SetlCe

suspensions n·rv,r-'\:lïl:.'f'i3C' sounnses au inclusion

et du PI sont purifi avant coloration un protocole ciassieue utilisant zenerarement
une "'1 "' sur sucrose

nm enussrom
nm

ur

~. 85 ~



un nombre total (le LlJO ()()cvstt~ olbservé8 Cfat.leau

la coloration

Visualisation du Coloration
par

PI

non aucune non non

oui evert oui oui
bleu sous eUV

PI- oui bleu sous filtre UV non oui

DAPI- PI- oui aucune non non

mort

viable

via après
réincubation

ne en

........U.1rJ:I. """'~LL""""'" ,..,..... u'",.a.........""l.."" bleu ciel au niveau du noyau d~

u UDJlOUlement

présentent sous

Les oocystes ayant inclus PI (PJ+), sont caractérisés par une fluorescence ro vive

sousfiltrevert, de en points : avec une coloration

plus intense correspondant à localisation du noyau des sporozoïtes et une coloration plus

diffuseau niveau lui ............""'JL ........""'.

Vldle (:tarltoIne) sont COrlSl(ler(~ comme

ne presentant aucune 1"lu.n.,..4:'C'l"ll:3lnr'Q C'...~.. T1IU1Q sous uv ou filtrevert et

_ ....",_"'1.-"". Une

is de~J.V:l.i.""''''''''''LJ. a
d'abord non l''nln.,..i.:'C'

.... 'IfL.I.II_ sous

ila
~lfYI7c:'ITQ" à r.......v • li,'. ~ aux stress

earaetenses comme

d é

'" 86 '"



perméabilité.. C~es ÉV'",,'1'~C'l'.u'\t"C'l OOllrraient o~ntérer une IDelllle'JT

d

oenmetlant le d.ékv'stelnent

d'éval ion

PI avec un

fiable présente

pour la

UIJJ.fU.l.C.lu.... gJlOO~aIeJmel(1t commeDAPI

IaCllelnent rea;Llsaiole.

de
r.rt.L:.lk.......... ,,.,... L:.lk1rtf" de corrélation de appar A donccomme t
I·ny"n_+.",rtrr. de une rt.hcC1I~,·nt-"I"'.. n au 'I1!"'l'llI'"W"'rt.C1Ir.rt....... L:.lk hc~~'I'Ir.rt.'I,I ....... moins L'tl.':)I'IJ"t:l1rO

TArtlnn"'ljrU1A de in vitro.





s

méthoal'LOJ.?lQlle exploit

sont communs à tuusieur« cnanures n"l11'"nrL.~""'('

génelv,ux à 1 e

J. M:

selles sont de l'espèce Cryptosporidium parvum
bétail.

Lesoocystes de Cry osp ·um ont partirde deveauxcontaminés.

sellesont fournies par le laboratoire du Dr Naciri de l'INRA

Elles sont enues e à ri ulation ta à dejeunes veaux qui vont

dévelo er l'in ion. Les ltées sont en néralliquides, ce qui bien

de mptomato de l'animal inD

selles sont cons présence de 2.5 de dichromate de potassium pendant

plusieurs moisen chambre à 4°C.

Les00 tes récu à partir

responsable de l'infection chezl'homme

18),

esur

sur

4 en

6 à et3 d a te

de purification décrits ici ont fait l' d'une étude méthodologique

pr nt dansle ch tre A.

Au coursde l'étudeexpérimentale protocoles de pu cation ~ v Ac'" .L.L.I...,~"'.I..I. ...

une oupa successivement la s tion sur formol ion sur

88 ~



sur

une

cont

du tube .......ar·n"aT'

culot ensuite

500 min.

Le culot d'oocystes obtenu l'étape de ~""'V~""'.LU",.L""'.I..I. sur .... ....,........a.a._ .... - éthyl acétate est

récupéré et remis en suspension dans 5 ml d'eau déposée
délicatement sur une C'tl'Il, ..."'.. r"lo"'"

Une centrifugation à 700 g pendant 10 min ensuitereansee,
Trois sont obtenues (de haut en bas) : une phase constituée de la

suspension aqueusecontenant les oocystes de Cryptosporidium de petits débris d'une densité

inférieureou égale à 1.20, une phase constituée de la .sohnion de NaCI et enfin sédiment

correspondant à la majoritédes débrisplus denses (FigureN°18).

oocystesde Cryptosporidium sont localisés plus particulièrement à l'interface entre

la suspension aqueuseet solutionde NaCI.

NaCI sont ...ono....~z:::lri"'Ol"l

pendant15 min

s les mêmes conditions

à 1 partie supérieure la solution de

vv........·"""" ........ ·~..."....u ......vJl... à 500g
culot ensuite 1""O?'ll'1ftiOll"'o subit ensuite un nouveau lavage

s'assurer de l'élimination toutes NaCI.

1

Dnalses l'I"IIrnr"'Inr'll"ll"oC't sont

4
e...':l.l",.r-hr....."··'U'iO de r'lonCl'ft"oune

r'lO'n~C'ta oellcal:em.ent à la C't...........·n,..~



+
3

sec

"de!.10IllS(~ 11'IIIL'l.1I',.+..... +"6....4"l+.1~1"l

"

Trois phases obtenues

après flottation

susneasten culot
œsiomsee qsp

"chaque SUS.DeI1Sl()n

lution
" centn·nuJ!ation 700

Sédiments
fi

Sédiments resuspendus

déposés sur NaO



sucrose

~1"l·'lC!t'l~C! de Cryptosporidium possédant une densité de 1.05 sont récupérés à

densité 1.04 et 1.10. Ainsi les 6 sont et lavés 2

""'''''O.l.lJ.I..I.JLO"""",, par tion à 500 15 se débarasser

'·..n1ro.,.....f::tr-o des pnalses

dans 14 ml q

pour la

Deux dénombrement seront au cours ce travail ·

o sur sans coloration : pour la """"",,",'''''''' .I..I.1I..I..I.t1.........I."-i'.I..1.

A~;'1lAO'l"f-.,.I"lf- .. ~'I''''C1 en à de ses..

o Dénombrement coloration par immun uorescence :

au

cours

Crypto ridium :

aucune



...............'..........._ double

'-',1.'-'.1..1."""'...........1. : 0.1 mm ±0.00 1 ( 515»

ce qui

Pour chaque lame,

eansee sur

At d'une fraction aliquote de la suspension l1'AI"\"'11f:tf'~C'

16 grands carreaux de chaque

!ln!lll'uC't:l par 0 ILl.

tique à un x.

une

6rement a

cours c e

au

00 a

• une ~vJ..n.,I.""

• ns



reaJ.lsees sur un *'.n......,llJ"'... '" "-'V.1.1~".1,,\"'''''

du ..........rt.t"'~,~la est

....,.,.,.I~..,.....nt·'I,.,.~ estreallSt~ en une
est ....,.,.,.t"Il"'\t"Il"'\JOr'I".........roh4::"o

(1]It~e:me:ntà

e n021 : Protocole de coloration immunofluorescence rt1....JCl~a

25 ftl culot

Dépôt d'un culot .... ,,, ..... ,, ..~
contenant une suspension d'oocystes

sur le puitsd'unelame
~

~~,h~Ct&l à à
ouà

~
Fixation à l'acétone

~

}

Séchage
~

Ol"..U·.. ....,.,.,."I"'1t"€1 monoclonaux

chambre humide, ~n"J""'1'1"""'1"a

~
.a.....tLI. Y ...."'-_ avecazide sodium

rtnr.·qn-&:!i. avecH,û· rti:1l"·i~n1.C"~

~ -



une

uneà

'ecrlanltlllC)n "-'.I....UJ..lJLI.J..l"'" sur cnalClue

__ .....'_-... ..."_1 en cnamoJre

...__"........... _ non unmëœatecas

ColOratwnpartm11l1l1tOfTtIOrescenee titdirecte .f>

l'échantillon, avec anticorps anti-

nsotmocvanate de ~J..u.V.I.""''''''''''''''llJ..'''' (pITe),

~1~'-4'....~J..l.:J\"""",,, par

anticorps monoclonaux

• Dans une e:tAi".nnrIA

immunoglobuline ............_................_ mamues à

• La pretnlere

musreurs eoaisseurs de débris

""""'J...JLJ..IJ""'VJ..LlL.,;)~ ce qui

rererence : Hydrofluor TM COMBO,

Réf. : 70810 protocole est dans
cO ,..a.~At de l'ée tillon et la coloration sont sur un filtre membrane en acétate

de cellulose par uneporosité de0,2 um, Il que volume tillon

,epoSé ):.eut varierde 20 fll à 1 ml on la turbidité de 1 iquot à analyser. le volume

-t e modulé la présence ou moins importante de débris qui peuvent être

une memerane

x

moyenlne), il

de douteà un gr(J.SSl:SSeJmClrlt X

gr()~SSl:sSe]rne]rlt x

I!m)

se plresc~ntent I-'-J'U.IV'U..I..U """"' "'" aes, el~~mt:~nts arron ou ovalarr~es ( 4 à 6
1 e

lilCJoaJlernlent un enu



..
Addition 10 ml PBS

Filtration lente ..

Ajout.sur filtre du mélange
(Anticorps primaires "aètleryptesperidinm" 55 Jtl + PBS 495 Jtl)
JOmin Incubation, rocambiante ..

U"_i"'ftAi"ll 15 ml PBS

Filtration lente ..

Ajout sur filtre du méJlanlle
(Anticorps marqués FITC 55 Jtl + 495 Jtl)

Incubation JfJmin Obscurité ..

u ..._",n.."....... 15 ml PBS..

Lecture nucroscooe ëmtluorescence
fExlCVS1:atl()n 450



L

e

A il est ~C'Jl"l .. ~I.o

s un

=-----

avec

fi : 'f .l.t.:J"""Jt.:JL""'" ovnaml.QUe
K: patamc~e

r : facteur géométrique dépendant de la taillede laparticule

nc =

,1ttE=~~P de migration électrophorétique de la · le (V

V.m-1), n ns

danslesconditions ut

Dans mainede l'eau: f (Kr)=
Par r"l'"'lnl"là.I"'Wuent si l'onconnaît

en

ce

.L __'~_""""" tenloorature

mesures SOIJlt r.~li.s&~s en d.upllQu~at

_.LiLU_lII""U sur suspensions

""L.l.I.t.:JU.".J..VJ.L d'utl Z.~an[}ètre (

la ml~rratlon électropho e des P311:1Cllles au

cali~bré~ gr~ice àaes Dattlcl1les

mesures potentiel

~ x(l



comme

rmeroorzamsmes, est
~rar'r:lnJ:3 OU l'h 1980,

ooey s à

l·mltert.aee octane - eau pourra

des ............."",'-'I..l.U hydrophob à

d'adhésion microbienne aux hydrocarbures (test AMR) selon

Kosen.DeJ~2 et a d'adapter la """""'J..I..I..I. ... ,.... '-I-"'" à d'autres

typesde microor nismes telsque Cryptosporidium (voirChapitreB).

ml de suspension d'ooeystes sont déposés dans un tube en puis

vortexés pendant 120second. tube le témoin. ombrement oocystes

dans la suspension réal- avant et après agitation à rai d'une cellule de Thoma au

microscope optique mesures perm d' aluer l' entu e

adhésion des du en verre
nnf"l"TC1't~Ol" quipourraient au coursdu test d'adhésion à1 ne.

1 ml

5 minutes_A.... ""'....._..., pendant

En """"q.....~IIQ\IQ\

(d'oct

ase Int€7ffi1OOlêirre """"I.JlU""'''

ase ilnffrieure 'f"t:!rr"IITCil:r1""'l"l'l1nt'

* une

* une

*

97 '"



1 m.loctane

VORTEX sec
+

REPOS 5 min

s ension

ooc:vstc~s témoin

Ct

émulsion
oetme-oocvstes-eau

) ap

) agita n

Sla sus,oerlSlc.n initialeyst
dJoc)cvste~. dans

"""U4 "''''' d'oocystt~ délns

est c~lculé,à

---xl=

oo(~s·tes ac.:rocn(~ aux gOlllttc~S

à l'octane

'!IL J v.·.... !IL , ..... aerlorrlor<~au cours

Quantlt~éS O'C)()CVrstes Ct, Ce et Ci lr:>ré~;ents

somme

ma \Vrlile



III.

•

•

veaux

%de

sansadjonction d'aucun"conservateur"..

: sédimentation sur Formol

une séparation sur gradient de

et une deuxième séparation
nr63lc:"63t'l''''63 de débris ou

du PBS stérilepH =

se dérouleen 3
..... "1t'..n .. 1L"tro"" sur chlorure sodium et

; 1,04)..
L"tro........ aftt'l est alors

protocolede ..... _....................__".................

Les oocystes purifiés, dans du PBS stérile, sont ensuite placés 12 heures à

dans une solution de S pénicilline 1000UIIml, streptomycine 1 mg 1 ml, amphotéricine B

1

...........................,_.., par du (pH puis

sodium pendant 10 minutes dans un bain

Un I!ilV~;?I.OP est ....0.011 .. 1'10. enSl111te à

sont _.........'''"'1..1'.......1..1' à d'hypochlorite

4 du

culotobtenu est remisen suspension dans une solution de PBS contenant 0,25% de
t'1""'U1r'\c!11"IA (w/v) de sodium 1

fi

nouveau reanses enu est

un

t'V 99



h

110 min.

~ ...~ 1

~ 100 ~



ont

NaHC03 et de de

"Milieu ........U..::J""'.I..l.1L,.... ""'..I. Minimum"

à titre

sont constitués

pH.

JLJLJI..L..I~_""~.r... sont ...,..._..................... ~""'..... par filtration sur filtre Millipore porosité Jlrn et

croissance M est supplémenté avec :

(SVP) décomplémenté pour obtenir milieu de

Avant utilisation, le

• 20 de sérum de veau

""'''''V..I.i3Uu..I.J.',,",,''''' (MEM

• de pour milieu de survie avant infection par Cryptosporidium (MEM 5%)

• 10% SVP pour après infection du tapis cellulaire par

Cryptosporidium.

.l.J.J..l.Ju.",,\.l~.A. sont plus systématiquement complémentés, avant utilisation avec 1% de

solution d'antibiotiques (0,01% streptomycine (Diamant) ; 104 millions d'unités de spécilline

(Spécia) qsp 100 ml Milli Q).

M20%

C

une

stock de cellules est conservé à -70°C dans des cryotubes contenant du

additionné de 10% de cryoconservateur (Diméthyl-Sulfoxide).

1 sont subcultiv sur flacons à fond plat
cm2 Nunc) avec MEM à sous "t't'Y'.n·C1''\n~l''"t:ll .o't'''\1''''Ir-,n'to en de

A s 3 SubclÛtures (trypsination et du MEM 20%),

6 puits alcon) ensemencée à cellules par puits

additionn 4 ml de M milieu de tous jours jusqu'à

obtention tapis """"J.J.:.......J..l.U qui survient zeneraremem au bout de·6jours.

une à sous atmosonere 01"l'f"'t.I"!·n'lO en 5

NI 101 NI



culot cellU!tUre
bain à '1'11f'1~('1~....n('l afin d' ater

un

..... J ...·"... L.,. non

minutes à 3000

coloration en immunofiuorescence (Kit

cellules 1 ultrasoniqués et sans

tapis

Toutes les susp sions d'oocystes r&àj"'l'lln~::lI:f'"&à,:::llC1

RPM. oocystes sont dé! et déno

.--....__.... Eurobio) pour le mélan

coloration sur cellule de Thoma pour

cellulaires.

oupetoutes

tes ..

ont

une solution deen suspensionest

hantillons

culot

Solution).

réaJlisées <lans du

HBSS (Hanks Jjal~anC(~

Les suspensions d'oocystes testées sont constituées soit de concentrats d'oocystes

obtenus par fiocu tion d'échantillons d'eaux contaminées, soit de suspension d'oocystes

p àp" sur la sur

"""".J.'J'.J.u......."u rlU40rO~2el1lalues ont

e ).

.. ~, 1If ,,, ,, sont ensuite

~ 102 ~



~
que6

~

MEM

o
~

~
Inoculation dessporozoïtes

-ou desoocystes excystés + 4 ml qspde MEM 10 %

4ml deMEM20

Après h - lavage vigoureux avec4 ml deMEM 10%

~

--- Prélévement du SUnlag(~nt pendant

.. Trypsination - Récupération descellules
'-------' ~

(Bain U.l.UU~'.I..l~ 1

~

~ 103 ~



2 avant

Na tte
1'*fn,""''''1C'"~n du

non vl~I'\I~ est sur ~Allnl,:::)

l'observation

(PI+), ayant inclus DAPI et

API- par

-tion

pre:mcIIOatlon pre~11IIlm(jl1re a réali:séele

n e dJoo~cvstes iden.tific~s OOffilne :DAPI+

réa][iséc~ à pan:rr (le SllSDt~nSlons

1.

à

~ 104 ~



+
10 ul solution PI

+

+
Lavage 2

+
observation des __l'''l.lITn.-,!'''U'''I

à sur t'""&Ullllla

+

Filtre cnromatl(lue

, PI- : non rouge + noyau bleu-ciel.

