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Introduction

Giardia est un protozoaire flagellé, parasite intestinal de l'Homme et de nombreuses espèces animales.

Ce micro-organisme cosmopolite est responsable d'une infection intestinale, la giardiose. En "absence de

traitement, un passage à la chronicité avec une aggravation des symptômes peut être observé, notamment chez

les personnes immunodéprimées. Giardia est généralement caractérisé par une prévalence élevée chez les

enfants, surtout lorsque les conditions d'hygiène s'avèrent insuffisantes. Les structures de garde collectives et

les voyages en zones endémiques constituent également des facteurs de risque plus marqués pour cette

parasitose.

Le kyste constitue la forme de résistance de ce protozoaire excrétée dans les selles de ses hôtes et par

voie de conséquence dans "environnement et notamment les eaux usées brutes, les boues résiduaires, les eaux de

surface...Le milieu hydrique, favorable à la survie des kystes, constitue la principale voie de transmission de

Giardia. Ainsi, ce micro-organisme apparaît comme une des causes les plus fréquentes d'épidémies d'origine

hydrique dues à un agent infectieux dans les enquêtes épidémiologiques réalisées principalement dans les pays

anglo-saxons.

Au niveau de sa classification, le genre Giardia est composé de six espèces parmi lesquelles une seule est

pathogène pour l'Homme: Giardia lamblia. Les termes Giardia duodenalis et Giardia intestinalis sont également

employés comme synonymes pour cette espèce complexe qui comporte sept génotypes ou assemblages (A à G).

Seuls deux génotypes, A et B, sont isolés chez l'Homme, mais aussi chez de nombreux mammifères domestiques,

d'élevage ou sauvages. Les cinq autres assemblages présentent une plus grande spécificité d'hôte, ainsi le

génotype E est détecté uniquement chez les animaux d'élevage (bovins, porcins,...).

A l'heure actuelle, des protocoles de référence sont développés par les normes française ou américaine

pour la détection des kystes de GiQrdia à partir d'échantillons hydriques de faible turbidité (eau potable, eau

souterraine, eau de surface). Suite aux étapes de concentration-purification réalisées par filtration sur

cartouche et séparation immunomagnétique (IMS), la détection des kystes de Giardia fait alors appel à une

technique conventionnelle, l'immunofluorescence. Cette méthode longue et fastidieuse, présente l'inconvénient

majeur de ne pas détecter spécifiquement les espèces et les génotypes des kystes présents dans les échantillons

analysés. Ainsi, le développement de techniques autorisant une détection spécifique, rapide et sensible au niveau

des espèces et surtout des génotypes apporterait des données essentielles concernant l'étude des voies de

transmission entre les différents hôtes et leur rôle dans la contamination de l'environnement. Ces données

permettraient notamment de mieux évaluer la place de l'Homme et des autres mammifères en tant que réservoir

pour les différents génotypes de Giardia lamblia.

Les techniques de biologie moléculaire connaissent actuellement un essor considérable dans l'analyse

d'échantillons environnementaux en autorisant une détection spécifique des micro-organismes, basée sur leur

génome. La PCR peut ainsi détecter de façon rapide, spécifique et sensible les différentes espèces du genre

Giardia mais aussi les génotypes de l'espèce Giardia lamblia qui ne sont pas différenciables sur la base de critères

morphologiques. La PCR conventionnelle est basée sur l'analyse des résultats après amplification de l'ADN, en

revanche la PCR en temps réel développée plus récemment permet d'évaluer la quantité d'ADN initialement
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contenue dans un échantillon. L'utilisation d'une gamme étalon amplifiée de façon simultanée avec les échantillons

à analyser 1 permet de connaître leur concentration initiale en micro-organismes et notamment en kystes de

Giardia.

Ces techniques de biologie moléculaire présentent l'inconvénient d'être sensibles à un large éventail de

molécules inhibitrices. Ainsi, le développement de protocoles de concentration et de purification des kystes de

Giardia adaptés aux échantillons biologiques et surtout aux prélèvements environnementaux notamment les eaux

usées caractérisées par une forte turbidité ainsi qu'une concentration élevée en matière organique et en

inhibiteurs est nécessaire afin de pouvoir faire appel à ces techniques.
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1- Place de Giardia parmi les micro-organismes à transmission hydrique.

L'eau, indispensable à la vie, est le premier élément constitutif des êtres vivants et de Jeur

environnement. Toutefois, depuis la fin du 19ème siècle, l'eau est reconnue comme vecteur de micro-organismes

pathogènes pour l'Homme. La mise en évidence de la transmission hydrique pour Vibrio cholerae et Salmonella

typhi, puis pour de nombreux autres micro-organismes pathogènes (bactéries, virus, parasites), a conduit au

développement du traitement de l'eau de boisson dans les pays industrialisés. Cependant, l'accès à l'eau potable

est très inégal entre les pays et l'O.M.S. estime à 1,1 milliards le nombre de personnes qui n'y ont pas accès. De

plus, 1,8 millions de personnes décèdent de diarrhées chaque année et 90 'Y. d'entre elles sont des enfants de

moins de 5 ans, en grande majorité dans les pays en voie de développement. 88 % de ces cas de diarrhées sont

imputables à la consommation d'eau non potable et à des conditions sanitaires et d'hygiène insuffisantes (O.M.S.,

2004).

A l'exception des leptospires et des légionelles, les micro-organismes à tronsmission hydrique présentés

dans le tableau 1, sont transmis par la voie féco-orale. Dans les pays en voie de développement, bien que les

aliments et de mauvaises conditions d'hygiène constituent des voies de contamination fréquentes, l'eau est

considérée comme la principole voie de transmission de ces micro-organismes pathogènes (Ashbolt, 2004).

Tableau 1 : Principaux micro-organismes à transmission hydrique pathogènes pour l'Homme (d'après Rose et Slifko.

1999 ; Schoenen, 2001 ; Schwortzbrod et 0/.. 2002)

Bactéries

- Campylobacter jejuni

- Escherichia coli (souches pathogènes)

- Legionella pneumophila
- Leptospira spp.
- Salmonella spp.
- Shigello spp.
- Vibrio choJerae

- Yersinia enteroco/itica

Virus entériques

- Adenovirus
- Enterovirus (Poliovirus, Coxsackie virus)

- Norovirus
- Rotavirus
- Saporovirus
- Virus des hépatites

Protozoaires

- Acanthamoeba spp.
- Balantidium coli
- Cryptosporidium parvum
- Cyc/ospora cayetanensis
- Entamoeba histolytica
- Giardia lamblia
- Isospora belli
- Naegleria fowleri
- Toxoplasma gondii

Bien que les traitements de potabilisation se révèlent efficaces contre la plupart des micro-organismes

pathogènes, les pays industrialisés ne sont pas totalement épargnés par les risques microbiologiques liés à la

consommation d'eau. En effet, certains micro-organismes et plus particulîèrement les protozoaires présentent

une forte résistance aux traitements de désinfection par l'ozone et les dérivés du chlore (Ashbolt,

2004 ; Schoenen, 2001). Dans les pays industrialisés, les épidémies d'origine hydrique à Giardia, Cryptosporidium

et plus récemment à Toxoplasma gondii ont montré l'importance de ces protozooires longtemps sous-estimés par

rapport aux bactéries et virus (Schoenen, 2001). Parmi ces protozoaires, Giardia est considéré comme

responsable de 117 épidémies d'origine hydrique aux Etats-Unis entre 1960 et 1994 (Rose et Slifko, 1999). Ce

parasite cosmopolite est considéré comme hyperendémique dans certains pays avec des taux de réinfection

pouvant atteindre 98 'Yo chez les enfants de moins de 10 ans (Ashbolt, 2004).
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2- Historique.

La première description de Giardia est réalisée en 1681 par van Leuwenhoek à partir de ses propres

selles diarrhéiques. Il faut toutefois attendre 1859 pour qu'une description plus détaillée de ce parasite soit

effectuée par Lambl (Adam, 2001), Durant la première moitié du 19ème siècle, la dénomination de ce parasite est

sujette à de nombreuses controverses car les noms d'espèces sont basés soit sur l'hôte d'origine, soit sur la

morphologie.

En 1952, Filice publie une description morphologique très détaillée de ce parasite et propose trois

espèces pour le genre Giardia. Ce micro-organisme est reconnu comme une cause de pathologie diarrhéique à

partir de la fin des années 1950. La figure 1 présente les principales étapes de l'étude de Giardia.

1681 : 1ère description de ce parasite par van Leeuwenhoek.

1859: Description détaillée de ce parasite par Lambl qui le nomme Cercomonas intestinalis.

1881 : Association entre le stade kyste et le stade flagellé.
1883 : 1ère utilisation de Giardia comme nom de genre.

1922 : Simon utilise des critères morphologiques pour distinguer Giardia muris et Giardia lamblia.
1932 : Dobell considère le tractus gastro-intestinal comme le lieu de multiplication de ce parasite.

1952: Filice publie une description détaillée de Giardia et propose alors trois espèces: G. lamblia, G. muris et G. agi/is.

1955 à 1965 : La communauté médicale commence à reconnaître Giardia comme une cause de pathologie diarrhéique.

1960-1980: Epidémies d'origine hydrique reportées en Europe et aux Etats-Unis.

1987: Erlandsen et Bemrick décrivent une nouvelle espèce: G. psittaci.
1988: Description de l'espèce G. microtipar Feely.

1990: Description de l'espèce G.ardeae par Erlandsen et al.

Figure 1 : Principales étapes de J'étude de Giardia (Adam, 2001 ; Erlandsen et Bemrick, 1987 ; Erlandsen et al. 1990 ;

Feely. 1988 ; Gardner et Hill, 2001 ; Rose et Slifka, 1999)

3- Giardia: une taxonomie en évolution.

3.1- Taxonomie du genre Giardia.

Giardia est un micro-organisme eucaryote appartenant au règne des protozoaires flagellés. Les règnes

Archezoa (regroupant les mîcro-organismes dépourvus de mitonchondries) et protistes ont été récemment

proposés, toutefois le terme protozoaire est préférentiellement utilisé pour qualifier Giardia (Adam, 2000 ;

Adam, 2001).

Dans la classification basée sur sa morphologie, Giardia appartient à l'embranchement

Sarcomastigophora, au sous-embranchement Mastigophara (ou Flagellés), à la classe Zoamastigophorea (ou

Zooflagellés), à l'ordre Diplomonadida et à la famille Hexamitidae (six à huit flagelles, deux noyaux, symétrie

bilatérale et parfois axostyles, corps médians) (Adam. 2001 ; Thompson, 2000).

En se basant sur l'analyse de l'ARN ribosomal et sur la morphologie, Cavalier-Smith et Chao (1996)

proposent une nouvelle classification dans laquelle Giardia ne serait plus classé dans la famille Hexamitidae.
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Giardia appartiendrait alors à la sous-classe Diplozoa ou Diplomanadida, à l'ordre Giordiida et à la famille

Giardiinae. Toutefois, la plupart des auteurs continuent à classer Giardio dans la famille Hexamitidoe (5lifko et

al., 2000).

L'ordre Diplomonadida est considéré comme regroupant des eucaryotes primitifs car les micro

organismes qui le constituent seraient dépourvus de certaines organelles typiques des eucaryotes comme les

mitochondries et peroxysomes, et contiendraient des systèmes endomembranaires peu développés. De plus, cet

ordre constituerait un embranchement précoce des eucaryotes d'après la phylogénie de certains gènes comme

celui de la petite sous-unité de l'ARN ribosomal (ARNr 55U ou ARNr 185). La taille de ce gène est en effet

inférieure à celle des eucaryotes mais présente des structures secondaires typiques de ceux-ci (van Keulen et al.,

1993). La position de Giardia par rapport à l'acquisition de mitochondries par les eucaryotes, par endosymbiose,

était source de controverse caf ce protozoaire était jusqu'à présent considéré comme dépourvu de ces

organelles. Toutefois, Tovar et al. (2003) ont récemment mis en évidence la présence de vestiges mitochondriaux

appelés mitosomes dans le cytosol de trophozoïtes en utilisant des anticorps dirigés contre deux protéines

mitachondriales.

Lo taxonomie actuelle de Giardia devrait certainement être amenée à évoluer suite aux différents

travaux réalisés sur le métabolisme et le génome de ce parasite (Lloyd et Harris, 2002).

3.2- Les six espèces du genre Giardia.

Jusque dans les années 1920, le nombre d'espèces constituant le genre Giardia est source de très

nombreuses controverses. Ainsi, plus de 40 espèces ont été décrites Sur la base de l'hôte d'origine (van Keulen et

al., 1993). Actuellement, le genre Giardia est subdivisé en six espèces.

En 1952, Filice propose la distinction de trois premières espèces: G. lamblia, G. muris et G. agilis en se

basant sur des critères morphologiques observés par microscopie optique, le critère principal étant alors la

morphologie du corps médian (Adam, 2001; Thompson et al., 2000). D'autres caractéristiques morphologiques

permettent également la différenciation des espèces, il s'agit de la position du ou des corps médians, de la forme

globale des trophozoïtes, de la dimension du disque ventral par rapport à la taille globale du trophozoïte et de

caractéristiques observables par microscopie électronique (Monis et Thompson, 2003).