- DAPI- , PI- : ni rouge, ni + fluorescence bleue en }
bordure ou absence sous filtre UV.

ntômes
Fluorescence rouge.

rv 1

non viables



au cours

de
igure

a~..,,,,,,,,,...I.'U'.I..I. aux tests

atustement à

a

methoàol~()~l~es ontete a~eve10tJrpec~ en vue

lM

et 1993(a»

~ AJ?ljrarU'Jll

100 ml lM

~ A,S?ljrarU'Jll

4 heures à tern~peI'atu:re ambiante
,. '~__ une nuit)

NaOHIM

Ri ebidon
ml Tween 0.01 % +-

~

ation culot dans
centnItlger 300ml

""100

Dissolution totalité culots
dans ml Acide sultatnlQue

~

<f- Transfert culots dissous
0.01 %" dans tubes 50 ml

~ 1200 s. 10 min

aes:lonJlSOO)Xl et PBS qsp 50 X2

Culot volumé
~

immunof1uorescence indirecte
et numération

~ 106 ~



COnlCel1ltré~~ 2râce à la
(!nl1'"~f"p a:alurDll1l1UJn à une

formation de

imentation de 4

met:nO(JlOlo.~:tQlJe dfoPt]lml~.atl()n

du container.
n-rÀr'1n1't~ d'hydroxyde ensuitedissous par dit n d'acide

10%. d'aluminium en solution sont après

pant en su nsion concentrées

""'"",,,U.I.'-'.l.,u.l..7""""'" puis 2 une solution S pH Le culot

ensuite volumépuis oocystes sontcolorésavantdtêtre dénombrés au microscope.

ce floc .......Ji31~J.::IIT d'en

~~~-=:...:... : Protocole floculation par nrtrI1TlIrilf..... de VII l "I-0yg d'aluminium

20 1Eaux contaminées
+ Il.66 g 12 H20]

(soit Al2(S04)3 1 mM final)

~

NaOH lM

ml de

4 heures à temeerature
ambiante

~ Agitation -+

~
Elimination du C"'n'l"1"U'lt"I'J.::konf"

par aspiration

~
Rassemblement du culot

dans des à de 300 ml -+ K1tICa~le()lU bidon avec ISO à

C;entr{fJrlgtlltion Iômin, 1200 g ~ Tween 80
Remise en des culotset"

rasse lement dans à de SO ml

r;en,trifJuga,tion Iûmin, 1200 g ~

Dissolutiondu culot dans
200 ml Acide 10 %

Centritueation lômin, 1200 g ~

uesiomseej Xl et

Centritueation Iômin, 1200 g ~

Culot et volumé
~

Coloration par immunofluorescence indirecte et numération.

~ 107 ~



it m~dulé:lble (f1t~~ure

resx man

13t.

h~'111~1 a derec"irCtllarisation.

en

l'autreen

..,... ltoooIt..7l...J...,,,...... u en
~"~'t~trl~ membranaire

CeLam:1QUe.. a~L1m"enl:e en eau

SP 006 AR Millipore)
(J SON) à Vané:lteur 1'n~'r:1t"unlnA

· MSI~N 0OO2Ct Millil)Olre)mm.

1vanneà me:m01ratlle en retc~ntit

1.
(alpha-alumine) ..,_...... _

-2 manom
2 vannes n4'31'"lll",,\nC1

1cuve ........<f"'r'l.~QjrtCl

1

~ 108 ~



eaux filtrc~s au travers

non cOIlLtatl111nc~s.

c~ ont

tnlvtl)Sf)lori4iium ..., _ à partir de à raison 1

échantillons d'eaux de ...... 'M.aY"O d'unvolume 200 L ont p s Moselle

à Messein (54). Ce prélèvement a choisi caril correspond au point d'alimentation

3 séries d'expériences ont été menées successivement:

- une première permettant d'évaluer l'efficacité du système·de· microfiltration sur

l'élimination desoocystes dansdes échantillons d'eaux de rivi fortement contaminés.

une seconde série permettant d'évaluer l'efficacité du système dans les mêmes

conditions mais alement d'évaluer l'impact sur la viabilité des oocystes du traitement

conc trats par eauxde (solutions acides basiques).

une troisreme reansee sur

l'expérimentation est représenté par la figureN°29.

oreievemems d'échantillons s t reanses au

filtrat du concentrat final.

physi ·miques

artifici ement.

Leprotocole général

Au cours

niveau de l'alimentation du ~v~'t~mt~ (eaubrute),

prélèvements de 2 L sont d aux

p L à Cryptosporidium

au

~ 109 ~



te

~

200LEB8

FlItratlon 86
~

200LEB6

Fil

200 L EB5200LEB4

Fl.trat1on 4

200LEB3200LEB2

"
L.
"-

. ~ li
,;:-

~~ ~~ -~
~ ;

-~
~ ~ ~ ~ ~ ~ -iii

Mèvanent2L

Mèvement 20L



X et =

avec P 10°C: à

8·m~me œ
La conductivité équivalente à

formule: mS.cm-1) 103 1p (en ,L'\..IiiiI".,vJ.J.1.

; p 8 · rési~)tivité ~JlI'34['l"""'~3iO àune tenlD€ratlure

mesmes turbidité, carbone orzamoue to et ~nT1 ;Cd"O en susoerlSlc.n

..L,"~"'.&1"".&_1.&._ en

eaux actuellement

ont

performances du de filtration sur la qualité nn'llCl1"ln_r"n

mesures ont

Publique Vandoeuvre-les-Nancy selon normes

en

technique de détection de Cryptosporidium employée comporte une étape de

concentration par floculation au sulfate d'aluminium (§ IV.3.) et une étape d'identification par

1.

III.2.) a plus

"''"'.l.jL''''-'''.I.JL...... U .. ~ de une

flottation sur

Pour les échantillons prélevés au n"nliP~n

supplémentaire par sur

NaCI (§ est après floculation.

Un de par inclusion - exclusion de DAPI

sur échantillons 2 ..........O~1":lrr'OC!'l

~ 111 ~



avec

p

ée

ron~ctlC)nnlern.ent du C!'I(l·tl3n-'~

respectrvemeat en

mO,Oltlees en

'> Delta P (AP) : _...... ..,... .Il. ......._

=

ur une membrane

une eau eau dud it

valeur' de ceparam e

neuve : à simple de

l'e d'un mode de n sera de mesurer perméabilité à l'eau de la

braneaprèsnettoyage et de la comparer à la valeur ce ...,........""'1Ioo"..a.........IL.L1Ioo".

G alement, pour quele nettoy caceil faut :

- a la te r;

- pour les utilisations suivantes, retrouver environ 95 % de la perméabilité après

premièreu -lisation.

'> Perméabilité à l'eau : .o'V"...,~.............,.o

robinet) en 1

s) à une '"''''''...............,''''.1. .....'"''.......... '''''

nrerenœar,

sontet

e :
cecœmataae du ~c::.'tprrlP

>- Le

Le protocole
d'abord un ...... "·..11 .......

~ 112 ~



M ngeavecconœntrat
Fin du de Filtration

~

· Ibar)
· Ibar)
: 2.1

dans la cuved'alimentation

recl1oel~at1()n de la SOltltlOll CIe

A~.rratlon et recu.perat1()n du concentrat

et

et

~----- +- + récu~ration de la solutionde
+

Introductionde 60 L deHN03 dansla cuved'alimentation
~

15 min Perméat
min Perméatouvert

K1nC8J(c~ Clu svstJeme eaurobinet 1heure In01M"nAof- ouvert)

>- La décontamination :

système est décontaminéaprès chaque cycle de fùtration par Y----b

au travers du système (p t ouvert) pendant 1 heure suivi d'un rinçage par fùtration d'eau

r~J1~':::'(! au cours des de

·s ent autoclavés

Les bi ns permettantde prélèvements

filtration sont ment minés à rh hlorite sodium

pour tout pli surcontamination.

'" 113 '"
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u ificati n
oocys es



onflamï~nét~s. Cest~clumtilloI1s, outre
ae notes veeesues; et" aeaiv~rs SOllS l)ro.dui,ts

méit/Wâes alS'OlemeJrtt des
canner un

'O'-"',O"'-"fJO de

Au cours de notre e, l'étape purification avait non seulement cet objectif mais
égalenlent celui des suspensions hautem s de pouvoir
accéderà des rens nements sp , esrelatifs auxcam intrins oocystes.

étude métho i a donc obj :
- la première partie de If e a permis évaluer les rendements de auser«

iques de purifi lon en contanlination a pour de les concen en

00 es;
-laseco

pération
partie apermis erminer latechni e laplus peiformante pe nt la

gra quanti d'oocystes alliée à untrès haut degré de ' des s'usDrensions.

n

à ir s sur
con en

nsa esus t sà
d' 1

4

es hutnmnes t"O-n"'\rtI.'I't''\Cl

tlOl:tatJlon sur
suspenSl()n 3clueu;se ~.t d€~ter]minée.Des~ fractio

des échantillons

r-.# 114 r-.#



et àc
d une C'~~f"}.....t:lt'''Inln sur

UVIoJ''''''LL''....''''' d'oocystes s
b.rt.... f"}n1i""III/"'\.n" non contaminés ont

",~",~ avec notamment une JL ......,,'-. ,JIi.JL-..,,"'JL_......

de la seconde flottation sur NaCl une sur C!':l""nl'; n'~~

une paration sur de ou sur ,.......__..._,.....""

(Figure N°31).

Un témoin de contamination a

écha ons de selles avant contamination n~"''' J"'\t"~1

donc subi protocole purification par et flottation sur

: Protocole de ....,.1I11.... '1I ..... ~,nT11"~n
~~..;;;;...;;;;;,..............;;;;;.

artificiellement.

Contamination artificielle : 4 ml selles + 104 à

Flottation sur
NaCI

Flottation sur saccharose

sans additif +déter +ultrasons +ultrasons
et 11"

~

ientde
Gradientde
saccharose-

ents
......... ,,""_...Lde

contamination
de

~
culots volumés

""0"I"'1"f"l"l'f'''''' no.",..lI'r1l'T"E"I comme l'utilisanc.n

~ 115 ~



pUIiifialtioIl pOuvaient variler se~lon

>- Flot ·on sur sa(~cn;art)se :

àrajo

lnt4?!rV~~nl]Ie.~ 'n~T la suite.

ecrlnl<lue '-'.I.Ut.:JI3.1.""ue.

>- Utilistztion ergent :

actions hyc1ro]phc.bes, de

s, présents dans l'eau

L'utili ion de nts, couplée à la méth de PUIlnCaU()n

prop c ropiques et

oocystes d
1987).

Ainsi l'addition de d nt à la suspension d'oocystes avant purification sera

Pour , 0,2 ml de Tween 80 20% sont ajoutés s l'échantillon 4 ml de selles

contaminées avantpurification, puis au vortex t 30

s ultjraS~rJns :

ooc,'stes après pu.rifi(:atio~n.

s

su~.cepltibIt:~ de

petmettrallt de sép~arer filéc(miquement

suspens~ion, ce i

s

, cart

l'utilisatilondes uitr

sonlcatlon a
naccrOtcnt~" aux 11s pr s

Musial al., 1987, l'utillisa1:ion d'uI1traS()ns 1"""""",""\.100PUllh<Altion. D

détc;~gellt pc:rmettrai-t de :fiacili1:er letaux~ de J~éculJéra1ion

4

4

~ 116 ~



OOt1et1U a:près s€~m~ati()n

..

par

dient suivant leur
C!11......,0"r"IC..ll..0 constituée de 3 ml

une phase inférieure
enases : une

sa
dient est rt-r..nC'lt"1t"110

d'une 1'_111,,+,,",,_ de saccnarose-onenœ
solution à

La solution

dissolution g qsp.

Le culot d'oocystes est remis en suspension dans
1mlqsp d'eau désionisée et rl13nil""C'13 Après une centrifugation

de à 2500 les oocystes à entre deux solutions de saccharose-
phé ,sont par aspiration des 4 à 5 ml sueeneurs du gradient. Deux lavages

__1'1'"11+," dans de l'eau d sontensuiteréalisés.

e technique a recommandée notamment par Datry et al., 1989 et CUITent et

1984 pour la purification de Cryptosporidium à partir de selles avant développement
surculture cellulaire.

total ., antillons examUle : la rt-r..nrt-onf'..nf'ion en rt..rt.~.'l:F~jQCt

ra au volume
hantillon pqf/1f:iltPrn'l1nf""p

sont sur fractions

multipuits. Pour chaqueessai une

réalisé observation de t de

colorations en immunofluorescence f1'1"I::3lrt-1"O

d'échantillons lJI cupules
~~.,... 1.,... 2 à 3 cupules est brement

J"'111""lll'1 10au microsco

i=x

C
Vt

et Vt : ... ,."", .....-- total L).

là



avec

ecn13.ntlllons

puri tion pour chaque sont r le pourcentage
dans le culot purification par rapport aux ~t"I7t:t"JQC.'1 initi ent

= __c xlOO
Ne

OOllrCf~nU1ls!e derécupération des ()OC'vstc~

.,"'-,...... -.",..,es récupieJ'~es ~Clans le cul10t (lep'un1tlC2ltlon,

Bq tion

Ne : nombredfooc:vstc~s inoculés dansr' tillonde l''''''-.tL "' ..

)1.1.2.1.- vm araison âes 4 testés:

n

co

resusars repJrésent~) sur la

:soitdéceb:lble au

Au vu

rendements de purification obtenus pour chaque au cours des 4

protoc~oles x sur Na l, la flottation sur sacxnarc.se,

séparation sur t de saccharose- 01, sont

regroupes dans N°l - tableau 1).

,..., 118,...,
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2345678

234 5 678
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Flottation

NaCI

Flottation

saccharose
Gradient

saccharose
Gradient

m odes de comparaison statistiques

_"'........""_........... 1 ons p entant
nn't"YU",1I"4 ....l:.lkC'l......J~1In.. dtéchantillons t

Il pr que pour ces _.c1l,. ....'_.a. ... '11.......... _'.....u

""'~ju.I.;n..""""S sesontbOJnéc~ à t s non
pas aecaIact~ere Nor

neaement sur
séDara1tlon sur~dieJrlt prfés4entt~nt

diffiérence si~1Ïficativre (a,u se~uillde 5 ave~ les d x autI"es r)rot()OOI~es

a'a:llle~urs une

à
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Surnageanttotal
du surnageant

o

8

........----...
7

sucrose
densité

61.04 -........

oocystes 5

sucrose
densité 4
1.10

3

sucrose 2
densité

1.30

~r"·'1JClT'jQCI ont dansla

nr"\J""'IC11",~~ à du dient

obtenu pour ces

N°34 que

_....JL_"'_........ '" la dispersion

faible rendement

densité 1,10,

pour une part

phase ~""""",,.I..I.4.iu. '-'1.::»""

ce qui e:n..VJU'-I1f.,l......"....4.iu. ..

tecnnl(Jllles.

V"'JL ...........~'....'-'.I..I.'t lélls:seIlt S

d'int

.. , .. JI'~ w.,.,L..t., sur ~''';'~;''''''Jl''''''.

et qui uOO'v"""....,.....O aux

renClemlent

sont ~lu~F"+&!Anf''1hlt.'''~

§ A.II.).

........v'.. '-'U·...... "".I..I. sur

........v'..L<u. .. .l.V'.I..1. sur t..:JtU.'-A.t.l.J..UJ.. '-"LI"" avec

....., 121 .....,



r
__"'_... ,.... _AJI."U ou

de

ou en associationœtrereras protocoles, incluant ou
oom:Dat·éS(rlgW~e

Pour
rlAt'C!JIi'I"nont' et 1111"1I""t:lCt.n.ftCt

"""'rl"'lirnr-.rues de

arose en fonction de

1
90 +---------------------
80 +----------------------
70....-----------------------

saccharose +

TweenSO
saccharose +
ultrasons +

SO

reJJlOeme:nts nht"anl1(.t avec sans "".Luuc....",I.'\.i'1,1.

2à2 ~

~ 122 ~



o'IT'I""'à'r"I~r"'o et au cours

rt.rt.f'1"'J'~t",~ avant contamination

avant la

habituellement en

.. nt"JQ'Po,.....t".. ~'n~ entre ~f'1""~j~ et

preSel1lter un ~""'Oi"T'O'ra rl1+t·o....~n+ de

~~"''''T~t''jO~ et l'ài"I"'l';jnt~"Illr"'n

A...,U.,lIl",4.U""""A'J......~ potenti_"'.......'-....."..........._.vu a pu mlrnmlser

en oeuvre au cours
.LT.........U;..._.... et al., 1987.

nature

artitïciel1e et

~àC'llI11f"I';jf"CJ a mettre en une différence

de 5 %) entreles rendements moyens obtenus lors de l'utilisation séparée

UA"AU~'''''''~. Il détergent
ArU'I~I ..i::'Q à l'utilisation d'ultrasons rendements de récupération des

ce qui par une de la structure des

par ultrasonication qui provoquerait une fragilisation de la résistance des oocystes vis

à-visdes détergents.

aux faibles rendements de reeueer.....at..,A.. on obtenus pour différents modes de

purification testés, la question l'influence. du contamination départ sur les

résultats finaux a été soulevée.

par

a

p le

recuPt:~t:lon parttclllierenlent ta
ce ....__'....__......

d

au

d'àr....'n.1l"l!t.. ".~1l"lCt _'l' ...'''1I ......L~ 'i?1lrl.""l:l:1 A:::U:'1

ence 1.1 "" ...
a __ 'ILA.JL_''l.lI-JLU
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rcenta~e de r(~Ulpétati()n

0.62
"..,...,.,

0.47*± 0.15
"..,...,.,

* Rendement moyen de réCU.t>énlltIon

10

15. 5.4

25 "..,.......

o

1()4, le

entes
à 5 1()4

d

stricte:meJt1tpr()~1X>lrtionné~lle au

'Tt':l'f"'1lt':lt"'Ir~1"l du renldernent dc~ récu~ération

""""""'""-.....a...... li faut égalemlent prec~ser

renaenrlenlt aeJ.iéCupéLatl()~n

concentrations variant de 1.3.1Q4 à

contarrlffiiJLUOn

reniderrlents

Il faut par

eune Cl1tjtert~

prOcedures
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une

l'éSUllta1tS ootenus au cours

pro,tooole

d nts ou

d'ultrasons rendements obtenus dans cas

partic Mais il cesrésult ne remettent pas en cause l'efficacité

des pour la rupture de certaines interactions ystes- iments lors de la purification

de Cryptosporidium à partir d'échantillons environnementaux comme l'avaient souligné Musial

, 1987.

au vu de révolution des rendements de récupération en fonction du niveau de

contamination départ, il faut que protocole préconisé utilisant la flottation sur

N 1pourra recommandé dans le cas d'échanti faiblement contaminés. Pour de p s

contaminationsque à 1 notamment dans le cas

de selles naturellement contaminées (excr'" par des sujets contamin ) d'autres investigations

sont afin déterminer meill e technique de purification a adopter.

Les premiers résultats de cette ont donc permis de déterminer la méthode de

purification permettant d'obtenir les meurs ren ents de récu tion dans le cas

hantillons contaminés artificiellement. e techni e sera donc utilisée tout au long de

rétu expérimentale notamment pour la clarification des échantillons d'eaux après

concentration.

em

é l1ï)l)rV~~t~~

stiques sont

IaetE~stlQUjes d~~ su:rface du paraLslte

""""''''''IJ~:l.U.''JLV.lJ.. d'une qua

deux car

l'étude

é des susperlSlCtns.optimale alli

ne sera nc eur aetert1rnnant
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ét

d'échtlntillons

ear p~ert()mlance

contalmm.ees

es I>nn1clp(11es : tout d'abord

aration surune flottation

~ sac:chaJrose~-phc~nol.

x ocoles utilisent étapes de pu · ion snecessaœs
toujours d'une ,. aration sur A puis d'une tion sur N 1et d'une s

sur adient desaccharose soitsur gradient de se- énol.

IJ.l.VI"V"'-"V'.l.V I-.llfoooi'1....""JL.....1 figure N°37.

ncentration-purification à

contaminées naturellement.

Ec 4 ml de sellesde veauxcon'tamlnés

uerlomlbrel1[1ent surcellulede

colmnaréc~s

ecl1lffiCIUes

DUl1.tlC~ réilp~()rt~~ au Y'.JILI.IIIL.r

renselJe:ne~mentssur rO'.......11,..n~ ... 11'1"~

dît:tér(~tf~S t~echniQues

de :~elltes Cllnalvsé · ce

~ 126 ~



aerlonl0rement sur iF'~IIIII~

"''''''''''''1''''''''' au (_..,....,_...... "',.......L_

nm. tube témoin(blanc) est constitué

constitués du culot total obtenu après ..,""'............_....."..."',......

d ionisée.

en suspension 3 ml d'eau

sont additionnés et rapportés au volumetotal

dénombrement des oocystes dans culots de purification est sur cellule

Thoma.3 à 6 sont chaque 1~f'11""~ reoresentant l'examen de la totalité d'une

grillede cellulede comptage soit0,0 pJ.

dénombrés sur chaque

d'échantillon examinéselonla formule (a) :
i=x

Ni
c =

k.nm~h~~: ~

avec C : concentration en oocystesdans culotpurifié(oocystes IL),

Ni : nombred'oocystes identifiés pour chaquei ivariant de 1à

et Vt : volumetotal des x analysées (soiten L : x X 0,064.10-6) .

vu,.I..I..I..I."'""u".I."',..I.... dans l'ensemble du culot (Nc) est

le volumetotalde culotobtenu(Vc : en

nombre d'oocystes ... ""","","..,,,,,,... 1IlrooAJ

ensuitedéterminé en multipliant C

avant vU..L ..........'"''U".I.'-,.I..I. sera

de chaqueprotocole de purification

avec

tous cas 4

I'échantillon de

'" 127 '"



f.,LUJl.U.:U.VL ~,I.~"""'....u en

reaases sur

Poure

purification ont

concentrations Inl11a1c~ en nn~~TC'1"4~C' _4.;''''.AJLA-Ik__U après
....on.....~'111~~:3lCt dans u O.

Tab u N°30 : Cone ration 'Iln'llT"lInlQ en nJ"'V"l''11CtT'4~Ct OC:tf"'Ili"t"lIOaCt dans n de selles

analysé selon de purification employ .

8.55

4.03 8

± 3.9 108

FEA+

8

lOS

1.1 1
8

FEA + flottation NaCI
FEA + flottation

+

3.76
± 7.5

FEA + flottation
NaCl+

t"";","IIIIIIt'""~dans

(OOC~vstles IL)

Concentration

l'échan on de

Protocole de
P tion utilisé

................................._ "".J,UJ.:JiJl~"IU~"'" sur
a ....._.... J.............. ...., erI~OCtl.velrnelrtt

,..., 128,...,



la SUSDeJnSl()n ....,....- +'11 ...........

de pureté proto es a

evame par mesure de densité optique à 600 nm. mesures ont permis dteV(llU(~r d é
bidité rela à la présence plus ou moins importante de en e::t''1~I'ftt:ld'''e::t''f.l''\'n résiduelles

dans suspensions analysées.

~;r..;:;=..;:::;;...;;;;;;...;.....;::;....;: : Degré obtenu pour chaque protocole

par mesure de 00600.

1JUrnovc~ne: 0.08

---.. lXJrnovc~nne: O.OS ± 0.03

Flottation NaCI +

Flottation NaCI

Gradient saecnarose-onenot
Flottation NaCl

'" 129 '"

0.26

±0.48



rendements , avec une

s 1 f ultats allant

technique n'a donc pas permis

seuillde5%

Supj:tlenlen'tarre

sur

de de pureté des suspensions obtenu après purification en 3 étapes, par

cr~'Q~t~"An sue flo sur sur, peut par

l'intervention d'un processus qui a permis de séparer séquentiellement les

oocystes débris.

La de séparationsur formol a permis tout d'abord d'éliminer

particules liposolub e à partition en suspension entre une phase

hydrophile formolée) etune pha plus hydrophobe (éthyl acétate).

La ation sur NaQ ensuite a permis d'isoler en deux groupes particules en

sus nsion on ou à 1.10. Cette étape a permis de se

débarrasser des plus gros débris gênants.

La dernière étape de séparation sur gradient a enfin permis d'effectuer un dernier

affinage en t entre n à une

échelle beaucoup plus fine.

a enfm permis pallier aux problèmes de variabilité des résultats

mment pour le protocole 3 N°38). de ce protocole n'incluant pas

d ape p iminaire de flottation sur NaCI seulement une séparation sur gradient de

sa ose-ph 01, amas particules pu tous

pro une · é des "0b::.I'I.....(.'I de présence de nombreuses

particules a pu en artition s à du ~,n1A1rtt'

......"'." ",1."'...... sur
àA...An1 II~i"'to.n.tl' de

,..., 130 ~



COl1ltanllnGltlOJtlS attifilciellesd'é<~haJltillon.

é SUSDenSl()nS intét-esscffi'
un

choisi en raison de sa simplicité de

rI'nnL''';TC'TJt:lC' encore assez ec conce es en litre

d'échantillon soumis à . Aucune Slg]rI1Il.catlven'a pu e miseen évidence

lesreslultats obtenus pour l'emploi d'un gradient U""'I.X.I.""""'J.J.,uvt:J"'" simpleou d'un gradient de

saccharose-ph 1.

Dans cesconditions, le gradient de saccharose a

réali tion.

~131f'J





surlà~ce (tu jrJanasil;e.
eteurs qui en corn

OOCVSle oassens néce~saire~mel~t

microorganismes aux particules en SUjrOel1SlLJn ou encore aux

"U(~rOl1Ltnatl()tn pour
tnt4?mmt4tons sur les

COmJ")réf"enj~IOn et la ~I'Y-"·l".... nn

rI -nde

œradère
n avec composition

nfl1Y1~1;"P uuervunneni a"un~?tacol1st.~nt;rtcllttvedans

ntié~l Zeta sont

Dans

ination

hy e et
chimique et la st re
complexes d'adhésion

caracte~nsn~Qu~es de
des J)lhénom(;~nes ré~lj~Sant

prélr.erel1U-elleNéanmoins, il est inlpossible d'expliquer cellules
microbiennes d'une en se '(lnt à .-IYI,....... r'I< ...... (J'ulnefor,'Ce unl~(]Ue ou à une
balance simple des / 'S ou

Deplus, l 'alyse gale
force ionique sur la uble couche

desuiface.
mécanismes est compliquée par ts p et de la

etrocinétique des ce oudesparticules adsorbantes.

enoeuvre

uanion (te l i

donc d'adapter une de
Cryptosporidium.

memoaes est DrODOS

ces

aétemllll(]~tlon

ev~'ntll;ll assez vaste
cel1lul~?S microbiennes .

iqu pour

Selon Badenoch, 1990, études sur propriétés · ·ques de suiface des
ellemeJ1f en cours au oratory Aucune autre

tant de cette étude s sur
ermi et des caractéristiques suiface de ridium. [)e

plUS, l~fin d aluer l'impact de certai cteurs environnementaux et pé entaux qui
pourraient intervenir en · nt les caraet ·stiques int èques de iface du parasite, les
mesures d'hydrop et de potentiel ont Tt es pour d conditions de

rceionique ou COn fl 1,I f"t'J'111t"h

Dupoint vueméthod.7lo.~iq,ue,

~ 132 ~



egaJlemC~Ilt

).

rensetsnements et

ces COUlOl<1lales et

notam:meJlt au cours

comportement.
Ql,1~~r\J'"'lI'tt"'lIAt""4"'111A se dans la couche 'n"'i~I~ .. lo à l'endroit

ClSêl111c~mc~t. ce plan aetJLmtltant la couche adhérent à particule

( la double couche est au

mV (poureauxnaturelles li

_......_.... __de ...,~ .... d'uneparticule colloïdale.

DOtentl.el i:éta ou poten

x

~ 1



COifr~ipoJLldant

à

~ -... _"'........~ ... JL du potentiel
.... __._~ "concentration d'un

variation

température,

'f"'V'ta;'·n"'..~ '1'1.,.. I .. l"I,t~ au cours de est .........._ dans chapitre 1"Y'I431"~t::.UC1

fi § II.1..

es

sont

e:outtes a'nUllc~" à ....n1t~~".o "huile

am'pnlpanLQuces lIlteragtSsaJr1t av les ~C1eu

a beaucoup bactéries
senberg et ,1980, 1986, 1 1), mais ce concept n'est un sujet d'int" uit

uniquem à la ""....,,"'..."""'..........,.L.v,...,.L"""'.. en cette théorie lement s ~ ion,
entreautre, levures cellules eucaryotes (Shields and Farrah, 1983 ; Ouchi and

; Reuvewy
.. nT'J,",,~"'1""i'··U"\C1 hy(lroJ)hobes cas dhésion comme

JLJL...-lilf_............. -.... plastiques, aux surfacesla partition aux

RI, ont mo:ntré
capabl de passerd'unephaseaqueuse àunephasehydrocarbonée para

f"\"'\n'I~""'1t'à de sont en en

aux composants l>OJlarrc~s

oOt1enuie glace à l'int(~e~nti()n de mol

"hulile" et eau.
S11'n11~11'''A1'ni~t