Deux nouvelles espèces G. psittaci et G. ardeae sont décrites respectivement par Erlandsen et Bemrick

(1987) et Erlandsen et al. (1990) sur la base de caractères ultrastructuraux observés par microscopie

électronique. Une sixième espèce, G. microti est caractérisée par la présence de deux trophozoïtes matures mis

en évidence dans chaque kyste par observation en microscopie électronique. Le tableau 2 regroupe les

caractéristiques morphologiques des six espèces du genre Giardia, ainsi que leur hôte.
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Tableau 2 : Hôtes et caractéristiques morphologiques des différentes espèces du genre Giardia (Adam. 2001 ; Erlandsen

et Bemriek. 1987 ; Feely. 1988 ; MeRoberts et 01.. 1996 ; Thompson et al.• 2000)

Corps médian
Espèce Hôte

Microscopie optique

Aspect général
des troDhozoites

Microscopie électronique
Dimensions

des trophozoïtes

Largeur: 6 à 8 fLm

Longueur: 12 à 15 ~m1 à 2 corps
médians,

transverses ,
Trophozoïtes: repli
ventrolatéral incomplet en
position antérieure, pas de

en forme de griffe ~~i~~~_~_~!"..9j_~~ _
Kystes: deux trophozoïtes
matures (avec leur disque

......._ _ ~.e!:'!':!:'I).<!~.~~.c.~.~g~.e..~s.t~ .
arrondi ou en Trophozoïtes : Flagelles

__J~!:~!:_~~9-~L~~ ~_~~~~~_~~_!~!!!~~_~f!~~~!!!..~ _
Petit et arrondi Longueur: 9 à 12 fLm

__________________________+~~ i:~~~~!_:~_~!_!:m, _
En forme de larme Longueur: 20 à 29 fLm

Largeur: 4 à 5 /-lm

Piriforme

Long et mince

ou
en cerf-volant

Court et arrondi

Hérons

Amphibiens

Rongeurs

Rats musqués

et campagnols

Mammifères,

dont l'Homme
-----------------------

Oiseaux

G. ardeae

G. psittaci

G. lamblia

G. agi/is

G. microti

G. muris

L'utilisation de techniques de biologie moléculaire permet depuis une dizaine d'années d'améliorer et de

confirmer la classification du genre Giardia au niveau des espèces. Toutefois, aucune donnée n'est actuellement

disponible concernant le génome de G. psittaci et G. agi/is. Par contre. pour les quatre autres espèces du genre

Giardia. plusieurs gènes sont entièrement ou partiellement séquencés et permettent de valider la distinction de

ces espèces basées initialement sur des différences phénotypiques. Les premiers travaux de comparaison de

séquence sont réalisés sur la petite sous·unité du gène de l'ARNr ou ARNr 185.

Ainsi, par comparaison des séquences complètes de la petite sous unité de l'ARNr pour trois espèces:

G. lamblia. G. muris et G. ardeae. van Keulen et al. (1993) constatent que ces trois espèces sont bien distinctes et

que G. muris est génétiquement plus proche de G. ardeae que de G. lamblia. Les pourcentages d'homologie de

séquence de l'ARNr de G. muris avec ces deux espèces sont respectivement de 80 et 76 ~•.

La distinction de l'espèce G. microti est source de controverses, certains auteurs considérant qu'elle

appartiendrait en fait à l'espèce G. lamblia dont elle est très proche morphologiquement. Van Keulen et 01. (1998)

comparent des séquences de l'ARNr de G. microti provenant de rongeurs avec celles des espèces G. lamblia

G. muris et G. ardeae. L'arbre phylogénétique construit à partir de ces séquences est présenté sur la figure 2.

Monis et al. (1999) comparent également les séquences des ARNr de G. ardeae. G. muris et de différents

isolats de G. lamblia avec deux séquences de G. microti fournies par van Keulen et al. (1998).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique obtenu par comparaison des séquences de l'ARNr de G. lamblia, G. muris, G. ardeae,

G. microti et Hexamita sp. utilisée comme référence externe avec la méthode Neighbour-Joining (van Keulen et al.,

1998)

Ces deux équipes constatent alors que les différences entre G. microti et G. lamblia ne sont pas plus

importantes que celles observées à l'intérieur de l'espèce de G. lamblia. Toutefois, G. microti est la seule espèce

pour laquelle les kystes matures contiennent deux trophozoïtes. L'absence de réaction avec les anticorps

monoclonaux destinés à la mise en évidence des kystes de G. lamblia suggère également des différences

antigéniques au niveau de la paroi des kystes entre ces deux espèces (van Keulen et al., 1998). De plus, l'ARNr qui

est une séquence bien conservée, ne constitue peut-être pas la cible de choix pour l'étude de cette espèce.

Les travaux récents de Sulaiman et al. (2003) qui comparent les séquences nucléotidiques de la TPI

(Triose Phosphate Isomérase) d'un grand nombre d'isolats humains et animaux permettent de confirmer que

G. microti constitue une espèce distincte de G. lamblia. La TPI présente un haut niveau de polymorphisme, son

étude permet d'améliorer la distinction des espèces du genre Giardia, mais aussi d'étudier les variations de

séquences intra-espèce notamment pour G. lamblia.

3.3- Giardia lamblia: une espèce complexe.

Les noms d'espèce G. lamblia, G. duodenalis puis G. intestinalis ont été successivement utilisés durant ces

trois dernières décennies. Ces trois noms d'espèces peuvent être considérés comme synonymes. En effet, le

terme G. lamblia ne peut être réservé aux isolats humains car les génotypes isolés chez l'Homme sont également

retrouvés chez de nombreux mammifères (Adam, 2001 ; Thompson et al., 2000 ; Monis et al., 1999).

Aucune caractéristique morphologique ne permet de distinguer les isolats de Giardia lamblia. Par contre,

la mise en évidence de différences de virulence, d'infectiosité, de sensibilité aux agents thérapeutiques, ainsi que

des différences génomiques et allozymiques suggèrent que G. lamblia serait une espèce complexe (Andrews et al.,

1989; Meloni et al., 1989). De nombreuses études vont conduire à la mise en place d'une classification de cette

espèce en différents groupes ou génotypes.
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3.3.1- La mise en place d'une classification de Giardia lamblia en différents génotypes.

*Les génotypes pathogènes pour l'Homme.

La première classification au niveau moléculaire d'isolats de Giardia lamblia est réalisée dès 1985. Les

techniques de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et de Southern-blot permettent en effet de

classer 15 isolats en trois groupes distincts qui sont ensuite confirmés par l'analyse des antigènes de surface des

trophozoïtes (Nash et al., 1985; Nash et Keister, 1985). Ces auteurs distinguent alors un groupe 1 ou WB qui est

l'isolat utilisé comme référence, un groupe 2 proche de l'isolat WB et enfin un groupe 3 distant de cet isolat. En

1992, cette classification est validée par la comparaison de gènes des protéines de surface (VSP) des

trophozoïtes par Southern-blot et par la comparaison d'une partie de la séquence de la petite sous-unité de

l'ARNr (Nash et Mowatt, 1992 ; Weiss et al., 1992). Toutefois la distinction au niveau de la séquence de l'ARNr

n'est basée que sur une seule variation nucléotidique entre la séquence de chaque groupe.

La classification actuelle des isolats de G. lamblia pathogènes pour l'Homme est essentiellement basée

sur les travaux réalisés par des équipes australiennes. Ainsi, Andrews et al. (1989) distinguent quatre groupes (I

à IV) suite à l'analyse par électrophorèse de 23 alloenzymes provenant de trophozoïtes issus de 77 isolats

humains. En faisant appel à la même technique pour l'analyse de 60 isolats humains, Mayrhofer et al. (1995)

confirment les résultats obtenus par Andrews et 0/. (1989) et distinguent deux groupes majeurs dénommés

assemblages. Les groupes l et II sont alors rassemblés dans l'assemblage A et les groupes III et IV sont

considérés comme appartenant à l'assemblage B. Ces assemblages A et B montrent 62 7. de divergence par

électrophorèse allozymique et l'assemblage A apparaît comme plus homogène que l'assemblage B (Mayrhofer et

al., 1995).

Par comparaison de 47 isolats par électrophorèse d'isoenzymes, Southern-blot et RAPD, Homan et 0/.

(1992) classent 47 isolats humains et animaux en deux groupes: "Polonais" et "Belge". Par comparaison de la

séquence complète de la petite sous-unité de l'ARNr entre les génotypes "Polonais" et "Belge", van Keulen et al.,

(1995) montrent une différence caractéristique dans une région conservée de cette séquence. Cette "signature"

caractéristique est située en positions 22 à 24, elle est constituée de trois nucléotides: ATC pour le génotype

"Polonais" et GCG pour le génotype "Belge". La comparaison de séquences de cette même cible pour des isolats

humains et canins, permet à Hopkins et al. (1997) de distinguer quatre groupes (1 à 4). Les groupes 1 et 2

regroupent la totalité des isolats humains, correspondent aux génotypes "Polonais" et "Belge" définis

précédemment par Homan et al. (1992) et présentent la signature nucléotidique décrite par van Keulen et al.

(1995). Trois isolats canins sont également classés dans les groupes 1 et 2.

L'analyse par PCR-RFLP du gène de la GDH (Glutamate DesHydrogénase) pour des isolats d'origine

humaine et animale, permet à Monis et al. (1996) de montrer que les génotypes "Polonais" et "Belge" de Homan et

al. (1992) correspondent respectivement aux assemblages A et B de Mayrhofer et al. (1995). La comparaison de

séquence de la TPI (Triose Phosphate Isomérase) de trois isolats classés dans les groupes 1 + 2 et 3 par Nash et

al. (1985), montre 99,2 7. d'homologie de séquence entre les 9roupes 1 et 2 et seulement 81 7. d'homologie entre

les groupes 1 et 3. De plus, les groupes 1 + 2 et le groupe 3 correspondent aux assemblages A et B

respectivement (Lu et al., 1998).
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Ainsi, les isolats de Giardia lamblia pathogènes pour l'Homme sont classés en deux génotypes majeurs

dénommés assemblages A et B en Australie, génotypes "Polonais" et "Belge" en Europe et Groupes 1 + 2 et 3 en

Amérique du Nord et (Adam, 2000; Thompson et al., 2000). Jusqu'à présent aucun consensus n'a permis de fixer

une dénomination définitive pour ces génotypes, toutefois le terme assemblage est largement utilisé dans la

littérature (Sulaiman et al., 2003). Les nomenclatures utilisées respectivement par les différents auteurs pour

caractériser les génotypes de G. lamblia isolés chez l'Homme sont présentées dans la première partie du tableau

3.

Tableau 3 : Nomenclatures alternatives utilisées pour caractériser les génotypes de l'espèce Giardia lamblia

Hâtes

Homme
et
mammifères

Chiens

Bétail
(bovins, ovins, porcins)

Chats
Rats

Génotypes

Assemblage A
Groupes l et II
" Polonais"
Groupes 1 + 2
Groupe 1

Assemblage B
Groupes nI et IV
" BeIge "
Groupe 3
Groupe 2

Assemblage C

Groupe 3

Assemblage D
Groupe 4

Assemblage E
Génotype bétail

Assemblage F
Assemblage G

Références
Mayrhofer et 01. (1995)
Andrews et al. (1989)

Homan et al. (1992)
Nash et al. (1985)
Hopkins et al. (1997)

Mayrhofer et al. (1995)
Andrews et al. (1989)

Homan et al. (1992)
Nash et al. (1985)
Hopkins et al. (1997)

Monis et 01. (1998)

Hopkins et al. (1997)

Monis et 01. (1998)

Hopkins et al. (1997)

Monis et 01. (1999)

Ey et al. (1997)

Monis et al. (1999)

Monis et al. (1999)

"* Les génotypes spécifiques aux animaux.

Lors de leurs travaux sur les variants des protéines de surface (VSP) des trophozo"ites, Ey et al. (1996)

et Karanis et Ey (1998) observent un regroupement des isolats provenant d'animaux dans les assemblages A et B.

Par contre, Mayrhofer et al. (1995) montrent la présence d'un génotype distinct des assemblages A et B lors de

la comparaison d'un isolat félin avec les 60 isolats humains. Hopkins et al. (1997) distinguent également deux

nouveaux génotypes dénommés groupes 3 et 4 regroupant uniquement des isolats canins par co"mparaison de

séquences de l'ARNr. Par électrophorèse d'allozyme et comparaison des séquences de la GDH pour des isolats

humains et canins, Monis et al. (1998) confirment l'existence de deux génotypes regroupant ces isolats canins.

Ces deux génotypes sont dénommés assemblages C et D et correspondent aux groupes 3 et 4 de Hopkins et al.

(1997).

Lors de la comparaison d'isolats humains et d'animaux d'élevage par électrophorèse d'alloenzymes et

comparaison des séquences des VSP et de la GDH, Ey et al. (1997) distinguent un nouveau génotype spécifique

aux animaux d'élevage. En faisant appel aux mêmes techniques, mais en comparant les séquences des gènes de la

GDH, de l'EFIA (Facteur d'Elongation 1 Alpha) et de la TPI, Monis et al. (1999) confirment la distinction d'un

génotype spécifique au bétail nommé assemblage E. Ils distinguent également deux nouveaux génotypes qui

seraient spécifiques au chat et au rat nommés assemblages F et G respectivement.
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Les dénominations de ces cinq génotypes ou assemblages spécifiques à certains mammifères sont

présentées dans la deuxième partie du tableau 3.

3.3.2- La confinnation de cette classification.

Les études récentes, concernant le génotypage d'isolats humains ou la comparaison d'échantillons

d'origine humaine et animale dans le cadre d'étude de la transmission zoonotique de G. lamblia, confirment la

classification des isolats de cette espèce en différents génotypes.

Ainsi, l'analyse de 11 isolats humains, d'isolats de G. muris et G. ardeae et surtout de 42 isolats provenant

d'animaux domestiques, sauvages et d'élevage par électrophorèse d'alloenzymes, permet à Monis et al. (2003) de

confirmer la distinction de sept génotypes ou assemblages (A à G). L'arbre phylogénétique résultant de cette

étude est présenté sur la figure 3(A). Toutefois ces travaux sont réalisés sur des trophozoïtes maintenus en

culture in vitro. Or l'analyse directe de l'ADN des kystes de Giardia permet d'éviter la sélection des génotypes

pouvant être entraînée par les techniques de dékystement et de multiplication in vitro (Hopkins et al., 1997).