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00 Oc

OOOOC-

C-

O 0 Ct

au point

es (AMH)

te

d'adhésion rmeremenae aux hydro

"""'-',1.,1.".....""" (VanOssand Gilmann, 1972)
n'~ (n-A.nr~t11''''n en milieu (Lindahl et al., 1981)

ecuiaires hydrophobes (Hill et at,
I11""'''1",''''!I".J"V1.l hydrophobe (Hjerten et al., 1974)

"-&,1. '-'1J,I. ...vrV""'g f.l(e)SerlDelre: et* ra(].neS~lon

*

* ou encore

et al., 1980)

bleau N°31

C'est donc le rapport entre composants hydrophobes et hydrophiles qui détermine la

contribution des interactions hydrophobes dans les phénomènes

Du point vue méthodologique, si la technique microélectrophorétique mise en oeuvre

pour détermination du potentiel d'une particule colloïdale est bien définie, en revanche,

un éventail assez vaste de méthodes est proposé pour l'évaluation de I'hydrophobieité des

cellules.microbiennes, notamment:

* la mesure "-& .....1Jl.:.1""'

* le

Parmitoutes ces teeamques..
aptta.ralt comme

de Cryptosporidium sera

adaptation test à ce ,1.,1..1.'-',.... ""....""
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li ure l'évaluation l'hvdroohobieàé

Hj

Mesure de l'angle
de contact

Les fortesconcentrations en
sels la

ra(]lhés~10n de cellules sur une surface de
habituellement par

~ 136 ~



"'ln41r"'l1'4 une flottation sur

en dans deet

veaux contammees
"""'-'''''.L'll.,",,'''' à en présence de U,.I.'"",ll.l.'-'&.I..I........,L-"""

puri en 3 étapes, comprenant une séparation sur formol

et tion sur de saccharose, puis
l'eau ~aC'I'IA'"'rl'lC'..::l~

oocystes) sur un

=l'équationdéterminé

Cette technique est basée sur le degré d'adhérence

liquide hydrocarboné l'octane) une d'agitation.

Le pourcentage d'oocystes retenus à l'interface octane-eau est déterminé mesure de

tique (DO) dans la phase aqueuse avant et a itation. ml de suspension

d'oocystesconcentrée sont déposés dans un tube de verre de mm .de 13, puis vortexés

pendant 110 secondes. Ce tube représente le témoin. Une mesure de densité optique (DO) à une

longueur d'onde adaptée aux oocystes, est réalisée avant et après agitation. Ces mesures

permettent d'évaluer et de prendre en compte l'éventuelle adhésion des oocystes sur les parois

du tube en verre. parallèle, la même suspension d'O(}Cystes de ml a tionnée de 1 ml

ane{ )et une 5 3

pna~&es distinctes sont : (1) une d'octane, (1) une phase

in e constituée de l'émulsion (3) une phase in.............. ,.,~ ......._c .......
(voir § ll.1.,Chapitre Matériels Méthodes).

Le pourcenta d'adhésion des oocystes à l'octane par interactions hydrophobes
DOtÂ - DOeÂ

Â

valeurs

}: mesure de rI~nCl11"C& 4""t\'9"'I.f'"""1'1110

: mesure de rl4nCl'l1'4 __""'I1""'lI1I11L:'!>.

avec

test. mesures

oonmare à

DOÀen

1



présen1te au

mnaanonuerescence
nu arrt~e~me:nt à

Ç/(ésuftotset discussÎOtl :

>- Détermination

Trois uw ~ "l ....u optiques balayant toutes les 2alJ[}m~es de longueurs d'ondes (de 1100 à

200 nm)ont pour des en (Figure

N° 41).

Cryptosporidium ...,_.... ~........._........... pard'adsorption
_ra4'"1'1~1r1r de C1f"lJ"'J"'hf':lt'l"'Af:t43l

1.
7,8

1.84 10 oocVisteSlI

5.94 lU oocysleSll

..... -- ..
0.4 b~~...........""'''''''''''''''---~
O. 2 L-------------------........................------........---------"----------.....--·

O.......---r-........-............--.....---...-.......--......-......---,....-..---....,.....-,...---r--......---r---..---..............~
1100 1050 1000 950 900 850 800 750 700 650 600 550 500 450 400 350 300 250 200

...."...n,q;.~~~ d'onde À (nm)

Densité Optique
1.8
1.6

1.4

1.2

1

0.8

il

matleJ'"e en

ne retlet€~OJllt

assez ~1e'VPP~~_ et

rtt:).''''AI~:3l1''' aucun~"'''''''_'1''''U obtenues ne __................._..

éle

mesures

su~.pe]nSllon't en

e r......u"..,"'_".L"""""
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v .......... ,,,,,,,,...u.vv·~ sur pltllSleUrs sus~pellS1()nS

testVu.t. .I.("JU".I."..n."'~

mesures
sont ...._....·__..L "' "'.....,

11~(;f...f"b optiqueen .....'"'......"" ........'-,1..1..

suspension v_..L ......L...."...~..

de la concentration en

o. o

57

log( oocystes/ml)

6.56555

O+------I-----I----~----+----+----...........-----------t
4

15

o.

""""'"'I...I.""VJL.I,..........A.......V·...JL en oocystes

D0400 = 0,19

corrélation (r)

~~f""U1~ entre logarithme de

au cours

relation 1~""'à.A~""'O

suspension la D0400

(conc.oocystes/ml) - 1,06 (b).. Cette

révolution

du test AMH pourrait variations de

eaaremem à en

=
Nb témoin - Nb essai
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1. \A.I,1.~.:n....i,3 sur

réstllta1ts du t

,., ...-.. .~"'-'" 'l'''lia~n'''lat'' d' uer

aenslte V""I-.I.'\.I"""'4 par à
I.:JIJ\Io.I'JlJ.I.:J~""'JlJl aqueuse doncayantadh;

résultats (après calculs)

Q1t:terc~ntc~ suspensions d'oocystes purifiées.

d'adhésion aux hydrocarbures en DO et en

concentration obtenus pour les di entes suspensions

d'oocystes ,",,,",u,",',,,,,,,,,,,,",u.

Concentration
sus initiale/ml

% %

Groupe

A

B

20%

0,09

0,03
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reansee (Figures

aqueuse.

trouver une à ce une representation

pourcentage d'adhésion à l'octane, calculé deux façons

en fonction concentration en oocystes dans la suspension de départ a

et 44).

~~........................... : Evolution de en fonction de la
concentrationen oocystes initiale dans
la testée

~~..............--....... : Evolution de en fonction de la
concentration en oocvstes initiale dans
la suspension testée

%

100

% A con c
'00 ......---..........---...-------.-----..

80 t--""'-_.Q;.". 80 -

60 60 -

40 40 r--

o

20 20 ~ •

o
o o -

7.0

Log (oocystslml) Log (oocysts/ml)

'T~ 1l3cl U""Cl de

ension initiale
~'I"'I.""A''''''i::}1i.l3cCl dans

61S1:tnClS : pour

àet

semblent augmenter ............... ,....""1"'._ la concentration en oocyst
tendance semble si l'on AhC:~~.TO

1 est et

une

a ces et une =
o.

en de

si test à mesures
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ues

groupe B

t trouver une

e é à partir de mesures de 00 sur

cara par une concentration en ... l'-I''-'V.'L......... ' "" .... ,, __...._-...

li · tion de l'adéquation du test à

ex tion si l'on observe Inl1[lalement ..............Uy..L~ sur

l'on corn e par

les valeurs DO de concentration en oocystes

supeneures à 105 oocystes IL (groupe B) et celles correspondant à des su de

centration in~ ·eures roupe A), une significative au (p.c, =
O. servée entre deux u1ations. les valeurs de DO ra pour les

suspensions concentration < 1()6 oocy sIL à obtenues

pour 1 suspensions. test AMH initialement sur les de densité

optique de la phase aqueuse, dans cas de de faibles une incertitude

1 rtante est imputée aux résultats. Cette incertitude corr nd d'une part à la précision plus

ou moins i rtante de l'appareil utilisé pour mesures de DO aux artefacts

imputables aux interférences produites par la présence de débris persistant après purification

dans suspension d'oocystes.

cottefusiott :

V"''''",'''''''''''''' IIlllt131errlent d ·t part AMH appliqué en selon

OSeJtlDere: et 1 et i tiquant calcul du pourcentage d'adh

ir mesures de DO sur

mrcroorzamsmes à

ptosporidium.

utili aux .1.1.1.1.." ..............1lI.VJ..I.""~

l'V''''\r.f'~·~t une

au manoue
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ase au cours

àpartir de

• .....'"'""«.Y1f • "_ •• """'.,, de Cryptosporidium sont _-... .............._...,

de veaux préalablement à

pv~ emment

dichromate

Il important que si dichromate potassium peut affecter

caractéristiques de surface de Cryptosporidium (Upton et 19), le stockage œns une

sl.>lution oonservatrice et la majorité travaux sur

C tosporidium. à remploi cette solution, sur structure

~~c::Ii"""'!Iii,i.L~lJtl<:.L"'I\..l""~ des oocystes, ne sont pour l'instant pas connus avec précision et en l'absence

d'informations plus complètes, résultats obtenus dans Ies conditions décrites au cours de

cette étude seront à ceux potentiellement dans l'environnement.

> Te 'adhésion microbienne auxh droca et Potentiel Zéta :
méthodes utilisées sont celles décrites au chapitre Matériels Méthodes § II..

montrer

rhydrophobicité d'oocystes

permettront

de la purification sur

CJ première a consisté à

uniquement par flottation sur NaCI

ri t du formol l'éthyl u~a..u.,,""

des particules habituellement eummees au cours

mesures.

1nn,1A'I1.0 ont

nrt1"jl3n1"1~1 hydrophobe du oaralslte.

representent une évaluation

ux:uaeurs enviro

ces narametres sur

mesures
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ces susoensions.
I\Jlt:lI'....nhrn AC.) sont r6:Jlisées en ~""r}IIAlo.

DOllrCc~ntél2e o'a4an(~Sl(J~n à ne est rl4••~i .. nà

ondluetilvitt; Œ~on(luktometer E 3

Hy'dr~op]llol~icité :•

'Sporidium en
de

à

sur des
et 10-4 M de

par

une de

mesure mstan.tanlee.

a

ou NaOH 0,1 N
mesure du ~1-.t:!o."","'"~1

solutions de M

et alu~)tee

mesures de A~"'llrt"""""""'l:7..1-àN.

en SUSDerlSlCtn

comportement

• Potentiel Zéta :

elonnant 3 àpH s'

L'imJ)(let
éctlant:illc)ns 11

1

nl''''14C!t&1~

cofldu4ctÎ',;ité connue.

( )

addition Hel ou NaOH

ecnannuœs a t J' en vue d'obtenir une

oocy àl'o N)

>A.............................................--..........--......-.~--

Une de
pourcentage d'adhésions

hID@1~5 : Poul·centages .·nJ"'llt"'.:lt"'tA OIJterlU au cours 17

sur ae~. suspe:nS14ons à une r'II*"ntr'llo.'I'ltt-""f'l1r'lnn lOS oocystes/ml.

90

80

70
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a e2aletrlent

une

N°46, le potentiel de surface oocystes semble demeurer stableau

~~;;...;;;;;;...;---...::::;. : Stabilité dupotentiel de Cryptosporidium en fonction du temps.

potentiels sontmesurés sur suspensions purifiées d'oocystes à pH
neutre. Chaque valeur représente une moyenne réa surtrois essais et
les mesures sont réalisées en duplicats pour chaque essai. Les barres
d'erreur représentent les déviations standard calculées pourchaque valeur

35

30

25

20

15

10

5

0

oocystes

frais

purifiés
depuis

1 semaine

2 semaines 1 mois

à

II aODélfalt

J.1.,,",,"".U,,",,_ ne O1rnll1lUe

un

une =
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test

encore

enmmee et ces

reslLlltals "'1'~"'''''''l~L:llrn'' la neciessrte

'VlIJ",.......,I."...",...... d'un d d'un

us le hy<w hobe d'une partie des particules fécales,

enmmees au cours cette peuvent avec les résultats du test

ces particules pouvant mreraarr avec les et ainsi les entraîner dans

se octane au cours du test.

En resume,

d'adht~ion

dénombrement.

d.éllOJ1rlbrement

présents mtt:rtél~ant

t"J.......I.JIIJ""'......t"J..."",I.... d'oocystes doit présenter un purification optimal et

pour aration sur essentielle, même si en hypothèse il n'est pas

que ce de modifier la structure externe spécialement la

structure hydrophobe du oarasne, Jusqu'à présent aucune étude n'a permis d'évaluer l'ampleur

l'impact sur la structure biochimique externe des oocystes.

• ' Dans seconde d'essais, pour laquelle le protocole de purification a été privé

de l'êI':ap~~.· •• ••·•••••lîlei!~êParation sur adient de saccharose, l'hydrophobicité oocystes a été

resunats, rassemblés dans la montrent un pourcent e d'adhésion

stes à l'octane statistiquement identique aux résultats obtenus lors de l'utilisation du

.dient de saccharose (selon les résultats d'un test non paramétrique de Wilcoxon pour une

~""'''''''''.l.f.iU.VL::J''''' sur mesures
tospo ium.

rëausëes. l'une t!ll1:ec et l'autre sansintervention
Jlr(Jatel"lt de saccharose au cours du protocole de

es sur des d'oocystes 'dans de l'eau;
r~njrl!.fl!!'lte une moyenne de trois et les barres

100
90

ao
70
GO
50

40
30
20
10

o
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..1......# Y 'JLUI.L'-J.l.L de rhydrophobicité desoocystes de Cryptosporidium en

fonction du pH

La conductivité et le pourcentage d'adhésion à l'octane sont mesurés pour des

suspensions purifiées dans de l'eau ionisée immédiatetnent après

O.lNou NaOH O.lN.

-+- d'adhésion à l'octane en fonction du pH (± déviation stal1ldard)

--- Conductivité de la SUS1)en~nOn

Déviations standards

o

1

o

10

100 700

90 600

80

70
500

GO 400

300
40

o 4 10 12 14
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d'adh -

Cry~rJtOj7Jor,idium

TI tau1t pa:ralli~lenlent remarau,er

ne

s doml-rtantes,

du

des en

si un lienn
h'ur1l1"'r\;""~hnt''\o à ou et rauzmentatton

suspension, des mesures de pourcentages ont sur _.L.L,... _ .... "' ..........,,"'....., suspensions

pourdes concentratio doncune """,",~,1.UU"f"".I.

La N°49 illustre révolution de l·h'lrrt"..r..~hAl""\.n.. J""'1t'b

fonction de la concentration enMgC12 ou de la conductivité de la suseension

6).

1""\t"\""·'tlIjTj~1j à l'octane en "J"""''''''''T1r'll.''''' de la
la Ijl11j'nOt"'(111"'~n

.~~~.........::.::; : Pourcentage d'adhésion (%A)

concentration enMgC12 et de la ""'"... J1,"""""""...........

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

80

60

...., 148....,



ndu~ctivrité

SUS,peIISl()n I)rO'voQlUe11t uneaugm1entéitlon

potentiel

resunats OIt>tel[1US sont rearouoes sur la

>!l1:!Dlli1..4fJ..gm~M~~œm~t1ill1~~'ll111!1m~:k

Deux d'exné.....I.a.nl"'oC1 ont

de Cryptosporidium en du

Cryptosporidium en fonctiondu pH de la

12108642

-30

-40 a....-- --.....Io__~_--'-~_"'-___..a

o

-20

-10

a

~,.,''41C1't"~~CI S',inn1ule" unetransformation 11np~1rp du ........r'1~rlàlla

5
et
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•
1

o
o 2 4 6 8 10 12

1
transformation linéaire a pouréquation.---= O.OO42x + 0.01

corrélation r
1 % pour n-2= (G......,......,.....J......,.... ""''''-'4l

valeur de pHpourunpotent

reereSS.lon est au risque de
pos.slb,le cie rlJOk1"A1I'*'n-'t'l·ner la

donc à un

fi 2
en ut·

du(=tiv:ités co es.

-si

es suspenS14()nS i1'N'\l'Vl~tp>~

ce ionique

potentiel

de la
........ _..,_........ ""'''''' en eau

d'ooc~vst~es

Il surce el du
en co ns

d 0 pH 3.
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•[] eau
• SUS1~n!nOn avec 12 tconaucnvne,
.. eau de rivière non filtrée (COIH.1U('tlVlté sans arustement

montrer

conductivité du milieu.

Tableau

~ 151 ~
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garrlme de pH '" ........ .a.w.JLJL'" suspensions

en eau

en

dans la
....... , 71' à-ro brute.

il. '-'..I.""''-..l.'-'..I..l. dupotentiel desoocystes oridium en eau

ri en eau en fonction dupH.
• eau eau de rivière - y =( 235.28 1 (x + 2.11 » - 50.43

o 2 4 6 8 10 12

700

a é reause

con

aeternlmc~ eneau

theOn(lueprédéllni en eau d.ési()ni~)ée. L'llvpothèse



etse sont rocausees sur

montrent

nat)lWlelllement .I."".I..I,V".../".I...I.\.<.I.""""" en eau
""_......,.'lr1'n1"'r"'kL't à en 20

fluctuant pH et la ionique du milieu environnant, mais sans pour autant d asser
'lil'nlz.~.......C'l encore assez modestes de 40 .

La faible hydrophobicité du parasite conforte les hypothèses de Musial et al., 1986,

relatives à l'adhésion préférentielle oocystes aux parois de verre contrairement aux

matériaux plastiques hydrophobes. Mais Musial et al., 1986 ont également souligné les

propriétés spécifiques des oocystes à "s'accrocher" à des en polypropylène et les

capacités des détergents (en tant qu'agents chaotropes) à décrocher ceux-ci de ce type de filtre.

Le hydrophobe de Cryptosporidium quelque peu exacerbé pour suspensions de

conductivité élevée pourrait donc influer d'une façon assez mineure toutefois dans les

phénomènes d'adhésion aux surfaces de ce type. Cette évolution croissante de l'hydrophobicité

avec la force ionique du milieu pourrait être mise en relation avec les hypothèses avancées par

Tanford, 1973, qui signalait que pour de hautes concentrations en ions, la solubilité du soluté

est par une diminution de disponibilité des molécules d'eau et une augmentation de la

tension de surface de l'eau, provoquant une augmentation des interactions hydrophobes.

Malgré tout, variations de pH associées aux conditions de nettoyage décolmatage

ns ne ent pas

d'exacerber suffisamment I'hydrophobicité de du parasite pour craindre ce type

d'adhésion aux surfaces filtrantes.

l'eau.Cryptosporidium

En ce qui concerne la _......_... __ de Cryptosporidium,

montrent d'un de - mV à pH neutre dans

l'eau ou de (de conductivité 300 us/cm), Ongerth., 1989,

a

tout

IJ-"'" ..... du oarasllte développe un ~'U""""V.l.

auamenter en ,"'''Cl ". versmVà

au cours duau

~ 1



il

remarq que ces "ceU.Ules"

eXe,mUJle dans un fluide non seulemtent du pH

ionique du milieu environnant. Ainsi, si dans les dans

cond maximale de 700

n pas t il faut noter qu'en eaux ear ioniques

]} ·vement importantes par exemple, la de façon

assez importante (comme il ra Grotenhuis et al.,

2). Au cours de les oocystes osporidium en dans une

tion de (10-2 M) conductivité (environ 1700 f.ts/cm) ont démontré des

varia en valeur absolue de globale npo~t1'lP.

S tous cas, la connaissance de r olution de la des en

eaux de rivière permet d'appréhender d'une façon plus con phénomènes éventuels

d'adh ·on des oocystes lors des variations de pH accompagnant notamment décolmatages

de filtres lors des procédés de traitementparmicrofl1tration.

De plus, la mécanismes floculation utilisés pour la détection ou encore

r imination oocystes de Cryptosporidium dans l'eau forcément la connarssance
de la charge de surface du parasite au pH désiré.

Avant toutes nemarcnes.. un protocole à l'hydrophobicité

ridium a d' au ...,.... v·.."'''''''".... '''' est

Rosenbe et al; 1980, impliquant la détermination du

ffi1<~OC:.lr.2;am.:smc~s à un · uide (l'octane
technique _~.LJL"'_sur

~ 1



les 'trèsmarauee~s ..

à 6 a en

ioni e {estlm~~ par la """-'.1..1.'-1-"""""...",,.1.

mV

pro'priftéshvdlrop:hobes du 'l'''&<t'''l~U'''t''L::I.

oocyst ont é~a]lemc~n

avec un variant

pour pH ..ques. Par co e l' olution de la ch um en

fonction de la co du milieu est t faible.

connaissance hydrophobes et la charge de ont

per btenir d formations ..endront notamment au niveau du

choix des traitements de floculation em pour de ospori l'eau

mais alement dans le choix des me es tration et des ts nettoyants utilisés au

cours de l'étude sur pilote microfiltration.

~ 1





a
oocySfles isolés à

C osporidium
ce laire. de (J d ' rche double et consistait dans un premier

temps à évaluer pouvoir t des oocystes sans avoir sur l'animal
nécessitant unprotoc 10 lement à e re et donc
l'accession à une source de de d - fécaux, permettant de travai r avec des
OO(~st4~ al' "na f du

et non loi divers réactifs de purification hnbituellement utilisés et

surla chimique desuiface des oocystes n'estpas connue.
o Dans unde temps, la vi é oocystes a éva par une technique

yant1 i sion colorants - esvitaux. Dans ce
uvoir infectieux rementditdesoocystes quiest é mais leur int -té ~tnl'rtlJ]f'Y1le et

donc leurpot à pouvoirdévelopper uncaractère infectieux.

pan

dont

C.I.- 'DT,o/~LO tE:

prulCllJe j~en4~al de e se sur 1'''_,1+"''''1-.. ",,,,_

développement de C tosporidium in vitro dans les conditions plus celles
rencon l'animal.

Dans cescon tions imlX'rtants :
>-- Tout d'abord qui doit à ui .,..anl"r"I.'t"'Ii....,..a

lors du t in vivo ctus·· al et donc une

s

encresse,t~t'lrvt::ll1..~ ou toutau

àé\rel()ppement -_......... IJ....·_'" ac~ ~)~Dtosporidiumsur

met:nO<101().~le emJ:.lovc~ pour

diTTa1I""'anJ,....~T·1r"1.n en 0;

vescell

Cnal)ltre ...."...._.,,_..............., et § ................ jL ..........
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ae~:vst:em.ent et 1nf"..:~'t"'IT":::l.nI:l1nf"

d de et n à

sodium a également utilisé, car il permet une "'........"........"'........"'...... nrenmmatre
.....""........._""_re la paroi l'oocyste mais une

décontamination concomitante de suspension.

A ce prot le de base, de dékystement ont

incluant l'application différentes périodes d'incubation, l'utilisation ou non d'ultrasons

comme de dékystement et lement ou non des sporozoïtes

protocole est décrit sur la N°54 (avec A : suspension
d'ooLystes puri e + ba etautres micn ~bris ; B : suspension d'oocystes décontaminée ;
C : suspension d'oocystes ; Dl : tapis decellules épit les inoculé avec un mélange
oocystes excystés + sporo s; D2 : tapis cellulaire inoculé avec une suspension de

sporozoïtesfiltrés ; E : tapis cellulaire ensemencé regroupant différents stades dedéveloppement
intracellulaire de Cryptosporidium, oocystes ou non ainsi que sporozoïtes,
tous deux, relargués oun'ayantjamais pénétré lescellules) .

détail des méthodol utilisées est ....onl"ll"".......... ' ........a.

§ 111.1 ..

'f"OC'tll'tIf"I:lf"CI obtenus au cours _4' .....' ..........'L ...._Y d'une façon QUélUtditr~re la

production

sur

en commun sur DlUlSleurs IJ"'.I...I.'J"''''''~.

cernuaae ont
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Btion
ti que)
~

tement ~

Dépôt sur tapis cellulaire
~

~
Dl

e
Séparation des Io3lJVr.l.VLIV.l.I-~...,103

par tion At
sur tapiscellulaire

~

Dl
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1 2 3 4

nOO 12 mois 12 mois
3 mois 3 mois

suivi

+ + + +

en moyenne
inoculés

filtration et non
exc

évalués à 19500
4mlqspde + +
ensemencé

sur

+ + + + + + +

sur + +
culture

Cellules
cellulaire ultra-

rare,
• : pour les
•• : pour les

: rare t« : faible; ++ : assez nombreux; +++: nombreux
1 et
3 et 4.

r ultats dans tableau apportent tout d'abord sur
~01"'1"n""1"""'t'}"""J"'l>aCl des il

apparaît qu'une proportion assez importante d'oocystes a pu obtenue avec une

pr ce pour le protocole ayant employé une étape sup entaire d'ultrasonication qui a

participéd'une mécanique à longitudinal Mais il

faut que l'impact ultrasons sur viabilité des rozoïtes connu et que
dans ces il est difficilede recommanderce ~""4"'llJ"'l>aClICl'l'lCl

au ................""'..... .....,.1.1_,.....,__..,..'....."' __•

en ronenon

o
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P
d

la

a ""' ......JL................ 1........

Haynes,1984 sur

~~~~:....:. : Suividu développement de Cryptosporidium surculturecellulaire.

JI
J2
J3
J4

inoculation J 5
J6
J7
J8

* + 1 : 1 à 5 oocvsteszcaaœe
o:absent ; ± : rare ; + :

N.D. : Non Déterminé

o 0
o 0

+
++
+++

+3 +++
+3 ++

+2 ~***
oocvstE~Slc.banlD ; de 10 oocvstE~S/C.nanlD

nornbrleux ; +++ : très nombreux

> La .....~... '.,D'.,'!/L5Jl~~ hypothèse consiste à considérer oocyst comme des

ooc:ystc~s ay inoculation et étant décrochés au fur et à mesure

d lavages ~U""'l,,",""'~~:U ...I..~.

art sur

adoptée

nQ(~Ult~ au

nos résultats aucune hypoth

resoueaes une

si ces remar(lluec~

............,'''"''.1..1.'''''''''' plus impo nte d'oocystes dans

filtration se par la nee plus importante de

Il faut """,,"O""€'IL.~ que au vu
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proualJ!atlCJn

d
l'absc~nce n""I""\,n'TCtt"OCt

. ' été observée sur

cas

,",111111I1," ... celJlul()llfe au nos travaux,

d _"'....'_........_............_à J pourrait se justifier par

pour

à obtenir un développement de

'rvL'tOj~DO~rta~~um sur ,",U.U.,U.l.""" ceuuraire, aucun n'a pu l'obtention

<1evrelO'ODe~me:nt complet des cellules CACÛ2.

...u ......., ...vu quantités d'oocystes détectées au coursd périodesayant suivi l'inoculation

ceuuiares.. n'ont d'obtenirque des renseignements qualitat".

Dans cas le développement de Cryptosporidium sur culturecellulaire ne semble

pas très pté dans les conditions actuelles de r lisation, à la mise en évidence du pouvoir

inti eux de quantités comme celles d" s dans des échantillons

environnementaux (au cours des expériences réalisées ici et plus généralement dans la

bibl" aphie quantités d'oocystes ou de sporozoïtes que 105 à 1()6 sont

u au 'vu d il

d'envisager la production de quantité d'oocystes suffisante pour alimenter travaux sur la

structure nativede C osporidium.
Globalement, les ""'-L......... """""'... "vu ....onnn1"lIf"....à.4oCl au coursde mise en culture de

la · cellulaire CAC02,en plus lourdeur proto et à

recomman en l'étatactuel techniques moins ast:rel~e:n~mt(~s et plus

performantes pour la viabilité oocystes.

o
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bleu

ces __............._LU

en avec

membr

memoran3lJre m.te21re

,","""''ICl'''l:3l'I'"'':::lCl comme r contre en et

mais qui démontreront une fluorescence bleue vive au

uv"""'...""'''''"'...,,'....''''' seront comme complètement intègres nc

colorc~s ]JO

de DA

caractéristique et tres iocausee,
PI quant à lui pas capable de franchir la barrière membranaire intacte, il sera

donc à l'ADN des oocystes et respectivement des sporozoïtes uniquement si leur

é PI, seront par une

t

potenti é

PI

ique d'évaluation de la viabilité des oocystes consiste donc à observer la

oocystes à inclure ou exclure ces deux colorants fluorogéniques sont le

et 1

et méthodes §

u .....__.........""'1_""_" employées au cours de cette étude et d par Camplt>ell

ces s chapritre: Méltériels

à st1JJnul~er

à un mécanjlSme

au .... .I..u..,,"'..... VI.J,"""" ....'''''

à un

enVlrollnetnental. Il est dans ce

ce à une

non permealt>Ullt

Il ut que __ "'" '"1'.1"'--'lI'L'L L' """"'.I..I."I""IJ"".I.u., à la coloration par DAPI ou PI et ne
peuvent donc pas comme viables ou non 'T"'OI"I~Cl

a comme

S

en :repon~;e à un

et avec et sans
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sans premcuoanon avec oremcueanon HBSS 2.75
_=_.rln-,," 1 37°C

Incubation 2h,
en DAPI PI

~

Lavagepuisdénombrement réalisé
sur cellulede Nageotte sur 100oocystes

Comme montre la viabilité des oocystes a été sur des isolats

sus;pellSl()nS "' _' selon protocole à soit

d'échantillons d'eauxcontaminées concentrés par floculation. Ces derniers échantillons entrent

"',",V'""",-,J1,,,",, d' de l'impact sur

la viabilitédesooeystes,

(D

Pour chaque

2 et 3 permettent

, PI+ (ou sous

sous

VIS1Ual1lSer un _.a..a._.......... ..., au 2fO~ssl:sse:me]nt

f"V 163 f"V



mQ!Qm!illJ~Q · oocystes -_........".... -....

1

et PI,observés sous



et

Photo hie N°S : oocystescolorés par DAPI et PI, observés en microscopie à

ifluorescencesous filtre (1

- - ...
• • =-=• • -1 •• -•

• •• • 1

-•• --
1 -

1 •
1 - •i • 1 ••-II. • 1.• rl i- •- 11II

• 1 •
1 • -• .... •- .••1.-. • -.• •- ••••
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col.orE~ et non

pour V.l..I."'.... "V

ncubation.

__...'_.....,L .........A._ en aO<lltlC)nnant

et "111"!:11'1t

non

ermination du nombre dfooc
prcJto(X)le incluant ounon

viables pourchaque

pr cubation.

selon le

Nombre _~
, ,

100
des

'J

oocystes DAPI+PI- non vides et non colorés Considérés viables

testés sans avec sans avec sans avec
préi " ion préincubation

,
préincubation

27

::
50 19 0 46 50

34 46 19 1 53 46
N~liC03 31 9 0 40 55

28 52 23 2 51 52
Floculation 34 48 12 0 46 48

29 8 0
31 52 21 0 52 52
40 62 23 0 63 62

Floculation 33 63 33 1 66 63
Al~{SOÀ)3 61 14 0 5 61

31 65 Il 0 42 : 65
Y""I'I ... 34 40 22 3 56

,

40.1.

~
40 48 0 61 48
53 68 8 0 ( j 68
40 52 16 0 4() 52

P'S'" " n 55 62 22 0 '1 62
à 44 57 7 0 4 57

de selles 50 64 12 0 ~) 64
38 36 12 0 50 36
44 59 23 0 67 59
50 54 7 0 57 54
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au

'-1'-1"-1 Y ~L~....~ non et non

P,l."",.u·J."""'U.VUl-,l.V'J.J.

potentie t colorés par et non PI peuvent t si aucune

prane li par la somme du no bre d'oocystes déterminés comme DAPI+PI-

et comme non colorés - non vides.

Pour la suite de l'étude le protocole incluant l'étape de préincubation sera pourtant retenu

même s'il nécessite un allongement notable de l'expérimentation, car les lectures dans ces

conditions sont nettement plus a de par la quasi absence d'oocy non colorés et dont

l'intégrité est assez di lem t identifiable pour un observateur non expérimenté.

La technique d'évaluation de la ité par inclusion/exclusion de DAPI PI s'est

montrée tr fa e d'util· tion. Elle permet d'obtenir une coloration très spécifique des

oocy s viables et non viables. L'amélioration apportée par l'adjonction d'une étape de

préin bation au protocole initial d'évaluation de la viabilité si elle t appréciable que r la

qualité de la coloration obtenue et non pas par la modification réelle des résultats endus, a

conduit à choisir ce pro le pour la détermination de la viabilité des oocystes pour la suite de

l'ét e. La fiabilité te m ode n'a pu testée au cours tte ude l'absence de

tosp · ium vitro, qui UU,l.""",l.""'Jl,l.l-

permis d'accéder à s renseignements sur le caractère ement infectieux des

n'en demeure pas moins que la technique adoptée a selon Campbell et al., l , une

corr ion positive avec 1 · es habituelles d'évaluation de la viabilité par dékystement

in vitro, ce qui confIrme sa fiabilité.

P.J 167 P.J
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tra ent
vue

'ry1J'tos,rJolUlil~mdallS l'eau a

p'rélj~mIIWIJre sur

mll~ro11ltnrrtl()n pour le

memoaes atsosemeu et

d

Parmi tecnmaues eJ(fJe,nm:enté"~ ~s à cejour, les esdefiltration sur cartouche et

récemment d lesplus sol it ration, que
lJrt~colus~~esdaJ'1S 1limtust"rie de l'eau notamment au me-Uni, en plus de leur cara e

d'obt de bons rendements ré "ration des oocystes
'es à ur des eaux de *bution). r contre les

.,.,n.r-1I11"'11",nn S sem enter nombreux avanta leur

laborieux mais surtout depar li ents s isants qu'elles perm ent
%à 79% pour des eaux de rivières et des eaux traitées. Ainsi la technique de

~TLOjCUllltlon r et , 1993, a it l'objet d'une étude e
rofondie. Cette technique i · ue une pré * itation au carbonase de calcium. en milieu

10) par * ion de Ca 1 et deNaHC031M.

terceprotocole auximpé s rela· à la ection desoocystes ensortie de
et donc dans une eaupar nition peu chargée en oocystes, ems protoco ont

incluant l'augmentation du volume d'eau traitée . En vue d'éva er la viabil des
OOlyst.es en tion, ce à toxique sur les oocystes

3'de la mise enoeuvre t ents de détection par culation misau r et

~), une de protocoles ts agents flo /ants
ont é t tésenvue de l'évaluation de leurimpact sur la via itédesoocystes.

SUSDerlSl(J~n .....~.... """""""u,,",, en

avec
~L'VLUjL"lJ. ou



....__".__......... reeissant et aetc~.ma:nt

de

fl~ et

".....,.u.~'v ..."""""""j,,;J (la révolution du donc des

parasites en fonction du pH de la suspension donc particulièrement important), mais

"""~~,l.,"",J..,I:,Ut""'J..U" leur spéciation en fonction des variations de quantité floculants

iut uite lement déterminante car un cationiques dans la suspension à

un certain pH peut conduire à la déstabilisation du floc qui prend une charge globale

sur

à partir des échantillons d'eaux

Le protocole général suivi au cours de ce travail se décompose en deux grandes parties :

Cl Tout d'abord l'évaluation rendements de récupération oocystes à partir

d'échantillons d'eaux ensemencés artificiellement pour différentes modalités de floculation

N°56).
Cl 1-4nl:"I1'11"O

la viabilité des oocystes

>-- Prà le:

au cours

la de

de ces en vue du

et al.,

1

en

sur la d'un

et al.,

protocole utilisé au cours ce est sur

~ 168
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la floculation au1

ont
à 1'~n~l\lC~P d'un volume d'OL"...."I.l"l'l"t,.'1II,'\.'I"t

CJ Protocole employant CaCl2 et Na2C03 .

mé odologie employée dérive du protocole de Vesey et al., 1 3(a), décrit

memes étapes du protocole sont avec modification uniquement

""~/"r1T('l employés, sachant queN COJ lM est remplacé Na1COJ lM et que rajustement à

pH 10 par NaOH IN est supprimé.

" entes modalités t ées ont permis d'évaluer les rendements de la technique

pour l'analysede volumed'échantillon de 10 et 20 L.

Pour les deux d'essai l'analyse d'échantillons de 20 L a induit

l'utilisation du doublede la quantitéd'agents floculants u· sée pour des volumesde 10L.

La.comparaison des rendements de récupération tenu pour chaque série a permis de

déterminer protocolede floculation au carbonate de calcium le plusperformant.

Ditter'entc~s

___........"'_ au chapitreMatérielset Méthodes § IV.3..

testées afm de définirles conditions optimales pour obtenir
'l"'An..,..rn;ln~r1f' l' é ""........11~nI0.

d'a t temps sédimentation optimal pour un échantillon de 10

r aluationde l'impactde l'utilisation d'un complexant commerEDTA pour améliorer la

limpiditédu l'adaptabilité à l'analysed'échantillons

o é agentfloculant uausee

ont

pour un de Se<1lmental1on

o

5 h et 1

de sédimentation :
la ''',,,,''l'I''t.....1ro A"I""lI·""""''Inlo. _.",,,,...__... ·,...I_r..lI'1ln·.....~

L

'" 1



2DL:

ulant initialement introduit et le

a é rendements

ultats obtenus pour le d'échantillons

l'analyse d'échantillons

concentration optimale ~ u.."............I.I..

soo:Lmental10n optlm2Ll lt l'analyse

Après avoir

de r pération obtenus ont comparés aux

de 10L conditions.

ts et calcul des rend n:

Tous essais ont pour des contaminations artificielles de prédéfmies

inoculation de suspension d'oocystes contenant de 102 à 103 nn"'·'T~1"iP.~ pour chaque

Ions d' ux à an er. La teneur en oocystes des inoculums a déterminée par

"'AI lin lA de Thoma au microscopeoptique.

d ystes initialement introduit dans chaque échantillon dénommé Ni.

T VLI",,".I.J..I.'Vt.:J des obtenus chaque essai de floculation sont mesurés.

ensuite et colorée selon protocole

~ §

turbidité obtenu et la

Vt.

.............'''''1..........''....... aliquote ce culot, noté Vc,

volume

La tota.lIte 41u

avec

fJW 171 fJW



protocole ~""..U,"".1. U.I. au cours cette est dans la

Volume
écha Ion 1

susoension (1'oc:>cv:stes utilisés
pour contamination artificielle
mise en dans eau
désionisée ou eau robinet qsp

15ml

172 '"
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ne """"'I.JU.:U.u.........

unlQue~ment d eurs
A"'.....V'\1"'\c'1, .... ,.... ,ICI"'"" avec 1

r oupent techniques

d' partir chaque concentrat

s · n témoin de par inclusio clusion de

D PI, incluantou non une étape préincubation en solution ont

( Mat Méthodes § IV). fi faut remarquer e les

reSl.lltats 0 us ne au cours du de corrélation

qu'il avec ou sanspréincubation (voir

C).

non vldlesl daln t

ooc:ystt~S U1VI.I.V'.......l.v·....llloA.:J au totalpour """...,I."''''4u......

> résultats :

Suivant protocole d'évaluation de défmi au chapitre Pf"",'~'u"""l.l.t, la fraction

de concent ou de su ·on ration DAPI et sur

œJJLUle~ aecomptage tt au microscope àépifluorescence sousfil UV et mais

ementsouslumièreblanche, et la d'oocystes viables (DA + PI- + PI-

rminée+ non co
p i 1

d

DOutrce:ntaj~e d'nn,...'u~p(! 'T1t.::l1"\1~c! (%V) r correspond

100 oocystes totauxdéno...............,... _"".

que
rtion d'oocystes 'l1~I'lIP(!doncà

~ 1



54..3 %

34.3 %
± 17.8

± 21.6

49.6 %
± 12.6

23.2 %
± 10.4

62.2 %
±25.6

%

12..3 %

27.4 %
44.2 %

40.6 %

24.3 %
83.3 %

44.9%

43.8 %

52.1 %

58..6

64.05 %

10L

20L

10L

20L

20L

1 nuit

1 nuit

5 heures

5 heures

5 heures

H 10

sans alusltement

sans alusltement

L'analyse des résultats présentés dans le tableau N°36 a été réalisée grâce à la

corn aison valeurs obtenues par utilisation d'un test t sur les rangs, en effet les

échantillons de petites .. les ne permettant pas l'assimilation à une loi Normale, un test non

paramétrique a

ce

.....4,11,41-'.....,.....'~4l""_ ce qui _'"'''...V·....4 ...... '''.. _

volume d'échantillon

floc,

....,11,4,11,1-'_.....'_,II,4lv_ nc~~;saIJrepour le trattemlent

1'!:In!:lh14~~ d'é(':harltillîons contamines _~__"",.,"'-'1'

>- Optimisation de la périodede sédimentation pour d'échantillons

réStlltats obtenus à du protocole de floculation

sur des de L d'eau, ont démontrer une

~""',II,.V""''''''''''1L4_V significative au entre les rendements obtenus pour

amélioration 0 .. t'r1r\""'''j''1l~t'·'I'Il'O

~1~r-'tn1rn sur un

Clon,. 'l'''Vla,'i'''lt-n'lr'f.l'''''!ro'i'''l de 1une ..,_........_......._seront

~ 1



r~U~lJ\,.;4a..u ..'ll OIDtelo.US

ence

lants

carlDoElate de m

dél1nOIJLtrent que celui

oocystes quel que

rendel10ents

1

(rés~ultltsobtenus pour 1 (5h) con

si~liticative au 1 0 .c. = 0.08) que

tionobtenus l' lisation du prot e de fl,ocullati

ajoutde CaCl2 NaHC03 à pH 10déjàdécritpar Vesey et al., 199

ci le plus performant avec en moyenne plus de 62% de récupér

soit volume

bleau N°37 r ltats obtenus pour

floculation à l'hydroxyde d'aluminium testées.

dlt]tért~t€~ modalités de

ementsde

til s à rhy

upération oocy obtenus après floculation des

yde d'aluminium.