Les études permettant une validation plus précise de cette classification, visent à comparer, sans

multiplication in vitro préalable, des gènes dont les séquences sont moins conservées que l'ARNr, comme la GDH

et surtout la TPI (Amar et al., 2002; Read et al., 2004; Sulaiman et al., 2003; Traub et al., 2004). Parmi ces

études, les travaux de Sulaiman et al. (2003) confortent solidement la classification de l'espèce G. lamblia en

différents génotypes. L'arbre phylogénétique obtenu lors de cette étude par comparaison de la séquence

nucléotidique de la TPI pour 76 isolats humains et animaux (chiens, bovins, rongeurs) est présenté sur la figure

3(B).

Ces études aboutissent à des conclusions identiques sur la présence de sept génotypes distincts

composant l'espèce G. lamblia. Ainsi, les génotypes A et B regroupent la totalité des isolats humains mais aussi

des isolats issus d'animaux domestiques, sauvages ou d'élevage et sont eux-mêmes subdivisés en deux sous

génotypes, I, II pour le génotype A et III, IV pour le génotype B.

Par contre, les assemblages C à G sont spécifiques de certaines espèces animales, notamment

l'assemblage E qui contient uniquement des isolats d'animaux d'élevage (bovins, ovins, porcins) et les assemblages

C et D qui regroupent des isolats canins. Ces études montrent que les kystes de G. lamblia excrétés par les

animaux sont potentiellement pathogènes pour l'Homme. Ainsi la transmission zoonotique notamment par la voie

hydrique peut être une des causes de contaminations humaines par ce protozoaire. De plus, ces travaux

confirment la complexité de l'espèce Giardia lamblia et pourraient conduire, à terme, à une modification de la

taxonomie actuelle.
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4- Description du génome de GiUl'dia.

4.1- Le projet de séquençage du génome de Giardia.

Le projet de séquençage du génome de Giardia lamblia qui a débuté en Février 1998 est un travail en

collaboration réunissant cinq équipes américaines. Ce séquençage est réalisé sur le clone C6 de la souche WB qui

appartient au génotype A-l (ATCC -American Type Culture Collection - référence: 30957). La progression du

séquençage peut être suivie sur un site internet (http://gmod.mbl.edu/perl/site/giardia ?page=intro) sur lequel

les résultats sont reportés de façon bimensuelle. Les séquences de la souche WB sont également disponibles sur

la banque de données NCBl (www.ncbi.nlm.nih.gov/HTGS/). Le séquençage est effectué par la méthode de

shotgun qui est réalisée par fragmentation au hasard de l'ADN cible en segments courts. Cette technique utilisée

pour le séquençage de longues séquences d'ADN aboutit à la constitution d'une bibliothèque de séquences qui sont

ensuite comparées et assemblées (McArthur et al., 2000; Sambrook et Russell, 2001). Actuellement, 95,9 7. du

génome de la souche WB est séquencé.

4.2- Caractéristiques du génome.

4.2.1- Les chromosomes.

Les premières observations en microscopie optique ont révélé la présence de quatre chromosomes par

noyau. Mais l'utilisation de la microscopie confocale a permis par la suite la distinction de cinq chromosomes par

l'analyse des noyaux en métaphase (Adam, 2000).

L'électrophorèse en champs alternés (PFGE) qui permet la séparation de très gros fragments d'ADN, a

tout d'abord mis en évidence quatre bandes distinctes pour des isolats appartenant au génotype A-l (lSR, WB,

Pl, GS, CAT), alors que cinq bandes ont été identifiées pour un isolat appartenant au génotype A-II (isolat JH).

L'utilisation de sondes spécifiques pour chacune des cinq bandes isolées pour l'isolat JH, a montré que la bande de

plus faible taille moléculaire des isolats A-l, correspondait en réalité aux deux plus petites bandes de l'isolat JH.

La taille des chromosomes de Giardia lamblia a finalement été estimée sur l'isolat WB en comparant la migration

de ses chromosomes avec celle des chromosomes de Plasmadium falciparum (Adam, 2000).

Ainsi, Giardia possède cinq chromosomes de taille comprise entre 1,6 et 3,8 Mb (Adam, 2000) :

Chromosomes 1 et 2 : 1,6 Mb

Chromosome 3 : 2,3 Mb

Chromosome 4 : 3,0 Mb

Chromosome 5 : 3,8 Mb

De plus, l'analyse par la méthode FlSH confirme la présence d'au moins cinq chromosomes distincts par

noyau (Yu et al., 2002).

L'analyse par PFGE a mis en évidence un nombre de chromosomes supérieur à cinq pour certains isolats.

L'utilisation de sonde spécifique de chaque chromosome a montré que les bandes supplémentaires mises en

évidence par PFGE sont en fait des variants de taille d'un de ces cinq chromosomes. D'autres études ont montré

que ceS bandes supplémentaires sont des variants du chromosome 1 pour lesquels environ 30 7. de la variation de

taille serait due à des séquences répétées de l'ADN ribosomal (Adam, 2000). La variation de taille de ces
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chromosomes se situe au niveau des régions subtélomériques des chromosomes (Le Blancq et Adam, 1998). Ces

variants contiennent une région interne commune de 850 kb et une région dont la toille varie de 185 à 450 kb

(Adam, 2000 ; Pardue et al., 2001).

4.2.2- Taille du génome haploïde.

En utilisant ces données, la taille du génome haploïde est estimée à 1,2.107 paires de bases (12 Mb). Avec

la technique Cot, ce génome est estimé à une valeur minimum de 30 Mb (Nash et 01.,1985). Actuellement, sur la

base de l'analyse par cytométrie en flux, la taille de ce génome est considérée comme étant comprise entre

10,5 Mb et 12 Mb (Bernander et al., 2001). Cette valeur est en accord avec une taille comprise entre 10,6 et

11,9 Mb obtenue par analyse densitométrique (Adam, 2000). D'après le projet de séquençage la taille du génome

de la souche WB est estimée à 11,7 Mb.

4.3- Ploïdie de Giardia au cours de son cycle parasitaire.

La ploïdie caractérise le nombre de copies de chaque chromosome dans une cellule. La ploïdie de Giardia a

longtemps été source de controverses. Les premières études ont utilisé la densitométrie après séparation des

chromosomes par électrophorèse en champs olternés (PFGE), l'analyse Cot ou la quantification par

microspectrophotométrie après coloration de Feulgen (Coloration avec le réactif de Schiff après hydrolyse

ménagée de l'ADN). Ces méthodes ont abouti à des résultats contradictoires, avec des ploïdies comprises entre

2N et 12N, dues au fait qu'elles ne permettent pas de différencier les différents stades du cycle parasitaire

(Bernander et 01.,2001).

Bernander et al. (2001) font appel à la cytométrie en flux, en utilisant une souche d'Escherichia coli dont

le contenu en ADN est connu, comme référence pour déterminer la ploïdie des différentes étapes de Giardia.

Pour les trophozoïtes, la ploïdie varie de 4N à 8N, alors qu'elle est de 16N pour les kystes matures. Pour certains

kystes immatures, une ploïdie de 12N est observée, dans ce cas la réplication et la division nucléaire ne se sont

produites que pour un noyau. Les trophozoïtes en phose Gl sont tétraploïdes, c'est-à-dire qu'ils contiennent deux

noyaux diploïdes (2 x 2N). Toutefois, ils restent plus longtemps en phase G2 (phase stationnaire) et contiennent

alors deux noyaux tétraploïdes (2 x 4N) (Bernander et al., 2001). Ces résulats sont en accord avec l'observation

de quatre variants de taille pour le chromosome 1 (Le 81ancq et Adam, 1998).

5- Biologie de Giardia.

5.1- Le cycle de vie de Giardia.

Le cycle parasitaire de Giardia est relativement simple et comporte deux stades, le kyste qui est la

forme infestante, résistante à de nombreux facteurs environnementaux et le trophozoïte qui colonise la

muqueuse intestinale de l'hôte et provoque la pathologie. La figure 4 présente le cycle parasitaire détaillé de

Giardia.

L'infection d'un nouvel hôte débute par l'ingestion de kystes viables, suivie par leur dékystement. Chaque

kyste libère alors un excyzo"ite qui va subir deux divisions binaires et une division nucléaire aboutissant à la

formation de quatre trophozoïtes (Bernander et al., 2001 ; Svdrd et al., 2003).
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Ces trophozoïtes vont alors coloniser la muqueuse du duodénum de leur l'hôte. Les trophozoïtes se

multiplient par fission ou division binaire. La répartition des noyaux se ferait suivant un plan équatorial, chaque

trophozoïte fille recevant une copie de chacun des deux noyaux du trophozoïte initial (Yu et al., 2002). La division

binaire des trophozoïtes peut se faire suivant trois plans: dorsal-ventral, dorsal-dorsal et ventral-ventral

(Benchimol, 2004).

2x 2 N

"'''"''Mœ',"~t~~..",...
2 x 4 N '. Traphazoïte 4 x 2 N

4x4N

" 'lk ,
2 '1 y ~
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'\, (fi !Tl •.
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" ~
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A
4 x4 N 'v;f;)

Kyste

Figure 4 : Représentation schématique du cycle de Giardia (Svêird et al., 2003)

Lors de l'enkystement, les trophozoïtes subissent des modifications biologiques très intenses afin de

pouvoir survivre en dehors de l'intestin de leur hôte. Durant cette phase, pour chaque trophozoïte, deux

réplications de l'ADN, séparées par une division nucléaire, vont permettre la formation d'un kyste mature

contenant 4 noyaux tétraploïdes (4 x 4N).

L'enkystement et le dékystement sont parmi les processus de développement les plus simples des

eucaryotes. La totalité du cycle de vie de Giardia peut être reproduit in vitro grâce à des stimuli mimant les

conditions gastro-intestinales (Bernander et al., 2001 ; Gillin et al., 1996 ; Svéird et al., 2003).

5.2- Structure générale de Giardia.

Giardia contient les différents éléments du système endomembranaire des eucaryotes constitués par le

réticulum endoplasmique, l'appareil de Gol9i, les lysosomes. La présence d'un réticulum endoplasmique a été

suggérée par observation en microscopie électronique et confirmée par l'utilisation d'anticorps dirigés contre une

protéine spécifique de cette structure (Adam, 2001). L'appareil de Golgi a été mis en évidence lors de

l'enkystement, mais sa présence n'est pas confirmée pour les trophozoïtes. Une activité phosphatase acide,

caractéristique des lysosomes, est détectée dans des vacuoles présentes en grand nombre à proximité de la

membrane cytoplasmique des trophozoïtes (Adam, 2001 ; Lloyd et Harris, 2002).
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Contrairement à ce qui était couramment admis, Giardia n'est pas un micro-organisme dépourvu de

mitochondries. En effet, Tovar et al. (2003) ont récemment mis en évidence des organelles fonctionnelles, les

mitosomes, dans des trophozoïtes. Ces structures dérivent des mitochondries originelles acquises par

endosymbiose.

A J'heure actuelle, ni les peroxysomes, ni les hydrogénosomes, n'ont été clairement mis en évidence chez

Giardia. Par contre, une faible activité hydrogénase a été détectée en anaérobiose et le développement de

techniques de détection moins destructrices pour ces structures pourrait améliorer notre connaissance de

l'organisation subcellulaire de ce protozoaire (Lloyd et Harris, 2002).

5.3- Le trophozoïte.

5.3.1- Morphologie et métabolisme.

Le trophozoïte ou forme végétative est responsable de la pathologie. La présence de glucose, fructose et

éthanol stimule la respiration chez les trophozoïtes (Lloyd et al., 2002). En présence d'oxygène, les trophozoïtes

respirent en utilisant une protéine fer-soufre. Les voies de la glycolyse et des hexoses monophosphate

permettent le catabolisme du glucose et la production d'énergie (Jarroll et al., 2001).

Le trophozoïte présente une symétrie bilatérale avec deux noyaux en position antérieure. Giardia

possède un cytosquelette complexe composé de plusieurs structures microtubulaires qui participent notamment

aux phénomènes d'adhésion et de locomotion des trophozciites.

5.3.2- Cvt0squelette. mobilité et adhésion du trophozorte.

Le cytosquelette de ce protozoaire comprend quatre structures microtubulaires : 8 flagelles, un disque

ventral, un à deux corps médians, ainsi que deux ensembles appelés "cordons".

La figure 5 correspond à la représentation schématique d'un trophozoïte de Giardia lamblia.

FA

noyaux

(A)

disque ventral

FV

FC

corps médian

(B)

noyau

~"",;0'±"7'~~'-= ~~ FC
A'~'0"'_'~~ - -.-

repli \~ ~

ventrolat éraf disque ventral fA FLP FV

Figure 5 : Représentation schématique d'un trophozoïte de G. {amblia. (A) vue dorsale, (8) vue latérale. FA : flagelles

antérieurs (x2), Fe : flagelles caudaux (x2), FlP : flagelles latéro-postérieurs (x2) et FV : flagelles ventraux (x2)

(Elmendorf et al.. 2003)

Les corps médians ou corps parabasaux apparaissent en microscopie électronique comme une zone

constituée de microtubules relativement peu organisée et située en position postérieure par rapport aux noyaux.

Les "cordons" sont deux structures reliant, ventralement et dorsalement; les axonèmes des flagelles caudaux.

Le rôle des corps médians et des "cordons" n'est pas encore bien élucidé. Les "cordons" pourraient

intervenir dans les mouvements de la partie caudale des trophozciites (Benchimol et al., 2004; Elmendorf et al.,
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2003). Par contre, le rôle des flagelles et du disque ventral au niveau respectivement de la mobilité et de

l'adhésion des trophozoïtes a déjà fait l'objet de plusieurs études.