AS

é

lOL

ProtoD

5 heures

L AS

1 1 nuit lOL AS

1

mM 1

1 mM 1 nuit L AS

1



ente

la
""'rli,'J"'lt"'t1ro -',,..,..,..,-,,, .. floculant

en évidence

en sulfate

au seuil pu

.... 0C111' ...n .. C1 V'J"'-"J-J. Ul.:l. Pour la l'étude des concentrations de 1

au cours du protocole de floculation.d'alUlmm:Lum

pratique une stabilitédu

avait d'ailleurs

de5h

»- Temps
Afin de obtenus une

augmentationde de sédimentation de 5h à Inuit a démarchea été mise

en oeuvre sur la base de l'hypothèse que le d'hydroxyde d'aluminium n'avait

pas forcément la celui de carbonate de calcium et donc un temps de

"mentation peut à la récupération de la totalité du floc même

pour un échantillon de 1OLe

L'ensemble des résultats obtenus sur la base de 5 h de sédimentation pour 10L

d'échantillons (quelle que soit la dose floculant, puisqu'elle n'influe pas sur les

rendements dans les conditions testées) ont été comparés aux résultats obtenus pour des

floculations pour Inuit de sédimentationsur 10L.

-... ........... _ ....._'.. 4V_ a pu décelée au de 15%

imentation d'I nuit pour l'analyse d'un échantillon 10L ce qui

du d'hydroxyde
l'f3I,t''''''1111f'n pour sédimentation

moins importante ou plutôt une en

..I..'-"ULJ.U..Ll"'lU"......... lors de du par

su

d'alunlIDlum par'ra))po1rt au

Il but enrmner toute trace

"1 1



Il

,..~~n"""t":~'I"'at:" à ceux déterminés des

de -mentation) sans ajout de

diminution rendements de

aucune
'l"'ai"'i1i ........Q1l"',.u..... ,..~n rli:lit'a1""I'Y\1n,QC' (au de

ur 1

de r
"'~fl""""l""'flC'l similailres l(soi-t sur lOL n'o.r'h<r:l'l"'I.... llnnC'l

""""AAAJJ.J.""'J'L'4AAi-lt ont permis de m re en

ecul)ératlon au .067).

10L incluant l'utilisation de

de sédimentation d'1 nuit

ntillons

et unep

t à sa

1

,UL poll1r ee I1(}ënle prot(XXlle ont comparés et il

D.c.,=U.M:,) entre rendements de

a

~""IJ"""ru

'l"'o""·'1'1......Ji""~ation obtenusdans les x cas.

pJ.1 i pour l'ana

rhydroxy d' uminiumpourra c

rn

10

reslultats olOtelrlUS au séri.esd'e,cpélrienlces reallsees d'une part

une cornp(jlfal:son S,,""J.l..:J"""'-I""'''"''

à rhvdrox'vde O'al1UffilnlUln.



J'"'W:llj~ll'rn et à .·h'rrl.....A"""".'rrlo Cl"a.lUI1rnnlurn.floculation au carbonate

1

80

70

GO

50

40

30

20

10

o
,clU./.\,-_'4.J.'" ImM,

pH 6, Inuit, 10L
Al2(S04)3 ImM,

pH 6, Inuit, 20L

CaC12IM,
NaHC03 lM,

10, 10L

C121M,
NaHC03 lM,

20L

Il .qu'aucune n'a pu décelée au de 5%

(p.c.==O.94) entre rendements de récupération obtenus par floculation au carbonate

calcium ou au sulfate d'aluminium sur 10 ou 20L.

J'"'W:l1.~11'11rn pernflet[alt l'obtention

~ 1



ir
dféchantillons COl1ltan111nC~ par osporidium.

Protocoles defloculation utili Suspensions

désionisée Eau
l nuit l nuit

TOC ambiante TOC ambiante

34 44 56

61 46 76

51 63 56 70 62

52 40 ND 64

66 61 56 50

46 48

essai
40 37 61

55 68

32 52 42 ND

ND 52 65 57

moyen 44.2± 8 49.2 ± 5.8 ± 51.8 ± 9.6 63.6 ± 10..2 57..2±

a sur

t reaase sur

y O"'''.1IIoI'L'-I~'''''' assez DUISsalrtt comme

__",_.L"""""".L""""__ au

sur

er

,..., 1



contre aucune rhi"t-a'f'"Qnr-o. Cl.. n1t'\1T"Ir-~T·n:TA en

àet

~.I.1v.l.UJU..1. ",.....I.u... VI..I.\< donc un impact

L:anlD[)€~11 et al., 1994,

importante du pH l'échantillon lors du procédé

par pH avec la soude, soit

floculation en l'occurrence Na2C03). Ainsi le

1 ces conditions, du de la sensibilité oocystes

a pu provoquer une augmentation significative de la mort des

entre

Um<lIUelmelr1t

temps de
aux valeurs L'll"'V· ... 1I..~~L]o~ de

"".L'""~'VU de floculation à l'hydroxyde d'aluminium réalisé à pH 6 ne présentent pas

quant à eux mêmes si ce la diminution du à rajout du sulfate

d'aluminium dans l'eau, mais l'exposition des oocystes à cette valeur extrêmement acide de pH

ne pas influer sur viabilité des temps d'exposition des oocystes était très

court·( quelques minutes avant ajustement de pH pour provoquer la floculation).

li faut remarquer que test PSLD de Fischer laisse apparaître une différence

.. '"ficative entre résultats obtenus avec les protocoles de floculation à l'hydroxyde

luminium suivant l'utilisation ou non complexant (EDTA) pour aider à la dissolution

e du précipité. L'EDTA aurait donc un effet nocif sur oocystes de Cryptosporidium. Ce

en eur précédent où protocole n'incluant

avec

ont

à pH 10

reslLlltals V1V\<",JLJ.UI.:,J au cours

v""'\<'.......I..I..I...I. une .1..1.1."""....1..1."""'....'"

li 4"'l-n'l"''''n.......11·.. en

(faJlurtllnlum , employant

o:peratorr

rv 180 rv



encore
O"aIUmlnlllffi" ce se 1"',::l(!C~,::lnt

floculation. Par contre une

perloaJt1t unenuit coIltra.rreJffieJl1t àun de 6 conduit à la érioration
1".cJIt.""~4"'I.C, .. t-.,r'''9'''l prolon à des valeurs extrêmes

I""'V'\.r·"C1t'.13CI dans concentrats obtenus à

donc par ce

forte de
..,-..... JL.___ du puisque rendements de

floculation au

contre il ne se

expOSltlOn à un

réCUPf~atlon ne

V""-"AJ.l.V de à d'aluminium qu'il est au chapitre

Matériels Méthodes § IV.3. seradonc utilisé pour la suite de l'étude et notamment afm de

oocystes de Cryptosporidium en sortie filtrat du pilote microfi tion mais

egalemLent en notamment concentrats traités eaux lavages

pourlesquels la viabilité desoocystes seraexaminée.

~ 181 ~
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en principales :
wstlen""wtique p ble i a permis d "" ab/ir

la membrane et conditions optimales de toncuonnemem en.

mll~rnI1ltn(1tlt:~n connatssen: un essor tmoonan:

concentrats

L

potentiell-,nTectl(~UX

o Tout d ord;

oeaarmanœs maximales
terme d draulique du svsteme.

o La partie de l'étude a d'évaluer du e pour
éltlntn~tion - ium dans cas d'eaux co ou non artificiellement. En

parnlltJlP uneétude de la viab é des oocystes C tospo - usn dans eaux
il apparaît i ortant informations sur le

ap traitement dans l'environnement.

L' T

carac -stiques des

Eaux) et selon

systèmes

tout d'abord

à

tionpour laboratoire.

carn es ..,.a..a.JLJ.V.a.IIJU..a..~

choix du type de C!'IC!tAn"'A

InstaltaltlollS nt''liI1IClià~ a 1

micro

con generale

ueu:x ~andes Q~.té.2()ries me]mlJ]ranc~s sont sur
or~:am.Quc~s et

r

~ 182 ~



"'~'ICt'f'*':l'nI"CA aux tem

cas umouement au

~""*"",.~"""I.::lt"àC'l h'l;rr1I....A ....lkh...lj~ la non et sa

....,I..l:I..,....,iLl"" •••~~ (tlUUSleWrs années) ont à en e

d'élément filtrant. Enfin, la nature de la membrane en pr te taux

d'adsorption comparés par exemple aux Diatomées.

Il faut également souligner que membranes en d'aluminium sont ~1""""",,,,,iLiLloJ~loJ

par hydrophiles et sont char s négativement.

négativement, comme les oocystes, devraient confrontées à une répulsion électrostatique
.,II-.z ....·Â_"I...: dela membrane, ce qui les phénomènes d'a à membrane. De plus

Lahoussine - Turcaudet al, 1990, ont remarqué que le colmatage membranes par adhésion

de composés organiques était plus important de l'utilisation de membrane nature

hydrophobe, comme avec le polysulfone, que lors de l'utilisation de membrane hydrophile,

commeavec céramique. Deslienshydrophobes urraient doncaugmenter l'accumulation de

matériel à l'interface eau- membrane. Le choix d'une membrane hydrophile céramique chargée

négativement se justifie.donc notamment par sa potentialité à limiter les interactions avec les

particules organiques en suspension dans u et notamment lesoocystes qui leur charge

négative et la présence d'un certain cara e hydrophobe à leur surface un potentiel

d'adhésion à de telle membrane assezrestreint.

dure

.I..I..I.""r.l..I..I. ....'.a. .....~.A.,....loJ isotropiques,

support LI'"-I.... ,__.1 ....

der/)()S~~1"A'I'Il"no de cenlml~aue

ty sont ""'iLloJlfJ""',I..I.iLViLli....loJ

membranes asymétriques et membranes composites.

au cours de se situe dans

donc un maximum que ce au niveau

'" 183 '"



formes

se present:e sous menotre

membranes d'ul de micr tion sont commercialisées sous
branes. p};anes, tubulaires ou sousforme s.

A~ftl""'1"1I110l'f d'élérnent

de civculatic.n du flux coaxial

prlnC1TJaleS
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Notre choix a

compatibilité mique
l'encrassement, sa

creuses.

déterminé par faible encombrement du

à vis notamment des réactifs du
importante mais également son coût

_______., sa

canaux

(!'{T(!1t~m~j3. f"'1I1"'1'1I<1"l"'fll""o est é~alement aVélllltagellX

Il

et

'" 1



aVélnt allmenta.tlo:n, ce

11n'te~[lte de la Ci",......·O.,-,.Q des es œnmssant

au V&...u ...,"'w. '-" lVlatEnels

une

reslLlltats obtenus
~'lT(!'tpf"r'U:Jk membranaire Par

de pompe est le l'eau

plus pouvant

..,'-".I..I."'.I.&.I.AU,.l.AVll.....l.:J et régularité du it fournie

en

sont

ces matenaux a

dans la

I~V~lO'~ ...~,......u......uà pH ou

U".I..l.JlL:J'-"L:J afin de permettre de limiter les

joints U"L&.Ll.:JV'lJ

mes,uI-es 'lepresslo~n.incertit

miseau

'aspect général l'''t:lrln1t1nn de l'installation pilote

La en oeuvredu système pilote nÀ""loAcc:t11tA au préalable une étude svs1ternlatlClue qui

permet: (rc~tablir

svsltematique
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..., ... _vv...._ ...... transme:mlJr'anal.re (PTM)ranrlll~I1"'1C4:lt"lr\n et

meilleur débit filtrat alliéà une rétention sanstarsante,

es

en

une

à

_&:1.........., ......... _ 4. .....'-4 ... _ ...... _ ... et Méthode§

le

et la vanneune
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Il

VV....JL....VV tout en conservant

U"".ll~ """'.le nh't~nl'I~

p

aux

F _...........'_... _.......__ de pression

PfM est

mesures de flux sont réalisées en

delta P la PfM.

.....~11C1A : il devrait se présenter théoriquement sous la

à

taux recirculation maximale est atteint,

pendant une heure.

Afin de optimales obtenues,

variables preresiees rune apr

Un graphe Flux = f (PTM)

fonction

alors r

"'....u-,~...."'.... du filtrat en ...""....v"'........, .... de la Pression transmembranaire pour
dlrr(~ent:es dP.

____ ------ L1P4
.~ ~~~~~- L1P

3
L1P2

1
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a
adapteren fonction du

à et

es prt~Jernm.ent

à

... """""....... _".........."..."'...... optimal :

recirculation optimal, l'évolution du débit de recirculation
pression sortie tat (I1P).

résultats obtenus au cours de filtration

de l"'Iàt"Lll1l"'t"!r'\11 .....~

enfonction de

La N°61 représente

est

.l...'Vlk""' lLU., ""r du tauxde recirculation optimal en fonction de I1P des

1.75

1.45

1.35

1.25

1.15

1.05

0.85

0.55

l 't ,.,
1

1
1..

0.65

t
0.75 0.85 0.95 1.05 1.15

.. ...... filtration n

-- ....---

svs1temte en manere

il ce

__, .................,.. 1- donc sans

~ 1



....art"" ....rt'l'llot'·.. l"'\.n entrame tout d'abord une rI"In".. nll'lt""II"''\n

ef!(ueIneJlt une consommation

deux premiers fIltration, taux
(premier plateau potentiel sur la

L'

ou moins rapidedu

sur une peno d'une heuredans ces conditions

phénomènes de colmatage provoquant

tratpmdant une la filtration en eaude
e et eneau réseau undébit ria 1"~·1""1"'!f'l.. 1f"lf'.........," maximal.

400

350

300

250

2

1

100

50

0

0 60
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en eau

rerrlar(Juéc~ etltre les Cleux

et à mesure

et .&-1_....,,..,................._..

tOl1lctU)nl1lem.etlt ". I1LJ i!:etler4ilelmelrlt une Clll1rlilllL1tlc-nOU en cours

o KeJ~la~~e de la "",,"'o.€l~'1,.....n transmembranaire optimale pour un flux optimal :

resauats nl~t's:.:::lI1nl1Ct au coursdes aucunelimitation flux
en fonction de la quelque Il semblerait donc que le

à traitercaractérisé par une charge etl particules que les conditions ne

permettrait pas d'obtenir rapidement un colmatage en profondeur de la membrane qui serait

limitant.

Théoriquemetlt pilote pourrait donc fonctionner à des pressions transmembranaires

élevées que 4 à 5 bars, mais il faut remarquer dans ce cas de le procédé

filtration se rapprocherait plus d'un mode frontal que d'un mode tan tiel, vu fortes

pressions exercées à la surfacede membrane et dans ce cas le colmatage serait très important

au ut

De plusil fautremarquer quel'én pour le fonctionnement du stèmeà

telle , seraitd'unepart tI1 importante et il en résulterait un surcoût de l'exploitation mais

ement une augmerttation importante de la température à du sys et au

niveau du fluide à Afin d'évaluer du mesures températures

au niveau sorties filtrat, rétetltat dans la cuve imentation ont pour
'r1l l''''.......,.'r''l''.....n eltte<=tuc~s à et

-rOf"!l-rOClon1i"a. l'à' 711"'''''' ...."Ilf"l1l.n

ret~ent4:ltet cuveanmentanom au cours
APetPTM.
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rea.llS(~S en eau e.

432

50

oL-_--l-----4-------I~~~
o

'* dP=O,,5b

• dP=lb

•
~--dP=2b

54321

150
100

50

O ......----+-----t-----t-----t-----+
o

31
oL---4-----I----I----~g~

o
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35 3S

'd u............. u ............... "",,.l.V'.u. au cours

ô
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1S

30
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o

•
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Eau robinet

Eau rivière
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Flux PX f.: 100 f. : 66.7



j

rétc~nUlt et

une Olnllnl11tlCJn

aux

tenrpélrature en

r

d'alimentatic.n au cours

~OnC110n][lem.ent.

ns ces """'.I..I.U.l.I-.l.V.l.J.l.:J"

1 ..... 1"'1 ....~ sur l'étude

1"I1l"'I"I:1t'â'r la consommation 0'I"'l.cld""rr.cliT'1rl1110 du (!l.l(!'tPrr'IP

la

TI faut également remarquer que si facteur ique par contre la

dimin ·on de à 1 bar du fi tenu avec

des rs de 166.7 Llhlm2 pourune Llhlm2 pour une PYM de

1 eau de 66.7 Uhlm2 enu, la

diminution du flux par rapport aux valeurs tenues pour l'eau de réseau s'expliquant par

colmat plusimportant de la membrane dû à en particules plus importante présente

en eauderivière.