Les flagelles, impliqués dans la mobilité des trophozoïtes, sont répartis en quatre paires: flagelles

antérieurs, latéra-postérieurs, caudaux et ventraux. Les axonèmes des flagelles présentent un arrangement de

leurs microtubules qui est caractéristique des eucaryotes avec une paire en position centrale et neuf paires

situées en périphérie. Ils ont pour origine les corps basaux ou kinétosomes placés en position centrale et

légèrement antérieure par rapport aux deux noyaux (Elmendorf et al., 2003). Les axonèmes des huit flagelles

sont représentés en pointillés sur la figure 5.

Figure 6 : Disque ventral d'un trophozoïte de Giardia

(A) : vue d'un disque ventral. (B) : coupe d'un disque

ventral (mT : microtubules, VLF : repli ventrolatéral)

(http://www.tulane. edu//-wiser/protozoology/notes/image

s/disk.:rPG ; juin 2004).

semblent jouer un rôle esentiel au niveau de l'adhésion

des trophozoïtes à la surface des entérocytes (Magne

et al., 1991). Seule la partie centrale du disque est

dépourvue de ces structures microtubulaires (Adam,

2001; Elmendorf et al., 2003 ; Erlandsen et al., 2004).

Le disque ventral ou disque adhésif est un

élément hautement caractéristique de ce

protozoaire. En effet, dans l'ordre Diplomonadida,

seul Giardia possède cette structure qui recouvre

la moitié antérieure de la surface ventrale du

trophozoïte. Ce disque est entouré par un repli

ventro-Iatéral formant un canal appelé rainure

marginale (figures 5(B) et 6(B)). Le disque ventral

et le repli ventrolatéral sont impliqués dans

l'adhésion des trophozoïtes à la surface de la

muqueuse intestinale (Erlandsen et al., 2004). Le

disque ventral est constitué de structures

parallèles à sa surface appelées microtubules et de

structures perpendiculaires à ces dernières,

l'ensemble forme une structure hélicoïdale de

forme concave (figure 6(A)). Ces microtubules

(A) (B)

Au cours de ces dix dernières années, les recherches sur le cytosquelette de Giardia ont essentiellement

porté sur l'identification des protéines. Ainsi, le cytosquelette est constitué d'au moins 35 protéines ayant un

rôle dans la stabilité des différentes structures, mais aussi dans l'adhésion et la locomotion des trophozoites. Il

s'agit de tubulines, centrine (également dénommée caltractine), actine et protéines associées, annexines et

giardines, ces dernières étant spécifiques de Giardia (Corrêa et al., 2004 ; Elmendorf et al., 2003).

5.4- Le kyste: forme de résistance.

La forme de résistance de Giardia est un kyste ovoïde contenant différents éléments: les axonèmes des

flagelles, des fragments du disque ventral et des petites vacuoles situées en périphérie (Erlandsen et al., 1989).

Le kyste mature contient également quatre noyaux tétraploïdes. Les kystes ont, comme les trophozoïtes, une

activité respiratoire, mais ils prélèvent seulement 10 70 de l'oxygène utilisé par les trophozoïtes à 37 oC (Lloyd et

al., 2002).
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La figure 7 présente une observation par microscopie électronique et optique de kystes de Giardia. Les

noyaux et les axonèmes des flagelles sont visibles.

noyaux

axonèmes

(B)

Dimensions

Figure 7 : Observation de kystes de Giardia en microscopie électronique (A), en microscopie

optique (B) (http://www.ksu.edu/oarositology/625tutorials/Protozoa04.html ; août 2004)

L'observation par microscopie électronique de la paroi du kyste met en évidence deux composantes: une

couche externe filamenteuse et une couche interne comprenant deux membranes. La couche externe mesure 0,25

à 0,3 Jfffi d'épaisseur, elle est constituée de filaments de 7 à 20 nm de diamètre. Au niveau de son organisation,

des filaments épais sont reliés entre eux par des filaments plus fins et plus courts, l'ensemble farmant ainsi un

maillage très serré (Erlandsen et al., 1989; Erlandsen et al., 1996). Contrairement à ce qui était couramment

admis pour l'ensemble des protozoaires, la paroi des kystes de Giardia n'est pas constituée de chitine. En effet,

des études récentes ont démontré que les filaments de la couche externe sont constitués de 63 1'0 d'hydrates de

carbone sous forme d'un polymère de N-acétyl-D-galactosamine (GaINAc) et 37 1'0 de protéines riches en leucine

(Gerwig et al., 2002). Trois protéines de paroi, Cwp l, 2 et 3 (Cyst wall proteins) ont notamment été identifiées,

leur poids moléculaire est respectivement de 26, 39 et 27,3 kDa (Jarroll et Sener, 2003).

Les valeurs de densité et de taille des kystes de Giardia lamblia sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Dimensions et densité des kystes de G. lamblia (Medema et al., 1998)

_~~_f!9~~_U.r: ~,_~ ~_ !~?_~~ ~~~:~~~_-::_1_~,~_~_~ _
Largeur 7,8 à 10,8 j..tm moyenne =9,3 !lm

Densité 1,01 à l,OB moyenne = 1,03

L'évaluation de la taille et surtout de la densité est indispensable lors de l'utilisation de techniques de

concentration-purification des kystes de Giardia à partir d'échantillons environnementaux ou de selles. En effet,

ces méthodes sont essentiellement basées sur la taille du micro-organisme (filtration) ou sur sa densité

(flottation, sédimentation, gradient).
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5.5- Les étapes intermédiaires: le dékystement et l'enkystement.

5.5.1- Le dékvstement.

Le dékystement est un processus rapide qui permet le passage de la forme kystique à la forme

trophozoïte en 15 à 30 minutes. Les stimuli du dékystement sont bien connus, por contre leurs méconismes

d'action ne sont pas parfaitement élucidés (Svtird et al., 2003).

In vitro, le dékystement est obtenu en mimant les conditions rencontrées par les kystes au niveau du

tube digestif de leur hôte. Différentes études ont mis en évidence la nécessité de deux étapes correspondant

aux conditions rencontrées successivement par les kystes au niveau de l'estomac et de la partie supérieure de

l'intestin grêle. Ainsi, Bingham et Meyer (1979) montrent que l'exposition des kystes de Giardia à une solution

acide est indispensable au dékystement. Bingham et at. (1979) constatent que le pH optimal est de 2 pour des

kystes provenant de selles. Les kystes sont ensuite mis en contact avec une solution légèrement alcaline

contenant des protéases (trypsine, chymotrypsine) et correspondant aux conditions retrouvées dans l'intestin

grêle (Boucher et Gillin, 1990).

Le dékystement est un processus sensible aux stimuli environnementaux qui entraînent des réponses

coordonnées au niveau physiologique, structural et moléculaire (Hetsko et al., 1998). Une diminution du pH interne

des kystes est ainsi détectée lorsqu'ils sont mis en contact de solutions de pH décroissant. Au niveau structural,

la modification la plus importante est le développement de protubérances remplies de cytoplasme dans l'espace

péritrophique qui s'élargit. Dix minutes après le début du dékystement, le protozoaire est distinct de la paroi

kystique et les premiers excyzo"ites sont libérés après 20 minutes d'incubation Des variations au niveau de la

quantité et de la nature des transcripts sont également mises en évidence durant les deux étapes correspondant

aux conditions gastrique et intestinale. Ces variations au niveau des ARNm sont nettement plus marquées dans les

conditions mimant le passage dans l'intestin grêle. Ainsi, l'ARNm de la protéine de paroi Cwp2 n'est plus détecté

lors de cette étape. Par contre d'autres ARNm apparaissent ou augmentent de façon notable pour les mêmes

conditions (Hetsko et al., 1998).

Plusieurs protéines, présentes dans le kyste ou synthétisées sous l'impulsion d'un pH acide, interviennent

dans le processus de dékystement.

La déphosphorylation des protéines de la paroi des kystes (Cwp) par une phosphatase acide contenue

dans les lysosomes serait impliquée dans la première étape du dékystement. Cette enzyme est libérée dans

l'espace périplasmique et initie la déphosphorylation des Cwp qui est une étape préliminaire, indispensable à

l'action des protéases digestives. Les protéines de paroi sous leur forme phosphorylée seraient en effet

résistantes à la protéolyse (Slavin et al., 2002).

La calmoduline intervient également dans le processus de dékystement. Son rôle est mis en évidence en

inhibant le dékystement grâce à des molécules antagonistes de cette protéine. De plus, une augmentation de

28 '7'0 de l'activité de la calmoduline et sa redistribution au niveau de la paroi, de la membrane cytoplasmique et du
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cytoplasme sont observées suite à l'étape de stimulation du dékystement en présence d'acide chlorhydrique

(Bernai et al., 1998). La protéine kinase A jouerait un rôle dans la mobilité et la division des trophozoïtes.

L'utilisation d'inhibiteurs de cette protéine a montré qu'elle interviendrait également dès le début du processus

de dékystement (Abel et al., 2001).

La cellule obtenue immédiatement après le dékystement est de forme ovoïde, possède huit flagelles,

quatre noyauX avec une ploïdie de 16N (4 x 4N) et son métabolisme est intermédiaire entre celui du trophozoïte

et du kyste. Ce stade dénommé excyzoïte initie l'infection et constitue une étape très brève du cycle de Giardia.

L'excyzoïte se divise rapidement en deux trophozoïtes contenant deux noyaux avec une ploïdie de 8N (2 x 4N).

Après une étape de division nucléaire, chacun de ces trophozoïtes va à son tour se diviser en deux trophozo"ites

caractérisés par deux noyaux et une ploïdie de 4N (2 x 2N). Ainsi chaque kyste conduit à la formation de quatre

trophozoïtes dans l'intestin grêle de l'hôte (Bernander et al., 2001 ; Svard et al., 2003).

5.5.2- L'enkvstement.

L'enkystement de ce protozoaire intestinal est une étape clé de son cycle parasitaire car elle permet

ensuite sa transmission féco-orale vers un nouvel hôte par les voies alimentaire et surtout hydrique. La synthèse

d'une paroi est indispensable à la poursuite du cycle parasitaire. Contrairement au dékystement, l'enkystement

est un processus lent. Il est en effet constitué d'une première étape réalisée en 10 heures et d'une deuxième

étape nécessitant 16 heures (Adam, 2001).

La première expérimentation d'enkystement in vitra a été réalisée par Gillin et al. (1987). L'ajout de

forte quantité de sels biliaires après culture dans un milieu légèrement alcalin (pH 7,8) initiant l'enkystement, les

sels biliaires sont alors considérés comme étant le stimulus principal de ce phénomène. Toutefois, la production in

vitro de kystes en absence de sels biliaires a ensuite réfuté leur action directe dans le processus d'enkystement.

Ce serait la combinaison d'un excès de sels biliaires sous forme de micelles couplé à un déficit en cholestérol qui

induirait la stimulation de l'enkystement par inhibition de l'absorption du cholestérol exogène indispensable à la

biogénèse de la membrane des trophozoïtes. L'atteinte d'un seuil critique en cholestérol entraînerait une

activation de la transcription de gènes impliqués dans le processus d'enkystement (Lujan et al., 1998).

L'enkystement peut être divisé en deux étapes. La première phase correspond à des modifications au

niveau de la division cellulaire, du métabolisme, de l'ultrastructure, du transport de protéine et de l'expression

des gènes. Les trophozoïtes s'arrondissent rapidement et le disque ventral est fragmenté (Svard et al., 2003).

Après 10 heures d'enkystement, les trophozoïtes n'utilisent plus le glucose exogène, la consommation d'oxygène

diminue également fortement (Jarroll et al., 2001). A cet instant, l'appareil de Golgi devient visible, ainsi que des

vésicules spécifiques de l'enkystement (ESV) qui jouent un rôle de transport et de différenciation des protéines

et des hydrates de carbone constituant la paroi kystique et dont la synthèse est activée lors de cette étape

(Svard et al., 2003). Ainsi, les transcrits des protéines de paroi Cwpl et Cwp2 sont mis en évidence après 90

minutes de contact avec un milieu favorisant l'enkystement (Lujan et al., 1998). L'activité des enzymes
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intervenant dans la synthèse de la N-acétyl-D-galactosamine augmente également de façon significative lors de

l'enkystement (Jarroll et al., 2001). La synthèse de protéines, intervenant notamment dans la maturation de la

protéine Cwp2 ou dans l'assemblage des protéines au niveau de la paroi, est également induite lors de cette étape

(Touz et al., 2002a et b).

Lors de la deuxième phase de l'enkystement, les modifications se produisent essentiellement au niveau

des noyaux. Quatre heures après le début de son induction, la majorité des cellules ont une ploïdie de 8N. Cette

observation est concordante avec le blocage de la division cellulaire lors de cette étape et suggère que

l'enkystement débuterait à partir du stade G2 pendant lequel les trophozoïtes contiennent deux noyaux

tétraploïdes. 24 heures après le début de nnduction et suite à une division nucléaire suivie d'une nouvelle

réplication de l'ADN, la plupart des kystes observés sont matures et contiennent quatre noyaux tétraploïdes

(Bernander et al., 2001).

5.6- Techniques de multiplication de Giardia en laboratoire.

Les différentes étapes du cycle de vie de Giardia peuvent être reproduites en laboratoire pour le

maintien de stock ou pour "obtention d'un grand nombre de kystes ou de trophozoïtes nécessaires notamment

lors de l'analyse du génome de ce protozoaire. La multiplication de Giardia en laboratoire peut être obtenue in

vivo par contamination d'un animal ou in vitro en utilisant un milieu de culture favorable à la multiplication des

trophozoïtes.

5.6.1- Multiplication in vivo.

La multiplication in vivo est réalisée soit sur la gerbille ou le souriceau nouveau-né pour l'espèce Giardia

lamblia, soit sur la souris pour l'espèce Giardia muris. La contamination de l'animal est réalisée par administration

per os de kystes purifiés à partir de selles. Les trophozoïtes sont ensuite récupérés après le sacrifice de l'animal.

Plusieurs passages sur l'animal peuvent être réalisés dans le caS où le nombre de trophozoïtes est insuffisant. Les

trophozoïtes peuvent ensuite être mis en culture in vitro (Mayrhofer et al., 1992). Cette technique est

notamment utilisée par les équipes qui réalisent le génotypage de Giardia par électrophorèse d'alloenzymes à

partir de trophozoïtes (Andrews et al., 1992 ; Mayrhofer et al., 1995).

5.6.2- Multiplication in vitro.

Actuellement, le milieu de culture le plus fréquemment utilisé pour les trophozoïtes de Giardia est le

milieu 1YI-S-33 modifié. Initialement le milieu 1YI-S-33 avait été développé pour la culture d'Entamoeba

histolytica (Keister, 1983). Le milieu 1YI-S-33 modifié est supplémenté avec de la bile à une concentration de

0,5 à Img.mL-1 (Keister, 1983). Des antibiotiques peuvent également être ajoutés à ce milieu, il s'agit de la

gentamicine (50 ~g.mL-l), pénicilline (1000 ~g.mL-l), ticarcilline (1000 ~g.mL-l) et amphotéricine B (2 ~g.mL-l). Ces

antibiotiques n'entraînent pas de diminution de la vitesse de multiplication des trophozoïtes (Nash et Keister,

1985)

La vitesse de multiplication de Giardia lamblia dans le milieu 1YI-S-33 modifié varie suivant le génotype.

Ainsi, les assemblages A-I, A-II et B sont considérés comme ayant respectivement une croissance rapide,

intermédiaire et lente dans ce milieu. La phase de croissance logarithmique est évaluée à 60 à 70 heures pour

l'assemblage A-I, alors qu'elle est supérieure à 100 heures pour l'assemblage B. Ainsi, la culture in vitro de Giardia
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favoriserait l'assemblage A et plus particulièrement A-I par rapport à l'assemblage B. Cette différence de

vitesse de croissance est certainement due à une déficience de ce milieu pour la multiplication de l'ensemble des

génotypes de Giardia lamblia et des autres espèces de Giardia. En effet, Giardia muris est une espèce

réfractaire à la multiplication dans ce milieu (Karanis et Ey, 1998).

Andrews et al. (1992) constatent des différences au niveau des résultats de l'électrophorèse allozymique

pour un même prélèvement multiplié in vitro ou in vivo. Ces différences pourraient être dues à une régulation de

"expression des gènes durant l'adaptation aux conditions de culture, mais elles seraient plus certainement

provoquées par une sélection génétique des différents micro-organismes présents dans l'échantillon. Un même

prélèvement de selles peut contenir plusieurs isolats (Butcher et al., 1994) et ces techniques pourraient être

responsables d'une sélection des génotypes présents (Andrews et al., 1992 et Mayrhofer et al., 1992).

L'utilisation de ces techniques peut donc entraîner un biais au niveau de la fréquence et de fa diversité des

génotypes détectés (Karanis et Ey, 1998).

6- Giardia chez son hôte,

Ce parasite est responsable chez son hôte de la giardiose, pathologie également dénommée giardiase ou

lambliase. Les voyages en zoneS tropicales, subtropicales ou présentant des conditions d'hygiène insuffisantes,

les structures de garde collectives pour enfants (crèches et halte-garderies) constituent des facteurs de risque

plus marqués pour cette parasitose (Gardner et Hill, 2001; Vesy et Peterson, 1999). Le traitement de cette

parasitose ainsi que sa prévention notamment par l'immunoprophylaxie sont regroupés dans le paragraphe 10 qui

présente les différentes possibilités de rupture du cycle parasitaire de Giardia.

6.1- DM1 et pouvoir pathogène.

La première évaluation de la DMI (Dose Minimale Infectieuse) chez l'Homme est réalisée en 1954 sur

des prisonniers volontaires. Cette étude montre que des inoculats contenant 10 à 25 kystes de Giardia lamblia

entraînent une giardiose dans 36,4 70 des cas et que l'ingestion de 100 kystes provoque une infection dans la

totalité des cas. L'ingestion d'un seul kyste ne présente aucun risque de contamination (Rendtorff, 1954). Ainsi la

DMI de G. lamblia est faible puisqu'elle est comprise" entre 10 et 100 kystes. Cette faible valeur peut être

notamment expliquée par la libération de quatre trophozoïtes par kyste (Bernander et al., 2001). La figure 8

correspond à une observation par microscopie électronique d'une muqueuse intestinale recouverte par des

trophozoïtes de Giardia.

Figure 8 : Observation en microscopie électronique de trophozoïtes de Giardia recouvrant la muqueuse intestinale de leur
hôte lhttp://cal.nbc.uDenn.edu/merial/Introduction/intro2.htm : août 2004)
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Les trophozoïtes Se plocent généralement à proximité de la surface apicale des entérocytes. Ce

protozoaire n'est pas un micro-organisme invasif, il n'est que très rarement observé à l'intérieur de la muqueuse

intestinale (Farthing, 1996). La pathogénicité de Giardia n'est pas complètement élucidée. Plusieurs hypothèses

incluent une altération des microvillosités des entérocytes associée à une hyperplasie des cryptes de la paroi

intestinale, l'induction d'une réponse immunitaire provoquant une sécrétion liquidienne et une atteinte de la paroi

intestinale. De plus, l'altération de la flore duodénale et la modification de la composition de la bile pourraient

contribuer au déclenchement d'une diarrhée (Ali et Hill, 2003 ; Faubert, 2000).

6.2- Signes cliniques.

Les symptômes de la giardiose apparaissent habituellement une à trois semaines après l'ingestion de

kystes viables (Gardner et Hill, 2001). La majorité des giardioses seraient asymptomatiques, dans les autres cas

le tableau clinique est constitué de très nombreux signes relativement peu caractéristiques tels que selles

pâteuses, diarrhées, malaises, crampes abdominales, météorisme, ballonnement, malabsorption des graisses.

D'autres symptômes couramment observés sont une anorexie et une perte de poids (Gardner et Hill, 2001 ; Hoque

et al., 2002). En l'absence de traitement la giardiose évolue soit vers une résolution spontanée, soit vers un

passage à la chronicité caractérisée par une aggravation des symptômes digestifs (Gardner et Hill, 2001 ; Vesy et

Peterson, 1999). Chez l'adulte, Rendtorff (1954) observe une résolution spontanée dans 86 ':1. des cas.

Lors d'une étude réalisée en Espagne, seuls 13,9 ':1. des enfants de moins de 4 ans porteurs de Giardia,

présentaient des symptômes gastro-intestinaux constitués essentiellement par des douleurs abdominales et des

diarrhées (Rodriguez-Hernandez et al., 1996). Aucun enfant porteur de Giardia ne présentait de diarrhée

chronique et aucune différence significative de poids et de taille n'a été mise en évidence entre les enfants

porteurs et non porteurs de Giardia dans une crèche de région parisienne (Dupouy-Camet et al., 1990). Traub et

al. (2004) observent des signes diarrhéiques associés à la giardiose uniquement chez des enfants âgés de moins

de 10 ans et ces symptômes ne sont retrouvés que chez 10 10 de ces individus.

Certains auteurs tentent de relier la pathogénicité au génotype. Ainsi, lors d'une étude concernant 18

personnes, une corrélation a été mise en évidence entre le génotype et la sévérité des signes diarrhéiques, une

diarrhée persistante étant associée au génotype B (Homan et Mank, 2001). Par contre lors du génotypage de

kystes isolés chez des enfants, Read et al. (2002) ont montré une fréquence plus importante de diarrhées chez

les porteurs de l'assemblage A que chez ceux excrétant l'assemblage B. Le faible nombres d'études prenant en

compte ces deux critères ne permet pas de conclure actuellement à une différence de sévérité des symptômes

suivant le génotype.

6.3- Réponse immunitaire.

Le statut immunitaire de l'hôte influence sa susceptibilité à l'infection et la sévérité des signes cliniques.

Le risque d'infection sévère ou chronique est plus élevé chez personnes immunodéprimées. Par contre, les

personnes immunocompétentes vivant en zone endémique pour Giardia présentent parfois une moins grande

sensibilité à l'infection, ce qui suggère la possibilité d'une immunité contre ce protozoaire (Oison et al., 2000).

La réaction immunitaire vis-à-vis de Giardia fait intervenir les médiations humorale et cellulaire. Les

lymphocytes T-CD4 et la sécrétion d'immunoglobulines de type A au niveau de la muqueuse intestinale semblent
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jouer un rôle majeur dans l'élimination des trophozoïtes (Eckman, 2003; Faubert, 2000). D'autres éléments

notamment la synthèse de protéines par les polynucléaires neutrophiles et l'excrétion d'oxyde nitrique (NO)

pourraient également intervenir dans l'élimination des trophozoïtes (Eckmann, 2003).

L'évaluation des mécanismes intervenant dans la réponse immunitaire vis-à-vis de Giardia basée sur

l'utilisation de modèle murin rend délicate leur transposition à l'homme. Des expérimentations ont également été

conduites in vitro, mais elles ont été réalisées avec un milieu de culture favorable aux cellules Iympho"ides et non

auX trophozoïtes (Faubert, 2000).

Dans certaines communautés, un taux élevé de réinfestation a été observé, ce phénomène pourrait

notamment être expliqué par des variations d'expression des variants spécifiques des protéines de surface (VSP)

qui représentent une fraction majeure des protéines de la surface des trophozo"ites. Ces variations d'expression

sont détectées pendant et après le dékystement. Ainsi, l'expression de la TSA 417 qui est largement

prédominante chez les kystes, diminue très fortement lors de la deuxième étape du dékystement alors que

l'expression de nouvelles VSP est induite (Svard et 0/.,1998).

6.4- Diagnostic.

Plusieurs techniques permettent de diagnostiquer une giardiose à partir d'échantillons de selles fraîches

ou fixées au formaldéhyde.

La méthode kyste et trophozoïtes nommée "Ova and Parasite" qui permet la mise en évidence de kystes

ou de trophozoïtes par examen microscopique des selles, est traditionnellement utilisée (Aziz et al., 2001 ;

Gardner et Hill, 2001).

La description de cette technique classique ainsi que des techniques immunologiques ou de biologie

moléculaire appliquées à l'analyse des prélèvements biologiques et des échantillons environnementaux sont

présentées dans les paragraphes 7.3 et 8 qui concernent respectivement les techniques conventionnelles et

basées sur le génome pour la détection des kystes de Giardia.

7- Détection, quantification et évaluation de la viabilité des kystes de Giardia.

Ce paragraphe décrit les techniques de concentration et de purification des kystes de Giardia à partir

de selles et d'échantillons environnementaux, ainsi que les méthodes conventionnelles de détection et

d'estimation de la viabilité. Les techniques standardisées pour la recherche et le dénombrement des kystes de

Giardia dans les eaux sont également présentées dans ce paragraphe. Les techniques de biologie maléculaire

permettant le génotypage, la détection et la quantification des kystes de Giardia seront abordées lors du

paragraphe suivant.

7.1- Techniques de concentration des kystes.

7.1.1- Concentration des kYstes à partir d'eaux.

Si le développement de techniques de détection sensibles et rapides est actuellement un des axes de

recherche majeur, l'optimisation de l'étape de concentration ne doit pas être négligée afin de permettre

notamment l'analyse de grands volumes d'eau contenant de faibles concentrations en parasites. La filtration, la
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floculation et la centrifugation en flux continu sont trois méthodes envisageables pour la concentration des

kystes de Giardia présents dans ceS eaux.

La centrifugation en flux continu est la seule méthode de concentration ne faisant pas intervenir

directement la taille des kystes, cette technique est testée pour la concentration des kystes de Giardia par

Goatcher et al. (1995). Une forte diminution du rendement de récupération lorsque le débit est supérieur à

0,5 L.min-1
, ainsi que la nécessité d'étapes de concentration supplémentaires constituent les inconvénients

majeurs de cette technique. Bien que les modifications proposées par Zuckerman et al. (1999) permettent

d'augmenter le débit en obtenant un rendement de récupération élevé (87,7 'Y.) dans les eaux potables et les eaux

de rivière (tableaux 5 et 6), aucune publication n'a fait suite à cette étude.

La filtration et la floculation sont les techniques majoritairement utilisées pour la concentration des

kystes contenus dans les eaux et sont basées sur la taille des éléments à concentrer.

Initialement, la floculation est une technique développée pour la concentration des oocystes de

Cryptasparidium parvum. Au cours des techniques de floculation, les kystes sont retenus par le maillage d'un

floculat constitué généralement par des particules de carbonate de calcium qui sédimentent rapidement. Le

surnageant est éliminé puis le floculat de carbonate de calcium est dissous par ajout d'acide sulfamique (Vesey et

al., 1993). Cette technique a ensuite été proposée pour la détection simultanée des kystes de Giardia et des

oocystes de Cryptosporidium. La floculation au carbonate de calcium permet d'obtenir des rendements de

récupération compris entre 46 'Y. (Zuckerman et al., 1999) et 77 'Y. (Shepherd et Wyn-Jones, 1996) lors de

l'analyse d'eau potable dopée en kystes. Pour des prélèvements d'eau de rivière, les rendements s'échelonnent

entre 43 'Y. (Zuckerman et al., 1999) et 77 'Y. (Shepherd et Wyn-Jones, 1996). Ainsi, cette technique semble

robuste et performante au vu des rendements de récupération observés sur différents types d'eaux (tableaux 5

et 6). Toutefois, le temps d'expérimentation de cette méthode est relativement long puisque la sédimentation du

floculat nécessite au minimum quatre heures, De plus, cette technique aurait également un effet délétère sur la

viabilité des oocystes de Cryptosporidium certainement dû à une exposition prolongée à un pH basique (pH 10)

(Campbell et al., 1994).
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Tableau 5 : Rendement des techniques de concentration des kystes à partir d'eau très faiblement chargée

Technique
Nature

Type d'échantillon
Volume Kystes.L- i

Rendement Références

Centrifugation en flux continu
--------------------------------E~~p;;t.;bl~-----45-L------ù.iëF--m;-87,7~-4._i%-(~;-3)-----Z~~k.-~~~~-~t-~i(ï999)-.