Globalement même un abattement du flux est démo é pour plus faibles valeurs

de , le d it fIltrat est encoreassez intéressant et permet la filtration volume important
sur ·odes raisonnables. La PTM sera donc à 1 bar , tandis que ~p sera fixée à

0.7 bar (en raison du premier plateau sur e N°61 et l'absence d'influence ce

panamEtte sur l' en foncti 63» pour de l'étude
expéri:mentale.

ces

travaux r

).
que la

n.,..n'unl'1uer un col]rnata~e

epour sous 2

un par """'.l.Jl.l.VU'Ito.I""~;;""""

Il ement remarquer que param es hV(:lral111QUeS reprE~t par la PYM et la
~p flX respectivement à 1 bar et 7 bar sont en co ation avec valeurs conseill et

u ha ellement sur industriels de ·tement et au cours
sur en filtration ra rt dans la l''UI''lII'lnn..,..f3nrUe (Tabl N°

valeurs ra s dans N°39, il apJ:malit
(!l.!(!'tpn'ap pilote ou a·u~.me

~.n.J.l.~;'.I..I.""", l~'1Ur", la 1"'ll ....O.EfEf1L"'lt...... mlemora.nanre

....., 194.....,



travaux sur

eaux.

testé Eaux traitées Vitesse de Flux filtrat Références
du module circulation

filtration mis
membrane
organique, 0.5-1.2 0.75-2.5 100 Llhlm2

Pilote Eaux 0.01 m Bersillon et
souterraines membrane 1.2 0.71 ND al., 1989

minérale 1.2 1.40
0.5 0.5

0.2 m
membrane

Eaux de minérale < 2.5 3 Im3/h/m2 Salvat et
sources céramique m3/h)

les- tubulaire (AlA),
0.2pm, 121.6m2

membrane
Eaux de rivière 0.4 à 1 ND 102 - Jacangelo et

170 Llhlm2 al., 1991
creuses,

100000D, 7.2m2

membrane
Pilote 4- Eaux minérale 5 1m3/h/m2 Lahoussine-

souterraines Tureaud et al. ,
u 1991

membrane 0.4 - 1.2 0.75
fibres

Usine de creuses, O.Olpm,
traitement Eaux 800 m2 Anselme et al.,

et souterraines Amoncourt: 1992
membrane 0.5 1.2 0.9

fibres
creuses, O.Olpm,

140m2

membrane
Pilote Effluent minérale 1.7 - 1.2 3 4 Pouet et al.,

secondaire de 1994
station

Pilote Effluent d'eaux 1 ND
industriel usées traitées creuses, 1994

par Bioréacteur 1.1

ce concerne au cours travaux

il sse

5

entre un au

~ 1



La maintenance

à

alement

itent

MétbLodes §

courant utilisant

aC1<:DUJlse" dont notre syst

"-A .s. 1l,1''V''.Z':.~ __-" employantune (.tPt.r1111~"r-&:à

t

à

utilis avant d'arriver au

unsy

L ILlJ&JLI."L"'-':I. une ace reproductible

MainteJlirun propre et sanitaire

matage

- Garantir la modules

Ainsi 1 sont primordiales au cours du fonctionnement du c!'lTCI'tA1T'lP

et il faut pouvoir r de ces mo

Pour C , il de mesurer la valeur la à du svstèlTle

ap chaque COITes nd ns notre cas à à une

bars à te valeur à comparer à

mem ne neuve (voir § qui sert

Pour consi er que nettoyage est efficace, il faut après la première utilisation,

retrouver au 80 valeur et pour utili ions suivantes environ 95

petmeaOlllte ap première utilisation. a ts nettoyants habituellement ut· · dans

es industriels

- Na à 3 d'éliminer d

- Acide ci ·que (0,5 %) ou · ·que (3 %) afin d dépôts minérale
ahn,....n-na 1

a à une mesure
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à comoarer avec valeur de nermeamate mmare obtenue

membrane neuve:

TI faut tout d'abord que la valeur obtenue après lavage est supérieure à la

valeur initiale. L'explication ce phénomène réside dans fait que la membrane mise à

disposition par le fournisseur était une membrane de démonstration dont l'encrassement de

départ ne devait pas être et donc la valeur de perm bilité de départ a pu être

Dans tous les cas, il apparaît que séquences de lavage permettent de revenir à une

perméabilité à l'eau supérieure à celle mesurée au départ, et donc le protocole choisi permet

d'atteindre de très bonnes performances. L'encrassement de la membrane avant lavage de

66.4% supérieur à l'encrassement initial, a ainsi été réduit totalement après lavage.

procédé de nettoyage est donc validé et sera utilisé régulièrement au cours de la suite

de l'étude.

cours de trois

"".L.LJL""""''''''.L''''''' du système · ote pour l'élimination de Cryptosporidium a

d'expériences U.L~lr..LJ.J."",,~

evamee au

1) permettant d'évaluer du système pour

ptospo .. dans eaux de rivi' fortement contaminées (essais

r sur des échantillons de 200 d'eaux de contamin artifici ement à raison de

1 IL en moyenne).

e(

e2allenlen't d la viabilité

'" 197 '"



prédjlspo1siti(}n au collnatage svsiteme.

(!'t.n:!f"P1mp notamment sur l'

l'ecl1lantlllc.n

resusats obtenus danscomparaison avec
rmancesdu (,!'1(,!1rpfn

la

et ncentrat oocystes au coursdes

anmemanon, filtrat

Le protocolegénéral de l'expérimentation est décrit au hapitre Matéri s méthodes §
nO""~r:l1 de li tion fférents les ,"".-:l~.-:l.nrJQ1""'IC:IT'n'I1~~ -rAC11nAJ'"'lof"'Y4r:lC1

quecyclede filtration sontd -ts dans tableau N°40.

bleau N°40: Descriptifgénéral d différents de filtration reanses au coursdes

Essai 5 Essai 6 Essai 7 Essai 8 Essai 9

sans sans 3.81 3.81 sans

410 460 400 335 475 580 580 570

non non non non oui oui non

oui oui oui oui oui oui oui

oui oui oui non non oui non

série 1 série 1 série 1 série 2 série 3 série 3 série 2

on S tabl u N°40

p t im d

ma non es ex §

cours tous 'l'''''t.-:l1'·tr:l't''\'''\01''~4r:l1::' h'v<1laUJlIQ1JeS du (!,,~·tprnIP ont



B et C».

vat et

aec:olrnat4iee ne

cotmataze de

emlcn:lsse~ment progressa en en

IOI1lal~OtllJlernlent en vv.&..&.t..lL.&.JL\,.I. sur msrauanon industrielle)

resuuars sur la N°65, il apparait flux filtrat décroît

tout au long du de filtration à partir d'une valeur initiale en moyenne de

200 Uhlm2 et atteignant en fin de cyclede filtration (ap 6 à 8 heures de fonctionnement) des

y ......lL ......-... 1J moyennes de 100 à 150 IJhIm2• Cette diminution du flux filtrat au cours des cycles de

flltration d'un encrassement croissant de la membraneprovoquant l'augmentation de

-stanceau du fluide au travers de profils assez semblables obtenus

qu le que soit la nature de l'échantillon de départ (contamination artificielleou non) ne laisse

présagerd'aucuneresponsabilitédes oocystes dansles phénomènes de colmatage.

Il faut également remarquer que les valeurs de flux filtrat au cours des

différents cycles de filtration sonttout à fait.. dans la gamme de flux habituellement rapportés

pour traitement d'échantillons d'eaux sur des systèmes similaires et variant selon Trouve et

at., 1994et Pouet et al: 1994de 60 à 300 Llhlm2 (voirtableauN°39).

Il pas moins qu'un colmatage de membrane est observé provoquant la

chute du flux filtrat tout au long du cycle, et ceci malgré les contraintes de cisaillement qui

limitentles dépôtsde particules. Ainsi,mêmesi dansla plupart des cas cycles de lavageou

.·.ae .a~~ntanlm.ltl().n ont un trat au du

tration toujours voisin 2ooUhlm2, ténoignant l'effica é des protocoles de nettoyage

util- il fautremarquerque entraînent un coût de production tr

lors du fonctionnement en continu (période à 8 h en industrie).·Une

alternatives à ce problème l'utilisation de ' pulse" à des contre-la sen flux

inverseréalisés par envoi souspressiondu filtratau travers de la me rane (de l'extérieur vers

"IVU."~~ à ce pT é

vv.tJ"""I.""" de voque un
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1"na.1"n","f"-:1"'1 a. est Ct '1'ICt''''~1I"O

et ne sont soumises au cours

un coimataae

concuisant à de

intervenu dans la composition

__.......'-.... ..."le et de la ne semblepas

particules initialement dansle à traiter.

L'explication de ce peutpar contre dans l'introduction d'un composé

colmatant en alimentation après 6ème cycle de filtration réalisé; et en effet il faut

remarquerque robinetdisposé entrela cuveet la pomped'alimentation a été consolidé par un

joint de colle juste après le 6ème cycle de filtration, ce qui correspond tout à fait avec

1 arition des phénomènes de colmatage irréversible. Des résidus de cette colle ont donc pu

entrer dans le systèmeau cours phasesde rinçagedu piloteprécédent la miseen servicedu

Q"ll<::!'fprtlp pour le 7ème essai. composition de cette colle est non définie mais sa texture est

antie pour résister à l'action d'agents corrosifs comme, l'acide et la soude ce qui explique

1 ec phases de lavages réalisées pour décolmater le système. Il faut également signaler

que l'hypothèse du colmatage-de la membrane par de la collea été confirmée lors du démontage

système pilote en fm d'expérience et plus précisément lors de l'examen du barreau en

amiquesur lequel des lambeaux dejoint de colle importants ont étédéœlés.

>- E · de la temé re:

temeeraturemesuree au n'n1~~Hen np.l11"Urpcours

de la cuve d'alimentation 30°C. Cettetempérature tout à fait conforme

au de resistaaœ l'eau pour ·odes courtes que 8 heures
maximum de fIltration ""-:111""l-nA'f"1ràl:lCt pour le traitement 200 L d'eaux.

Le facteurtempérature doncpas dans consi relativesà l'impact du

système la viabilité

J)arametr(~s J)jnVSitCO-Cnlmllau~es 1I""l1MnJ"'i1l""l!l''l'l''V n"\OlCl........~::::t.Ct au cours de '·-:1n-:1l"lrc:.'la.

.............. ""'~.......,1..1.. sur

....................""""... 1l1ooo"!J en l.J.......l.JIJ"""I. ... l.J.l.U'... 1.

narametres en fonction

turbi

~ 201 ~



notamment sur

aEimentation

't"n'l1r"lor,QCt en suspension totale et le carbone organique total sont trois

paramètres qui permettent d'évaluer rabattement en particules dans fluide filtré et le de

conc ation obtenu dans rétentat un cycle de filtration. L' olution de ces trois

param au niveau alimentation, filtrat concentrat permet donc d'évaluer la capacité de

r tion du système microfiltration (Figure N°66).

n

variant

tu it

soit un

valeurs

D'apr la N°66, il apparaù que la turbidité ffi sortie filtrat est réduite à des valeurs

12 à 0.59 NfU, soit un abattement moyen 88.9% par rap aux de

elevées pour l'eau brute, et les matières en suspension totale varient de 0 à 0.6 mgIL,

ement moyen de Il semble donc que le système permet d'obtenir avec des

oyennes de turbidité et de MEST 0.25 NfU et 0.18 mgIL une qualité physico-

chimi<lue trt~S tJOnne de l'eau microfl1trée. résultats sont en co tion avec valeurs

rapJ:K>rtéeS par Salvat Leborgne, 1 qui ont des turbi· résiduelles en moyenne de

0.2· NTlr pour' dt~s eaux sources par microfiltration tangentielle sur membrane

0.2jlm. Pouet 1994 Aim et t

desréslultats identiques s de rude des performances de sy e similaire pour traitement

eaux Ainsi selon Ben Aim et al., ce type système permettrait de ndre

ns une certaine mesure aux standards qualité de l' u de consommation notammffit au

u la turbidité, pour laquelle de traitement sur à ble ne

j:.Q.LUJ.,U,J.I3I3......J.J.I, pas toujours en cont u faibles que 0.2

""".....1....4. ......" ence _-....'__......._ orJmnlQUle à

en""""............., .........

ne tenlOlj:!:nece

remamuer à ce n1V~H

cesmesures

5



16 •

•
avec

Filtration N° 1, 2 et 3 : en
1co;nt3Lmtnatlon artificielle

Filtration N°4, 7 et 8 en
1co'ntaLmlnatlon artificielle +

4

5

3

7

6

•

O-+----+----+---t-----+---.......---+-----4......-.-~
N°l

20
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ne

ent un aoattement

une un

.........v ..."""'.......~ comme par exemple

p rsenrs des THM (Ben et al., alternative à ce

charbon actif couplé à la filtration comme le s Anselme et al.,

auteurs proposent ainsi d'introduire du charbon actif ro poudre (CAP) dans l'eau brute, tout en

garnt le même mode de fonctionnement du sys e. L'ajout de CAP ne modifie pas

l'hydraulique du système, son rôle est d ·miner les matières organiques dissoutes de faible

masse moléculaire qui ne sont pas retenues par me anesx solvants,

micropolluants occasionnels, précurseurs de la formation de sous produits chloration une

partie du carbone organique L'adsorption sur charbon des composés organiques

responsables 'du colmatage irréversible limite de plus la fré<luence d énérations de la

membrane. La du de colmatage également augmentée par la présence des

particules de charbon le décolmatage par séquences de lav donc facilité. Ainsi,

selon Anselme et al., 1 coupl CAP et ultrafi ation permet d'obtenir un abattement du

de~ à 80% et une performance toujours plus importante que procédés de filtration

tlni2et1,tlel appliqués seul.

Dans tous les cas une augmentation très nette de la turbidité, d MEST et du CûT est

s à œ
réteJtltion du ('!'U'c!'t~rr.,:::::l

brute,

cara es
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S

4

3

2

1

400

•380

360

340

320

300

280

260

240

220

200
N°l NOZ N°3 N°4 N°S N°6 NO? NOS NOS)

entre 250 et

nr~~I·t'5V'ement en

une fluctuation

__ "-'LlLI'II""U oIDte:nUt~en eau et
-t

notamment SUIVaJlt

cette samme et



constUI-UI_.l.V.I..I. est

au

ealt~me:nt co de pH es lors des

à tout mène d'adhésion des oocystes aux

ae .la Utret101ere phasedenettoyage à très basique oocystes

à pH 1 entraîn l'augmentation des

la membrane au cours de ase le potentiel de
"""'~"'I~I"'f"Ià limitant to interactions éventuelles.

ooc~st~es ~J.I..I.""""".l.U.,A"""13 au traaernent

L'élimination de C oridium au cours du process de microfiltration a été évaluée à

dt d au niveau du d'oocystes dans le filtrat

permettant d'évaluer les du système pour l'élimination de Cryptosporidium dans

..... """'C1 .. '111T"~ au niveau

ega1errlent aux solutions de 1~"~.O'Pc! meranzees aux rejets.

œntamtnanon n n1lI"lr.II...... à

m t en oeuvre un

.I.u.urIJVJl(..~ sur



Filtration série 1

artificielle

Filtration série 2
contamination

artificielle +

H111~t1rU'l série 3
sans contamination

artificielle

tm Concentrat



Dre~erlce (l'oc)ey:stes a

graJldeQuantitc~ dansles D]rélèvenlen1t de tlltr'at reauses en
Ll1/Dtl)SDloro,7lum à +~'1T~Clà ceux réalisés et} d(~uttlltratlon ptlrrap

le ~ivsl:etlJle a "'" ...........&.A.~

éc~lan1:ill()ns non coatammes 31t1tl~C1ellernlent

st

ique aux

taille

un pas.sa~~e au

s ont pu
nt"'t::'à4(1t::'àni~t::'à d'une des

toutes les

avant la réalisation des

utlillses pour prélèvement ont été javellisés et

svs1temlatl(~Uemelrlt décontaminé

anti par

une ce qui

conditions normales oocystes par un

ut pourtant noter que cette hypothèse ne peut complètement
6'V"\r·'lCl1"l~ ca selonplusieursauteurs de passer,

filtration frontaled'une porosité 1à 3 um (Drozd

e le passage de comme Pseudomonas

1 à travers

précaul10ns

nal"ses parasitolo21aU(~

Dresen1ce (le C'rvf)'tOj~DOJrzal:um en
+....f'l:'1T~O dusysterrle n1lt::'àn"'thr~n~111'"~ Or si l'on se r

me

s
~v~1~p:me.

ou

mnseue aucun

memb:rane ou encore au problème de

1 n).

troisiêmehypcthëse "........ "..

Cl'UCl'tl31T.~ due à une défectuos.i"té de
f'l:OOll'l .... ~1!"l+ retarlcnE~lt

ou l;r,yptosp'onalum
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ce cas

nU1(!1"l111A la concentration en oocystes dans est

importante en de du du concentrat.

li faut souligner la filtration sans contamination

arti e et donc avec des concentrations en oocystes de départ en eau brute t ibles, a

permis de mettre également en évidence le oocystes au du système, ce qui

rte encore l'hypothèse d'une fuite dans puisque même avec une très faible

quantité d'oocystes potentiellement présente à surface la membrane, ce qui J} uit les

chances théoriques de passage des oocystes à leur déformabilité potentielle, ceux sont

capables de la franchir. La seconde information apportée par l'examen des prél ments réalisé

sur la série d'essai est la détection d'oocystes dans prélèvements de concentrats à

des concentrations identiques à celle rapportée pour perméat et donc importantes que

celles initialement prévues, ce qui témoigne d'une entuelle adhésion des oocystes au niveau

de certains éléments du système. Ainsi selon les caractéristiques des oocystes décrites

pr/ emment, ces phénomènes d'adhésion seraient plus probablement constatés au niveau des

raccords de tuyaux en PVC ou de la cuve polyéthylène. effet ces deux types d'éléments

sont constitués de matériaux hydrophobes ce qui peut des phéno d'adhésion

hydrophobe avec les oocystes, pour une certaine hydrophobicité surface

sur

Plus globalementà partir concentrationsen oocystes au

des différents l'abattement de Cryptosporidium au cours du de

microfi tion a pu (Tableau

Gl alement une élimination à est obtenue

reausees en te un

"""..L..L""UIIJ"'.LJL~ aux am et

"""'II"""""':l.I".J..lU,".I.'-JJ.IU en eau
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--....;:;;.;;~~...........----. bJJLIrnLnatlon en DO'ur(~ntas~e menten aucours

HltmtionN1

Série 1
en contanlination

Série 2
contamination

anl'nCllelle +

sans CO"JtQl;nin~attl)n

HltIationm

HltIationm

Abattement obtenu par
filtration en

conce

CO,Lor;ant:s .I..I.,uV.I.VJ:,;'''''I.J..I.'-I\.l~~tt ont

concentrats ob usà es de

reallSt~ pour e

ocessorsst en

œ ou au
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concentrats et

17

49

Traitement des
par solution

lava e

1 non 36

2 non 47

Filtration 3 non 46

ation 4 oui 46

7 oui 46

8 oui

concentrats

aumemanon sont

""""".I.<"~.I..l.w.u"l.:J avant

au cours

sans tranement ou

reoresentent une source ~",""".I..I.',..I.""".I.Jl"""

rl"++'~~n""'o~ 5 en~

resunats obtenus pour concentrats non traités par solutions de lavage,

de mierofiltration lui pas d'impact sur la viabilité

tenlOl~zneJnt d'une rhTl"b,rCJt,'nL"'CJt,

ren'vrrolnne~metlt. Le trauement

résultats rapportés dans tableau 42 ont analyse de variance sur

les rangs puis échantillons ont été comparés deux à deux par test PSLD

Il apparaît au seuil de 5 % (p.c.=O.OOl par ANOVA) que résultats des tests de

viabilité obtenus pour le témoin A, le Témoin B et les deux séries de filtration sont

significativement différents.

différence a en notamment entre résultats

obtenus pour le témoin A et le témoin B, ce qui démontre une influence du double traitement de
""'I 'II'i1!""II'I"'lI·"",·n... "1"'''-rl et

le témoin B et
laissant .........OCln nJ~
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-. ........ __ rell~Vf'j~~ ces

reV'alu,atlc~n et

que la

svs,ten!les de tangen e un essor important dans

domaine du eaux quelQ'ues année~s. JL'irltér1êt pour ces tecn.nlQUeS

mment dans leuraptitude à clarifier à miner l'eau en une s ce

e, travail a permis aluer r é pour r ination de
tosporidium dans e à l'étuded'un piloteen l-::Ihj~""-::I·tnl1"'A

> La du travail a permis de une hode de purification des
oocystes permettant d'une d'obtenir de bons rendements de ation, et ainsi pouvoir

"qu lorsde détect· spori ns environnementaux

argésen oocystes, et d'autre part p t à ces rendements un hautd é

de p suspensions en fin d'exp entation de pouvoir accéder à des
re tiquessur les caractères intrin du parasite.

protocole plébi i ent t ·tication des

aennents moyens

couplée à une -éta]:)e de ........v"'''"''' ....,'''...... sur NaCl permet

contami

en movenne par

set:m,ltl()ln sur

tation sur r'llhl~"'''''''''''11'''~ de sodium. Il permet d'olltentr

ion desooc es de 36 protoco purification pourra

préparatic)n (le suspe ons d'oocystes senli-JJ.uri:fiée~s néce~ssaires 1 de la
ur les (X)ntam" d n.