Floculation au carbonate de calcium
- ------ ----- -- - - -- - - - - - - - - - - _.- - --- -- -- - -- - - - - - - ---- -- -- - ._- - -- - - - - - - -- - - - --------- - -- - -- - - - -- - - - - - - -- -- ----- -~- ---- - --

Eau potable 10 L 85 64,7 à 77,1 70 (n = 8) Shepherd et Wyn-Jones
______________________m".!!) _~o .(1996) .

10 L 138 ± 11 m= 63,7 70 (n = 23) Matheson et al. (1998)
45 L - - - -ï,ùo' ----m;-4i,~Ô ~ïo'-i%-(~-;-3) ---Z~~k;;~~~~-~t-;i(ï999) -.

85IOLEau potable

Eau désionisée

30,6 à 63,5 % (n = 5) Shepherd et Wyn-Jones
m = 51,3 70 (1996)

----ÙÔ5-----36,7i.-96:6-70-i~;-5)--------M,;-ë~i~;;;~ï-(2ÔÔ0)----·

m = 63,1 ± 20,5 70
_______________________________ 10 m"_~?,~_"_~ ,8 _%Jo. =_~) .

Eau distillée 10 L 10 m = 35,2 ± 1,4 70 (n = 5) Wahlsen et al. (2004)

Filtration sur membrane
-- - - - -- -- _.- --- - -- - - -- -- ---
Acétate de cellulose

p :1,2 ~m

Acrylique
p :1,2 ~m

p :3,0 ~m

Eau potable IOL 85 22,4 à 51,2 70; m = 36,7 70 Shepherd et Wyn-Jones
38,8 à 49,4 70; m = 42,6 70 (1996)
(n = 5)

85IOLEau potable
Nitrate de cellulose
p :3,0 ~m 56,5 à 77,670 (n =5) Shepherd et Wyn-Jones

m = 66,8 70 (1996)l'-- ï'_i;;~- --- --- ------ -- -- --. 'E~~distilj€~ ---- ---18 i.- ---10',IÔi ,_ - - -i,ù a- ïÔ5§7; (~-;14) --- -- -F~ïk~;~i- ëï998)----- ---.
5.10' m = 78,7 70

Nitrate et acétate de cellulose
,p : 3,0 flm Eau distillée IOL 10 m = 24,2 ± 1,1 70 (n = 10) Wohlsen et 0/. (2004)

Polycarbonate
p : 2,0 ~m Eau potable

Filtration en continu, 2
membranes p: 10 et 3 j..tm

10 L 85 35,3 à 67,170 (n = 5) Shepherd et Wyn-Jones
____________ . m,,_18"5_7~ (1.9.96) .. _. .

20 L 3 59,4 ± 10,4 70 (n = 3) à Oda et 0/. (2000)
93,4 ± 6.1 % (n = 3)

Polyéthersulfone
p : 0,8 vm Eau potable IOL 85 42,4 à 48,270; m= 45.1 70 Shepherd et Wyn-Janes

(n=3) (1996)

85100L Il,8 à 23,2 70 (n = 5) Shepherd et Wyn-Jones
m = 17,170 (1996)

---45-L------Ül0'·---m;-ïï,6~-3:8-ii~-=3)------Z~~k.;~~~~-~t-;i(i999)-·

Eau potable

Filtration sur cartouche
~-------------------------------------------------------------------

Cartouche en polyproovlène
p: 15 ~m

m = 28 ± 4,670 (n = 5)
m=59 ± 5,1 70 (n =5)

Cartouche en polyéthersulfone
_:ry.p_~ _E~~i!,ach_~~,_p_:_! J':"'_ ___ ___ f~u p_o_t_a_~I~ .10.l: _. ~3?_" _1} m=_83,5_?o_!n_= _2_3) ",athes~~ _~t_a/;!I ??_8.) .
Type Envirachek, p : 1 ~m Eau distillée 10 L 10 Wahlsen et al. (2004)
Sans rétro lavage m=4 ± 1,5 % (n =5)

_~_v_~c.. ?_~~!!'~1e:t~<:t9~~_ ________ ___ _ ~:'_ ~?-'~_ ~}_~,_~?~Jn..:= _~~ _
Type Env;rochek-HV, p., 1 ~'m 10 L 10
Sons rétrolavage
Avec 5 rétro lavages
Mousse compressée
p : 1 ~m

p : porosité / m : moyenne

Eau distillée IOL 10 Wohlsen et 0/. (2004)

- 25 -



Etude bibliographique

Tableau 6 : Rendement des techniques de concentration des kystes de Giardia à partir d'eaux de turbidité variable

Technique

Nature
Type d'échantillon

Volume Kystes.L- J

Rendement Références

Centrifugation en flux continu
~-~~~~~~~~~~~~~~~~-~-~-~~~-~-~~~~E~~d~~~;~iè;~~~~~~45~L~~~~~~iXiO'~~-~56,7~~~i6~O%~(~;-3)-~~----~Z~~k;;;';;~~-~t~~i.(ï999)~-

Floculation au carbonate de calcium
-----------------------------------------------------------------------------~----~-~---------------------------------------

Eau de rivière 10 L 85 68,2 à 77,670 (n = 6) Shepherd et Wyn-Jones
m=72,5 70 (1996)

Eau de source 10 L 138±11 m= 61,9 70 (n - 20) Matheson et al. (1998)

Eau de rivière 45 L 1,1.10' m- 43,4 ± 4,070 (n = 3) Zuckerman et al. (1999)

Eau de rivière 10 L

Filtration sur membrane-----------------------
Acétate de cellulose
p :1,2 ~m

Acrylique
p :1,2 ~m

p :3,0 ~m

Eau de rivière

Eau de rivière 10L 85 41,2 à 51,8 70; m= 46,1 70
36,5 à 48,2 %; m= 41,9 70
(n =5)

Shepherd et Wyn-Jones

(1996)

Polyéthersulfone
p: 0,8 ~m Eau de rivière 10 L 85 38,8 à 43,510; m =41,2 10 Shepherd et Wyn-Jones

_~__~ ~____. __"_. ....__. . . . . .__._.~jn_=2L___~ __ ~_~~~(~99~L___~~_~____

Eau de rivière 10L 85 47,1 à 60,0 70 (n =5) Shepherd et Wyn-Jones
= 70

Eau de rivière 10L 85 45,9 à 50,6 70 (n = 5) Shepherd et Wyn-JoneS
m=48,2 % (1996)

Polycarbonate
p: 2,0 ~m

Nitrate de cellulose
p :3,0 ~m

Filtration sur cartouche-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
_Ç~~!9~~_~~~_~F~JYp~9PYJ~~~ _
p: 15 ~m Eau de rivière 100 L 85 9,8 à 20,4 70 (n = 5) Shepherd et Wyn~Jones

m= 16,3 70 (1996)
~p~:~ï~~.;;-~~~~~-~-~-------------- .. E~~d~~;~i-i;~---~-45-L------iiio' .. ~~-;;;;8:2~:~i,8~7:(~~~~3)~~~~~-Z~~k;;;.;;~~~~t-~i(ï999)~"
Cartouche en polyéthersul~one: _ _ _. . ._. . .n__•• ._. • __._. _

~Typ~e~n~i,~~c~"e~,~p_:~!J:'!'~~~~_~~_~E~~d~~~~~ur~c~~~_~~~~'!~l:~~~~~!~8~,,1}_~_~~=~7~,~_7o~(n~=~?~'!)__ ~_~ __ ~~_0~a~"~S~~_~!_al,(!~9_8t~_.
Type Envirochek-HV, p : 1 !lm Eau de surface 10 L 10 DiGiorgio et al. (2002)

11 NTU m= 53 ± 0,06 70 (n = 3)
20 NTU m=46 ± 0,03 70 (n = 3)
36 NTU m ~ 2,6 ± 0,01 70 (n = 3)

~ ~ ~ ~ _~ ~ _~ ~ ~ ~ _~ ~ ~ _~ ~ _~ ~ ~ _~ ~ _~ ~ ?_~ ~f':I:r:l!_~ ~ _~ ~ ~ _~ ~_ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ __ ~ __ ~ ~ =_o,~~± (),0_025_70_ (n_=_ 3) _~ ~ .. _~ _.. ~ ~ .. ~ _ ~ ~ _
p: 11lm, Type Envirochek-HV Eau de rivière 10 L 10
Avec 5 rétrolavages m= 37,4 ± 3,8 70 (n = 8)

Wohlsen et al. (2004)

Mousse compressée
p: 1~m Eau de rivière 10 L 10 m= 23,8 ± 3,5 70 (n = 8) Wahlsen et al. (2004)

p : porosité / m : moyenne / NTU : Unité Néphélométrique de Turbidité

La concentration des kystes par filtration est réalisée sur membrane ou sur cartouche_ Lorsque la

filtration est effectuée sur une membrane, les kystes sont récupérés par lavage ou par raclage. Quel que soit le

type de membrane utilisé, les rendements sont compris entre 22,4 70 et 77,6 % pour les eaux potables (tableau

5)_ La filtration en continu sur deux membranes en polycarbonate de porosité décroissante permet d'atteindre

des rendements supérieurs à 90 ïo, toutefois aucune publication n'a fait suite à cette étude. Les membranes en

acétate ou en nitrate de cellulose permettent d'atteindre des rendements supérieurs à 50 % voire 60 io dans

l'eau potable. Après filtration sur une membrane en acétate de cellulose, les kystes peuvent être récupérés par

dissolution de la membrane dans de l'acétone ce qui permet d'augmenter le rendement de récupération (McCuin et
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al., 2000). Dans les eaux plus chargées (tableau 6), le rendement reste proche de 50 'Yo d'après Shepherd et

Wyn-Jones (1996). Toutefois, des rendements beaucoup plus faibles (8,2 'Yo) peuvent être observés suite au

colmatage de la membrane par des débris (Wohlsen et al., 2004).

La deuxième catégorie de systèmes de filtration utilise une cartouche comme support pour la surface

filtrante. L'utilisation de cartouche présente l'avantage majeur d'augmenter la surface de filtration et ainsi le

volume analysé. L'élution est alors réalisée par lavage avec une solution détergente. Les surfaces filtrantes en

polyéthersulfone permettent d'obtenir des rendements plus élevés que celles en polypropylène pour les eaux

potables et les eaux de rivière. Toutefois, les rendements restent très variables suivant les études (tableaux 5

et 6). Ainsi, pour des eaux très faiblement chargées, les rendements sont compris entre 4 % et 83,5 'l'o. Lors de

l'analyse d'eau de rivière dopée avec de faibles concentrations de kystes, plus proches des concentrations

attendues dans ce type d'échantillons, Wohlsen et al. (2004) récupèrent 37,4 'Yo des kystes. Comme dans le cas

des membranes, le colmatage de la surface filtrante lors de l'analyse d'eaux chargées en débris et donc l'analyse

de volumes insuffisants, limite les possibilités d'utilisation de ces techniques pour la détection des kystes de

Giardia dans les échantillons environnementaux.

Bien que ces systèmes de filtration présentent des rendements assez variables suivant les eaux

analysées, les méthodes de référence (AFNOR, 2001 ; US-EPA, 2001) recommandent l'utilisation de cartouches

de filtration en polyéthersulfone de porosité 1 ~m (type Envirochek®) pour la détection des oocystes de

Cryptosporidium et des kystes de Giardia dans les eauX de faible turbidité. Les cartouches contenant une mousse

compressée de porosité équivalente à 1 Ilm répondent également aux exigences de rendement de ces normes

(McCuin et Clancy, 2003).

L'étape de concentration des kystes de Giardia présents dans les eaux usées brutes est essentiellement

réalisée par floculation au carbonate de calcium et surtout par centrifugation. La filtration sur cartouche pose en

effet le problème d'un colmatage rapide de la surface filtrante par les débris ce qui entraîne l'analyse d'un volume

d'eau insuffisant (Robertson et al., 2000).

7.1.2- Concentration des kvstes à partir d'aliments.

Les épidémies d'origine alimentaire mettant en cause Giardia et la consommation 'croissante de fruits et

légumes crus ou insuffisamment cuits, justifie la recherche des kystes sur ces aliments. Suite à une étape

d'élut ion réalisée dans des bacs en présence de détergents, la concentration des kystes est réalisée par

centrifugation. Les rendements de récupération varient suivant les aliments utilisés, mais peuvent atteindre 67 fa

sur des laitues ou des fraises (Robertson et Gjerde, 2000).

7.2- Techniques de purificalion des /rysles.

7.2.1- La purification par cvtométrie en flux.

La cytométrie en flux permet de déterminer la taille, le contenu cellulaire et/ou l'intensité de

fluorescence d'une cellule ou d'une particule exposée à un laser. Les mesures de la diffraction de la lumière dans

l'axe et à 90° permettent de déterminer respectivement la taille et les caractéristiques internes de la particule
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(Vesey et al., 1994b). l'autofluorescence ou la fluorescence après marquage sont mesurées grâce à un système

optique composé de filtres, miroirs dichroïques et photomultiplicateurs.

Le tri par cytométrie en flux permet la capture des micro-organismes recherchés suite à leur

identification à partir de leur taille relative, de leur complexité interne et d'un marquage par

immunofluorescence. Afin de tenir compte de l'hétérogénéité des deux paramètres de discrimination que sont la

morphologie et la fluorescence, la reconnaissance des micro-organismes se fait suivant leur appartenance à un

intervalle défini pour chacun de ceS critères. Ces deux intervalles définissent la fenêtre de tri.

l'eau ou les sédiments contiennent jusqu'à 10" particules par ml, de taille suffisante pour permettre leur

détection par cytométrie en flux. le problème majeur lors de l'analyse d'échantillans environnementaux est le

colmatage de la canule (Vesey et al., 1994b). le tri par cytométrie en flux permettrait d'analyser de plus grands

volumes d'eaux par microscopie, de retenir les kystes fixés à des particules environnementales et surtout

d'éliminer de plus grandes quantités de débris que les techniques basées sur la densité (Vesey et al., 19940).

Vesey et al. (1997) montrent que le choix du fluorochrome couplé à l'anticorps affecte la capacité du cytomètre à

distinguer les micro-organismes marqués, des particules autofluorescentes. Ainsi le FlTC serait plus adapté au

tri à partir d'eou de surface non traitée, alors que le CY3, le PE et le TRlTC seraient préférables pour la

purification à partir d'eau potable.

Ferrari et Veal (2003) montrent que l'association d'un anticorps marqué au PE et d'une sonde associée au

FlTC augmentent la sensibilité de façon notable par l'utilisation de deux cibles distinctes constituées

respectivement par la paroi des kystes et l'ARNr. Toutefois cette technique ne permet pas d'éviter la détection

de faux positifs et une étape préalable de purification par séparation immunomagnétique reste nécessaire. la

complexité de mise en oeuvre de cette technique, son manque de spécificité et son coût limitent actuellement le

développement de la purification par cytométrie en flux.

7.2.2- La purification des kystes par les méthodes diphasiques.

les méthodes diphasiques utilisent deux phases non miscibles, l'une hydrophile et l'autre hydrophobe. les

techniques de Telemann-Rivas, Ritchie, Bailenger et surtout la technique MlF sont essentiellement utilisées pour

la concentration-purification des kystes à partir de selles.

Pour la méthode de Telemann-Rivas, l'échantillon est trituré en présence d'acide acétique (5 %), tamisé

et 5 ml de filtrat sont mélangés avec 5 ml d'éther sulfurique. le culot est analysé après centrifugation. les

méthodes de Ritchie, Bailenger et la technique MlF utilisent un protocole identique à la méthode de Telemann

Rivas avec des variations au niveau de l'étape précédent la séparation diphasique en présence d'éther. Ainsi pour

la méthode de Ritchie, l'échantillon est trituré en présence de formaldéhyde (10 7.). Dans le cas de la méthode de

Bailenger, l'échantillon est dilué dans une solution d'acétate de sodium cristallisé et d'acide acétique et le pH final

est ajusté à 5 par de l'acide acétique. La technique MlF utilise une solution de merthiolate-iode-formaldéhyde

avant la centrifugation en présence d'éther.

La séparation sur Formaldéhyde-acétate d'éthyle (FEA) est également une technique diphasique utilisée

en coprologie parasitaire, la phase hydrophobe est alors constituée par de l'acétate d'éthyle (Weber et al., 1992 ;

Zimmerman et Needham, 1995).
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Ces techniques diphasiques et notamment la méthode FEA peuvent être envisagées pour la purification

des kystes à partir de certaines matrices environnementales, notamment les boues primaires et les eaux usées.

7.2.3- La purification par séparation immunomagnétique : IMS.

La séparation immunomagnétique est actuellement la méthode de référence pour la purification (ou la re

concentration) des oocystes de Cryptosporidium et des kystes de Giardia dans les eaux de faible turbidité. En

effet, cette technique est recommandée par la méthode 1623 de l'U5-EPA (2001), mais aussi par la norme

française NF T90- 455 (AFNOR, 2001).

7.2.3.1- Principe de l'IMS.

La technique de séparation immunomagnétique est basée sur l'utilisation de billes magnétiques couplées à

un anticorps spécifique de la paroi des kystes. Une première étape de capture des kystes contenus dans la

suspension à analyser est réalisée avec les billes magnétiques associées à un anticorps. Un aimant est ensuite

utilisé pour séparer les complexes billes-anticorps-kystes de la suspension contenant les particules non retenues.

Les kystes sont enfin dissociés des billes en diminuant le pH par ajout d'acide chlorhydrique.

7.2.3.2- Influence de la matrice sur J'efficacité de l'IMS.

Bien que l'IM5 soit la méthode de purification des kystes recommandée par les normeS récentes, peu

d'études portent sur l'évaluation de cette technique. Le tableau 7 présente les résultats de travaux récents

réalisés dans l'eau dés ionisée, mais surtout dans des milieux très chargés en débris et provenant de la

concentration d'eau de surface.

~ Dans l'eau désionisée

Lors de l'évaluation des rendements de récupération des kystes de Giardia dans l'eau désionisée, les

valeurs sont comprises entre 69,2 ± 4,6 'Yo (McCuin et al., 2001) et 82,6 ± 12,2 'Yo (Hsu et al., 2001c). Toutefois,

les valeurs de rendement les plus élevées sont obtenues avec des concentrations initiales nettement supérieures

à ce qui est couramment observé pour des échantillons environnementaux.

":> Dans les concentrats d'eau de surface

Cette technique se révèle tout aussi satisfaisante avec des concentrats d'eaux de surface puisque les

rendements les plus faibles observés par Mc Cuin et al. (2001) sont compris entre 55,9 ± 4,6% (n = 3) pour une

turbidité de 50 NTU et 59,9 ± 7,4 'Yo (n = 3) pour une turbidité de 5000 NTU. Pour cette même gamme de

turbidité, les rendements les plus élevés atteignent des valeurs très proches voire supérieures à 80 'l'o. Hsu et al.

(2001c) obtiennent des résultats cohérents avec ces valeurs puisqu'ils observent un rendement de 70,6 ± 8,2 %

(n = 3) pour une turbidité de 5000 NTU, mais avec une concentration en kystes beaucoup plus importante. De

plus, lors de ces expérimentations, les variations des rendements restent satisfaisantes puisque les valeurs des

écart-types sont généralement inférieures à 10 10. La turbidité élevée des concentrats d'eaux de surface ne

semble pas influencer les performances de la séparation immunomagnétique. Pour le kit IM5 GC-Combo, qui est le

plus fréquemment utilisé dans les expérimentations récentes, un volume de culot maximal de 0,5 mL est conseillé

pour obtenir un rendement satisfaisant. Toutefois, pour des échantillons de turbidité équivalente (5000 NTU),
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McCuin et al. (2001) constatent que les rendements de récupération ne diminuent pas avec l'augmentation du

volume de culot. En effet, l'échantillon contenant le culot le plus volumineux (0,8 mL) permet d'obtenir les

rendements de récupération les plus élevés. Les rendements les plus faibles sont observés pour l'échantillon

caractérisé par un volume de culot nettement inférieur aux recommandations (0,2 mL), mais contenant une

quantité importante d'argile et de vaSe. Ces résultats montrent que la composition de l'échantillon peut également

influencer l'efficacité de l'IMS (McCuin et al., 2001).

Tableau 7 : Rendement de récupération de la séparation immunomagnétique dans diverses matrices

Turbidité Concentration en Protocole de concentration
(NTU) kystes

Eau désionisée

Technique
de détection

Pourcentage de
récupération

Références

_9 !~qg9_ ~Y~!~~:f!\l-_~_ ___ aucun
NR - 30 kystes.mL·'

_t'J.~ ?_~}_2 _ky.s_t_..s.~~~ _
NR 22 à 24 kystes.mL-'

Concentrats d'eaux de surface

._~~A S.2,6_"_12,2_%(n_-6) .Hsu_etal:!?9_0lc) _
IFA 74,0" 6,7 %(n = 3) Yakub et

Stadterman-Knauer
.. S?_~qg) _
._~~~ 6.~,~ ,,_ ~,6_,!,o_!~ _=-?J. "!'~!=.u_i~_ ~t_~I: S?_~O!l _
IFA 89,0" 4,7 '}'O (n = 3) Hu et al. (2004)

500 9 à 12 kystes.mL-'

5000 _!99_~ !<Y.s_tes.~L ' .... _ Cancentrat obtenu par _I~JI. JO,6, ,,_ ~,?_ ,!,oj~ _=_?J. .H~~_~t _a!j?9_~I-,:L _
9 à 12 kystes.mL" filtration sur cartouche et IFA 59,9 ± 7,4 '}'O (n = 3) McCuin et al. (2001)

élut ion avec un tampon PBS à
contenant des détergents . Bq,O"_ 2),%_(n"_3),, .. _

IFA 5B,h IO,B %(n= 3) McCuin etai. (2001)
à

50 9 à 12 kystes.mL-' IFA
_____83 ,1 ~_?,9 _~_ (n ,,_~) _

55,9 ± 4,6,},0 (n = 3) McCuin etai. (2001)
à
79,7 + 9,7 '}'o (n = 3)

'<:> dans les selles et les boues résiduaires

Lors de la comparaison de la sensibilité de l'IMS avec les techniques de Faust (purification par

flottation) et de Lutz (purification par sédimentation) pour la détection de kystes de Giardia dans des selles

humaines naturellement contaminées, Souza et al. (2003) montrent une plus grande sensibilité de la séparation

immunomagnétique. En effet, les techniques classiques de purification aboutissent à 15,7 '}'. d'échantillons positifs

alors que l'IMS couplée à la détection par immunofluorescence détecte des kystes de Giardia dans 27,5 '}'. des

échantillons.

Massanet-Nicolau (2003) associe une purification par sédimentation à la séparation immunomagnétique

pour la détection des kystes de Giardia dans des boues résiduaires et des selles animales. Dans les boues

primaires et secondaires, 22 à 48 '}'O des kystes sont récupérés avec ce protocole de purification. Rimhanen-Finne

et al. (2001) utilisent également la séparation immunomagnétique pour la détection des kystes de Giardia dans les

boues par PCR qualitative, mais ne précisent pas le rendement de leur protocole.

7.2.3.3- Autres facteurs pouvant influencer le rendement de l'IMS.

La conservation des réactifs, l'âge des kystes, la concentration en fer de l'échantillon analysé sont des

facteurs pouvant influencer l'efficacité de cette technique.
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Ainsi, Hu et al. (2004) constatent que l'augmentation du temps de rotation de 50 70 peut être nécessaire

afin de maintenir le rendement de récupération des kystes, lorsque les réactifs sont conservés sur une durée

supérieure à un mois. Toutefois, d'autres expérimentations seraient nécessaires pour confirmer cette étude

réalisée uniquement avec des kystes en suspension dans de J'eau désionisée.

Concernant l'influence de l'âge des kystes sur le rendement de l'IMS, Yakub et Stadterman-Knauer

(2000) observent une diminution du rendement de 50 ')'0 lorsque les kystes sont stockés 90 jours dans du tampon

PBS entre 2 et 8°C. Les auteurs expliquent cette diminution du rendement par l'agrégation des kystes qui rend

plus délicate la numération des stocks de kystes et la préparation des solutions de dopage. McCuin et al. (2001)

constatent une diminution du rendement de la séparation immunomagnétique de 81 à 49 % pour des kystes

stockés 20 mois dans de l'eau désionisée entre 3 et 5°C. Ils supposent alors que cette chute de l'efficacité de la

technique pourrait être due à une plus faible densité de déterminants antigéniques sur la paroi des kystes.

Le troisième facteur incriminé dans les variations de rendement de cette méthode est la concentration

en fer·dissous présent dans les échantillons. Yakub et Stadterman-Knauer (2000) montrent qu'une concentration

en fer dissous supérieure à 40 mgr' entraîne une forte diminution du rendement de l'IMS allant jusqu'à des

rendements inférieurs à 10 io pour une concentration supérieure ou égale à 200 mg.L-l
. Le fer est couramment

retrouvé dans les eaux de surface et les eaux souterraines. Des concentrations comprises entre 0,5 et 20 mg.L-1

sont également observées dans des eaux usées ou des effluents de bassins à boues activées. De plus, le fer est

utilisé pour le traitement de déphosphatation des eaux usées par précipitation au chlorure ferrique. De fortes

concentrations en fer peuvent donc être attendues dans les effluents de ces stations d'épuration. Lors de cette

étude, l'utilisation d'EDTA comme agent chélateur d'ions divalents n'a pas permis d'augmenter le rendement de la

séparation immunomagnétique en présence de fer. De nouvelles études seraient nécessaires pour déterminer si

J'effet délétère du fer dissous est dû à une action au niveau des interactions de surface entre les anticorps et la

paroi des kystes, au niveau de la récupération des complexes billes-anticorps-kystes, ou à une combinaison de ces

facteurs (Yakub et Stadterman-Knauer, 2000).

7.2.4- Les techniques de purification basées sur la densité.

Les méthodes de flottation et de gradient de densité isolent les kystes des autres débris grâce à leur

différence de densité. Ces méthodes sont couramment utilisées pour la purification de kystes de Giardia à partir

de selles ou d'échantillons environnementaux.

Pour les méthodes de flottation, la solution à purifier est déposée à la surface d'une solution de densité

supérieure à celles des éléments à purifier. Les particules vont alors se séparer en deux populations, d'une part

celles qui flottent à la surface de la solution de flottation car elles sont de densité inférieure et d'autre part

celles qui sédimentent au fond du tube car elles sont plus denses. Ce phénomène de séparation est accéléré par

une centrifugation.