Int-ereissall1t et resroueement

4 1

sur ç;..LUUL""JU."

échantiilloJ1S Q"eaux al)res concentratLon!
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pnenomenes d'adh

SUS ou aux filtrantes interviennent notamment au cours

microf:tltration également au cours des de floculation pour la

concentration de Cryptosporidium à partir d'échantillons d'eaux.

D'un point vue méthodologique, si la technique microélectrophorétique mise en

oeuvre pour détermination du potentiel Zéta d'une particule colloïdale défmie, en

revanche, un éventail assez vaste de méthodes est proposé pour l'évaluation de l'hydrophobicité

des microbiennes. travail a donc permis ns un premier temps de qualifier une

méthode adaptée pour la détermination de l'hydrophobicité de Cryptosporidium. Une adaptation

du test microbienne aux hydrocarbures (Rosenberg et al., 1980) a permis d'évaluer

l'hydrophobicité de surface de Cryptosporidium grâce à la détermination du pourcentage

d'a des oocystes à l'octane par dénombrement systématique des oocystes dans la phase

aqueuse.

Dans un deuxième temps l'impact de certains facteurs environnementaux comme le pH

ou la force ionique sur propriétés de surface du parasite, a déterminé.

Globalement les oocystes ont démontré un faible taux d'adhésion à l'octane (seulement

20% en moyenne), laissant que Cryptosporidium spp n'était pas des

.................................."",."""".... hydrophobes marquées.

potentiel mV à 6 - a pour en
f.'Il1f.'1nAf"U:.'11l"\n dans l'eau désionisée,

mesures de potentiel d'hydrophobicité ont en fonction du pH et

de Ionique ou conductivité du milieu. hydrophobicité maximum a

rapportée -pour de avec 40% d'adhésion à l'octane. Il a

démontré que la conductivité du milieu) pouvait tn ....lllAf"'l.r-CIN'

Cryptosporidium enpour

une _........_.... ~_

ex es

~V.l..I.~u..I.'-'JL.I.'" notamment au nt"P~11

Cryptosporidium
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o recJ[llll_JUe par

base

leur Int(~fm1té "''',LU1loI'''U,LIU.I..'''''''.

contre, au à obtenir un d de

ptosporidium sur culture aucun e ion

(rUll ~'cle de développement complet des tous cas le

e ement de Cryptosporidium sur adapté dans les

conditions actuelles de réali ion, à en évidence du pouvoir de faibles

antit comme d u cours

d r-' et plus éralement da la bibl- dtoocystes

ou de sporowïtes à 1 sont u pour cellules).

Globalement, les difficultés rencontrées au cours de ce travail pour la en culture de la

laire CAC02, en de lourdeur des protocol utilis - e à envisager et à

recomman en l'étatactuel connaissances d techniques moins astreignantes et plus

es pour la en idencede la viabi -' des oocystes.

La techni e dt aluationde la viabilité par inclusion/exclusion de PI a donc été

tectmlQueS ...._...._........ sur la 'viatJilité

oocyCtf",::llC~ J1jp.f'~~f'À~ à partir dt antillons pour potentiel

svsftenles de microfilt ion.

odes ection de Crypt oridium dans 1 u a ensuite été

alt1~érents protocoles ·ent tous un proc~eae

e _""_'__ '.............. "" __ ....11..........,réslLlltats "'.'J"""'JL"'UL:J au cours

VV,Llf,.lL",JUL~ "'VL,L"'JLJLC..u.~ pour obtenir une méth

par t'1ocl111atlon.

JUSQllf8 ~~u

.........""""' ......JL ......'UJ, ... renOeIioents avec

atttleret1Lts ...,...,"'L""'''''''''''''....~ te,stéS,~ les p es emJPlo~yan·t respeetl,'ernletlt
dt~h.r:lftt"'f"4"ft ou Ca<:121Met ]~aF[CC)31

10 ur une seœmentanonà

r'es'IJectlvement

l'hvletro.xv<le O'alumllllU1D sera .......4"'1'1 ......... 1.... t"
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encore

lar~~emlent à aux avec ce qui se ressent

nat"1"r.'I'''t'''l'''\'':llnnjQk(:'l obtenues floculation. Par contre une

"".........,'Vau.1v.u. à un de 10 pendant une à un pH de 6 conduit à la érioration

de la structure des oocystes qui sont à l'exposition prolongée à valeurs extrêmes

de diminution de la viabilité oocystes dans les concentrats obtenus à

partir du protocole de floculation au carbonate de calcium s'expli erait donc par ce

Par contre il ne semblerait pas que cette augmentation très forte de pH

endommagerait la structure antigénique de surface du parasite puisque les rendements de

pération ne sont modifiés.

protocole de floculation à l'hydroxyde d'aluminium a donc été utilisé pour la suite de

l' ude notamment afm de détecter ooeystes Cryptosporiâium en sortie filtrat du pilote

microfiltration mais lement en sortie rétentat et notamment dans les concentrats traités par

eaux de pour lesquels la viabilité des oocystes a examinée.

>- dernière partie de l'étude a enfin permis de tester les performances du système

pilote microftltration tangentielle sur Cryptosporidium.

système qui a été choisi est un procédé utilisant la microfiltration tangentielle sur

membrane céramique tubulaire (oxyde d'aluminium) caractérisée par une porosité de O.2Jlm. Le

e x de a selon tout d'abord des in lations

u actuellement selon

matériaux mis à disposition par de .microfiltration

rlaboratoire. membranes tubulairesont plébiscitées du fait de

leur hydrophile, leur non que d'une co tibilité

.. ique (notamment avec solutions au cours et

lement sa de importante. Il que le choix d'une membrane

hV<lrOl>hile notamment sa potentialité à

.,U..I."'....1U"""1'-'J..I.i.:J avec or en et notammellt

o
non contammes

terme rI'h'(yrI'I""f':l11 1'1 rn 'IL:'Jo à
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param1etres nV<trallllQUeS rep1resent1es

ement

auy -.a._.._.a. LO' corlsel.llec~set "l'It'..... C'Qj~ n.:lOltuellernlent sur

cours
T _ .........._ .... ..., de PTM p ent

Lahoussine - Turcaud al; 1991) de limiter colmatage en profondeur membranes au
coursdu fonctionnement du piloteencontinu tandisqueles de AP """ ",...~....~...u représentent

unjuste compromis permettant un bon __ ,....""",_ au

niveau descanaux de circulation et les faibles valeursauxquelles correspondent de rannes coûts

éner~getlQut:~S.

procédé nettoyage du système qui plébiscité quant à lui par

u de décolmatage à la soude et à de pH

extreIlles.ut]l1lS(~iS de lavages notamment à tout

ion des aux pui de

nettoy.age a pH t basique oocystes développent une charge de surface négative (-35

à 12) entraînant l'au entation des forces de répulsion de la membrane et au

cours de potentiel des neutralisé limitant toutes

interactions électrostatiques éventuelles.

~"'JL"'IJ'J·UVU Or2:anlaU~es

svs1tème dIe filtra1tion emmeve

un a02lttelmelrlt UID(]IUeltneJtlt

ur ~J..J.."'.U.llJ.\".(.I.

mO.leclllalJre non retenues

ensuspen.SIOJn, en ,..

........1...1.,,,.... V.l.........,, .................'-,...... comme su~e:ren

en mn,vetlne

o ces l1ltjterents parametrc~

sys1teme, pour le traitement d'ea par Cryptosporidium, ont

oocystes au des
l''I1::i1'*1::il''lr-41311'''1()1t"1rntlACtph obtenues en du "'lc!~t~rr.~

Il tout d'abord permettait d'obtenir une eau

t turbi que t s en

'" 216 '"



~.I.~"'.I.""'~UJ..l..l au cours reansees en contarmnanon

et ce aux r et

svstemes ..lU""',.lJ. .....ll.... U.'''''L:) pour des concentrations en eau brute de départ variant de

à

et

........... "lJ'''"''_'-.._ 1J'........lJ..tjl,............Jl~ ... donc d'égaler les performances obtenues selon Schuler

et al., et Timms et al., de à d'élimination oocystes pour

procédés de filtration lente sur sable.

La détection de la présence d'ooèystes dans tous les échantillons filtrés a par contre

laissé l'hypothèse d'un problème d'étanchéité ou de défaillance du système

membranaire la seconde hypothèse envisagée étant le passage des oocystes au travers

de la membrane par la déformabilité importante présumée du parasite.

Malheureusement nous n'avons pu trancher entre ces deux hypothèses, aucun d'intégrité de

la membrane ou d'étanchéité du s 'me n'ayant pu être réalisé en l'absence de valeurs de

rerÎerelt1.Ce disponibles (problème fournisseur) pour la réalisation du test point de bulle.

Pour terminer ce travail, l'évaluation du' potentiel infectieux des rejets du système a été

réalis par étude de l'inclusion/exclusion de colorants fluorogéniques sur les oocystes isolés à

partir des concentrats récupérés en sortie perméat du système qui ont été traités ou non par les

solutions de lavage.

Il s'est ainsi avéré d'après les résultats obtenus que système de microfiltration n'avait

a n impa en sur oocystes mais que des

s de par une op ce domaine

puisqu'un abattement moyen de 50% la viabilité avait décelé dans ce cas. traitement

des rejets par ce système permettrait donc de diminuer le potentiel des oocystes

rrgu ns l'environnement et de limiter risques toujours de

contamination , compte tenu du fait que concentrats habituellement en
....à..·ncn't++U~CI dans en alimentation sont en ~".'l:TCt"',~

resultats obtenus au cours cette

I"emmnanon

Cryptosporidium,

tout d'abord à du

en
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% A : pourcentage d'adh ésion des oocystes à l'octane.

CAC02 : lignée cellulaire de cancer colique humain.

COD : carbone organique dissous.

COT : carbone organique total (mgC/L).

DAPI : 4',6 diamino-2-phénylindole.

DAPI+ : oocystes ayant intégré le DAPI.

DAPI- : oocystes n'ayant pas intégré le DAPI.

DIC Normarski : microscope à contraste d'interférence différentiel.

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay.

FEA : séparation sur une solution de formol et une solution d'éthyl acétate.

FITC : isothiocyanate de fluorescéine.

HBSS : Banks balanced salts solution.

IF : immunofluorescence.

M.F. : microfiltration.

MEM : milieu essentiel minimum.

MEST : matières en suspension totales (mg/L).

NTV : unité d'expression de la turbidité (nephelometric turbidity unit).

O.M.S. : Organisation Mondiale pour la Santé.

PBS : phosphate buffer saline, tampon phosphate.

PCR : polymerase chain reaction, réaction de polymérisation en chaîne.

PI : iodure de propidium.

PI+ : oocystes ayant intégré le PI.

PI- : oocystes n'ayant pas intégré le PI.

SDS : sodium dodécyl sulfate.

SWTR : Service of Water Treatment Rule.

Test AMH : test d'adhésion microbienne aux hydrocarbures.

TMP : pression transmembranaire.

V.F. : ultrafiltration.

M : différence de pression entre l'entrée et la sortie rétentat du système de filtration.
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RESUME

Cryptosporidium est un protozoaire intestinal responsable de diarrhées profuses provoquant
une mortalité importante chez les personnes immunodéprimées. Son mode principal de
transmission est l'eau contaminée. Ainsi en avril 1993 à Milwaukee (USA) une épidémie de
cryptosporidiose d'origine hydrique a provoqué la contamination de 400 000 personnes. La
fréquence et surtout l'amplitude de telles épidémies montrent bien que les systèmes de traitement
classiques ne garantissent pas une sécurité totale en approvisionnement d'eau potable. Dans ce
contexte l'adéquation de nouveaux systèmes de traitement d'eaux potables, comme les procédés
de micro et d'ultrafiltration, pour l'élimination de Cryptosporidium. doit être évaluée.
L'objectif de cette étude a donc été d'évaluer l'efficacité des systèmes de potabilisation
employant les procédés de microfiltration tangentielle pour l'élimination de Cryptosporidium à
partir d'eaux de surface.
La première partie du travail a permis de définir une méthode de purification des oocystes
pouvant être appliquée lors de la détection de Cryptosporidium dans des échantillons
environnementaux très peu chargés en oocystes, et d'autre part permettant d'obtenir un haut
degré de pureté des suspensions en fin d'expérimentation afin de pouvoir accéder à des
renseignements spécifiques sur les caractères intrinsèques du parasite.
pans un deuxième temps, afin d'appréhender le comportement des oocystes et les phénomènes
d'adhésion aux surfaces et particules en suspension intervenant au cours des procédés de
microfiltration mais également lors des phases de concentration par floculation, une étude visant
à évaluer les caractéristiques de surface du parasite a été menée.
Globalement les oocystes ont démontré un faible taux d'adhésion à l'octane (seulement 20% en
moyenne), laissant suggérer que Cryptosporidium spp n'était pas caractérisé par des propriétés
hydrophobes très marquées. Un potentiel zéta de -25 mV à pH 6 - 6.5 a été déterminé pour des
oocystes en suspension dans de l'eau désionisée. Des mesures de potentiel zéta et
d'hydrophobicité ont été réalisées en fonction du pH et de la force ionique ou de la conductivité
du milieu.
Une étude méthodologique a ensuite été réalisée en deux parties visant d'une part à qualifier une
méthode de concentration des oocystes de Cryptosporidium présents dans les échantillons
d'eaux analysés au cours de l'étude sur pilote de microfiltration et d'autre part à définir une
méthode d'évaluation de leur viabilité.
Parmi les deux techniques d'évaluation de la viabilité testées, seule la technique par inclusion /
exclusion de DAPI et PI mise au point par Campbell et al, 1992, a permis d'obtenir de bons
résultats grâce à la coloration spécifique des oocystes viables et non viables sur la base de leur
intégrité structurale.
La floculation à l'hydroxyde d'aluminium, employant le sulfate d'aluminium ImM à pH 6
pendant une nuit sur 20L d'échantillon, a été choisie pour la détection des .ooc ystes dans les
échantillons d'eaux prélevés sur le pilote de microfiltration car elle permet d'obtenir de bons
rendements de récupération (60 % en moyenne) mais également de ne pas modifier la viabilité
dès oocystes détectée dont l'évaluation est particulièrement importante notamment au cours de la
determination du potentiel infectieux des rejets du système pilote.
Enfin la dernière partie du travail a permis d'évaluer l'efflcacité des systèmes de microfiltration
sur l'élimination de Cryptosporidium dans les eaux de surface. Pour cela un système pilote a été
mis au point et testé au laboratoire. Ce système est constitué d'une membrane céramique
tubulaire caractérisée par une porosité de 0.2 um et une surface filtrante de 0.135 m2• Une étude
préliminaire a permis de fixer les paramètres hydrauliques optimaux de fonctionnement du
système. Des échantillons de 200 L d'eaux de rivière contaminés artificiellement ont ensuite été
filtrés. Une élimination supérieure à 4.8 log a été obtenue après filtration démontrant une bonne
efficacité des systèmes pour l'élimination de Cryptosporidium. En parallèle, une étude de la
viabilité des oocystes de Cryptosporidium dans les eaux de rejets de ces systèmes a été réalisée.
li apparaît ainsi, que si la viabilité des oocystes n'est pas altérée dans les rejets après un cycle
habituel de filtration, la mise en oeuvre d'un système de décolmatage des membranes par lavage
à la soude suivi d'un lavage à l'acide nitrique permet de réduire significativernent le nombre
d'oocystes viables retrouvés dans les eaux rejetées.
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