Les centrifugations en gradient de densité sont de deux types et utilisent soit un gradient continu

(centrifugation isopycnique), soit un gradient discontinu (centrifugation sur coussin). Lors de la centrifugation

isopycnique, la solution de purification utilisée forme un gradient de densité continu. Les particules à séparer

vont se placer au cours de leur migration dans la zone du gradient dont la densité est identique à ra leur. Cette
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technique est très résolutive mais d'un maniement délicat. Dans le cas de la centrifugation sur un gradient

discontinu, différents dépôts de densité décroissante sont réalisés. Les particules à séparer sont déposées au

dessus du gradient et vont ensuite se placer au courS de la centrifugation au-dessus de la couche qu'elles ne

pourront pas traverser. La fraction est récupérée à l'interface de deux couches. Cette technique en gradient

discontinu est plus couramment utilisée que la technique en gradient continu.

7.2.4.1- Purification à partir de selles.

Plusieurs méthodes de flottation sur des solutions de citrate de potassium (Rose et al., 1988), de sulfate

de zinc (Mahbubani et al., 1991; Rose et al., 1988; Wade et al., 2000; Zajac et al., 1992), de saccharose

(Bingham et al., 1979; Roberts-Thompson et al., 1976) ou de Percoll~-saccharose(Rose et al., 1988; Sauch,

1985) sont utilisées pour la purification des kystes de Giardia à partir de selles humaines ou animales. Les

techniques utilisant des gradients de densité sur des solutions de saccharose ou de Percoll~ sont moins

fréquemment utilisées pour la purification des kystes (Sauch, 1984 ; Smith et Smith, 1989).

Actuellement, la méthode de Faust qui permet la purification par flottation sur une solution de sulfate

de zinc de densité 1,18, est la plus couramment utilisée par les laboratoires d'analyse, Peu d'études précisent les

valeurs de rendement des différentes méthodes de purification des kystes à partir de selles (tableau 8).

Tableau 8 : Rendements des techniques de purification des kystes de Giardia à partir de selles

Technique

Flottation
Solution de citrate de

potassium à 40 10
Solution de Percolr'''''
saccharose

Densité des
solutions

1,16

1,09

Concentration en
kystes

NR

NR

Rendement

76 70 (n =5)

77 70 (n =5)

Références

Rose et of. (1988)

Rose et of. (1988)

Roberts-Thompson et al.
(1976)

Solution de saccharose

Solution de Sheather
(sacchÇ1rose)

1,05 NR 070
1,075 570
1,10 6470
1,125 6570

_.__..__.__-'}!:i_._.__._._.__._ _. .._. ..__..__.__...__. ._.__. ._.__6Q_.r~ ..__._.._. . . .__.
____.__.__-'_,!I__._. ._.._._ _..__..__. .t!f<__..__.._..._.._..._.__._.._.__._~.o_.7~. J-"n!~n_e __e.t_"',Jl_!i~_±l ._.

1,29 NR 70 70 (n =6) Rose et al. (1988)
1,24 6870 (n =5)
1,17 66 70 (n =5)

Solution de sulfate de zinc
(méthode de Faust)

Gradient de densité

1,18 NR 40 70 (n - 5) Rose et al. (1988)

Solutions de Percoll"Ul'.

Solutions de saccharose

l,al
1,13

1,02
1,06
1,18

< 107.mL 1 de

suspension de selles
NR

60 à 82 70

6310
(n =4)

Sauch,1984

Smith et Smith (1989)

Selon les études et le type de solution utilisée pour la purification par flottation, les rendements

s'échelonnent entre 60 et 77 70 pour des densités comprises entre 1,10 et 1,29. Fontaine et al. (1984) observent

un rendement plus faible (30 70) que Roberts-Thompson et al. (1976) lors de la purification sur une solution de

saccharose de densité de 1,11, mais cette étape de purification par flottation sur solution de saccharose est

répétée plusieurs fois. Par contre des densités de l'ordre de 1,05 ou 1,07 semblent inefficaces avec des
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rendements nettement insuffisonts. Les techniques bosées sur la purification par gradient de densité

permettent d'obtenir des rendements compris entre 60 et 80 '10. L'utilisation moins fréquente des techniques

basées Sur les gradients de densité est certainement due à leur mise en œuvre plus longue et délicate.

7.2.4.2- Purification à partir d'eaux.

Les rendements de récupération présentés dans le tableau 9 tiennent compte de l'étape de concentration

et de purification des kystes sauf pour les travaux de Nieminski et al. (1995) et LeChevailier et al. (1995) pour

lesquels le dopage est réalisé suite à l'étape de concentration. Toutefois l'étude de Robertson et al. (2000)

permet de comparer différentes techniques de purification après concentration par centrifugation sur trois

types de prélèvements environnementaux. D'oprès cette étude, quelque soit le type d'eau analysée (eau potable,

eau usée traitée, eau usée brute), les rendements de récupération les plus élevés sont obtenus en l'absence

d'étape de purification. Parmi les trois protocoles de purification, la combinaison d'une flottation sur solution de

saccharose (d : 1,18) et d'une purification diphasique à l'éther permet d'obtenir les rendements les plus élevés et

les écarts-types les plus faibles. Toutefois, Robertson et al. (2000) utilisent une solution de saccharose de

densité 1,18 alors qu'une densité de 1,10 semble donner des pourcentages de récupération plus élevés

(LeChevailier et al., 1995). Concernant les autres études, la flottation sur solution de PercolJ~-saccharose est la

technique la plus fréquemment étudiée. Lorsque la densité de la solution est de 1,10, le rendement de cette

technique associée à une étape de concentration est compris entre 22,8 et 90 '10. L'évaluation de cette technique

sur des concentrats d'eau de surface permet à LeChevailier et al. (1995) d'obtenir des rendements de 100 '10

alors que Nieminski et al. (1995) observent un rendement de 53 ± 33 '10. Les rendements des techniques de

purification sur gradient de Percoll~ ou de saccharose sont rarement évalués. Nieminski et al. (1995) obtiennent

83 ± 23 io de récupération avec un gradient de Percoll ïM toujours avec des concentrats d'eau de surface.

7.2.4.3- Paramètres pouvant modifier les performances des techniques basées sur la densité_

La viabilité des kystes et leur adsorption à des débris pourraient influencer les rendements des

techniques de purification basées sur la densité. Ainsi, LeChevailier et al. (1995) constatent que la flottation sur

solution de PercolJ~/saccharose favoriserait la récupération des kystes vides, mais aucune hypothèse n'est

proposée pour expliquer cette sélection. Medema et al. (1998) montrent que les kystes s'adsorbent aux particules

en suspension lorsqu'ils sont mis en contact avec des effluents de station d'épuration. 35 '10 des kystes

s'adsorbent après quelques minutes de contact et 70 '10 après 24 heures. Cette adsorption aux particules en

suspension influence la cinétique de sédimentation des kystes. Des variations de rendement pour une même

méthode de purification pourraient être expliquées par la viabilité des kystes ou leur adsorption aux particules

en suspension.
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Tableau 9 : Rendements de récupération des techniques de purification des kystes de Giardia dans les échantillons

environnementaux

Protocole de
concentration

Protocole de purification Concentration Rendement
en kystes

Références

Robertson et al.
Eau potable
Centrifugation 1500g, 15 Flottation sur solution de saccharose 120 kystes.L-1 39 ± 23 % (n;:- 7)

minutes _J<!_'-!J_~ ~~ 50~0_~~!~~:'::=- ~9_=-~1_!~!~__~ (2000)
Méthode diphasique (éther) 120 kystes.L-' 47 ± 26 % (n = 7)

_________________________________________________________~ggg__~~!~:'::: ~!_O__~~_!d!!_cJL _
Flottation sur solution de saccharose 120 kystes.L-1 52 ± 26 % Cn = 7)
(d' 1.18), méthode diphasique (éther) 5000 kystes.L-' 56 ± 17 70 (n =7)

--A~~~~----------------------------------------------I20ky~t';t:'-~ill± 117;(~-= 8)---
_____________~ ~ ~g_~~__~~!~_:~:: ~?_=_~_!~_(~__=Jl) _

Filtration sur cartouche Flottation sur solution de PercoJP7l'\- 1,8.104 kystes.L-1 22,8 à 26,51<> (NR) Hsu et al. (1999)
en pQlypropylène élution saccharose ------------.-------------~---~-------------~-------.

centrifu ation' , (d' 1,10) 1.10' à 1.I0',L-' 30,0 ± Il,7 70 (n = 8) Hsu et al. (200Ia)__________l19! ~ ~

Filtration sur membrane Flottation sur solution de Percoll™- 1.I<Y à 1.104.L-1 40,4 ± 9,7 10 (n;:; 5)
en polycarbonate, élut ion, saccharose
centrifugation (d' 1,10)

Eau de rivière
Ho et al. (1995)61 70 (n -1)Flottation sur solution de Percoll™- 310 kystes.L-1

saccharose
Floculation au carbonate
de calcium

(d, 1,10)
--Filt-~~ti-~~--s~~--~~~t-~~~h~---F-I~-tt~-ti~~--~-~-;-~~~-ti~~--d~-P;~-~îÎ;:;~-iïQ3<iTio~i.--:l-~-28~4-;-ii,O-%(~~·4j----Hs~-;t-~TT200-~j---

en poIypropylène, élution, saccharose ------------------------------------------------------------------------------------.
centrifugation (d' 1,10) NR 27,3 ± 5,6 70 (n = 5) Hsu et al. (200lb)

Concentrat d'eau de surface

LeChevallier et al.
(1995)

Nieminski et al.
(1995)

53 ± 33 70 (n = 4)

270 (n = 3)
100 % (n = 3)
9670 (n = 3)

NRFlottation sur solution de Percoll™
saccharose: d : 1,05

__~~~~!~~L9~!:-~~~_0!~':_:_~_:_!'__~~t_~09 ~ ~~_'__Z,3,_7dn :iL _
Flottation sur solution de Percoll™- NR
saccharose: d : 1,05

d: 1,10
d : 1,15

dopage après
concentration

Eau usée traitée
Filtration sur gaze, Flottation sur solution de saccharose 120 kystesL-1 37:!: 16 10 (n;:; 7) Robertson et al.
Centr ifugat ion 1500g, 15 .id_'1"~2 .?ggg__~~!~~:!::: iQ_=X~ __~_!!!-"_XL______ (2000)
minutes Méthode diphasique (éther) 120 kystes.L-' 43 ± 17 70 (n =7)

_________________________________________________________________~g_~__~~~!:::, i~ ± ~Z,_~__(rt_"_n _
Flottation sur solution de saccharose 120 kystes L-1 48:!: 12 10 (n;:; 7)

__(<!_:_!"I_~2:_~_é_!~?::J_~ __~!e~?_~i~u_eJ~!h_~) 5_~~Q_~~t~:!:~ ,!j~__"_I~X~(!!=_"Q _
Aucun 120 kystes.L" 81 ± 27 ~o (n =8)

5000 kystes.L" 78 ± 17 70 (n =·8)

Eau usée brute
Filtration sur gaze, Flottation sur solution de saccharose 120 kystes.L"l 30 ± 23 % (n;:; 7) Robertson et al.
Centrifugat ion 1500g, 15 _(<!_'-IJ_~ ~_~~g__~~!~:_~:: }I_,,__~~_~J~__:_~L_____ (2000)
minutes Méthode diphasique (éther) 120 kystes,L-' 38 ± 28 70 (n =7)

___________________________________________________________~ggg__k}'~t~~!:::, }~__"_~i.,!~_(~ __"_?L _
Flottation sur solution de saccharose 120 kystes.L-1 49 :!: 18 10 (n ;:; 7)

J<!_J}_82,N\~~h"_<!e_~!'~a~~u_eJét_he.':L ?_~gg__k}'~!~~L:' i~_=_~~~__("__"_n _
Aucun 120 kystes.L-' 79 ± 32 70 (n =8)

5000 kystes.L" 85 ± 30 70 (n =8)
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7.3- Techniques de détection des kystes.

Dans les selles, la technique traditionnelle de détection de Giardia est la méthode kyste et trophozoïte

(nommée "ova and parasite") pour la détection de l'ensemble des protozoaires et helminthes. Toutefois d'autres

techniques de détection basées sur des réactions immunologiques ou sur la détection du génome tendent à se

développer en complément de celle-ci.

7.3.1- La méthode œufet parasite.

Cette méthode conventionnelle comprend trois types d'analyse microscopique' une analyse directe au

microscope, une analyse après concentration par sédimentation ou flottation et une analyse après coloration de

J'échantillon (Aziz et al., 2001). Concernant les techniques de concentration, la méthode de Faust est basée sur la

purification par flottation sur une solution de sulfate de zinc (d , 1,18), alors que la méthode de Ritchie est une

technique diphasique de purification en présence de formaldéhyde et d'éther.

L'analyse par la méthode kyste et trophozoïte permet la détection de 60 à 80 7. des infections pour

l'analyse d'un échantillon, alors que deux échantillons permettent la détection de 80 à 90% des cas de giardiose

et trois échantillons entraînent une détection supérieure à 90 7. (Aziz et al., 2001). Rodriguez-Hernandez et al.

(1996) observent également une augmentation de la prévalence lors de l'allongement de la période d'observation.

La coloration de l'échantillon permet de faciliter la détection du parasite. Les procédures de détection

après coloration utilisent généralement le Lugol, Je trichrome, l'hématoxyline et la procédure MIF (Merthiolate

Iode-Formaldéhyde). Parmi ces méthodes, la procédure MIF et la coloration au trichrome apparaissent comme les

plus efficaces pour Jo détection des kystes de Giardia (Pickering et Engelkirk, 1988). De plus, la méthode MIF

présente l'avantage de coupler la concentration et la coloration des kystes.

Toutefois, l'intermittence et le faible niveau d'excrétion des kystes peuvent entraîner l'examen de plus

de trois échantillons pour le diagnostic de cette parasitose (Gardner et Hill, 2001). La nécessité de techniques de

diagnostic plus spécifiques, rapides et sensibles a conduit au développement des techniques immunologiques.

7.3.2- Les techniques immunologiques.

Les techniques immunologiques sont soit des méthodes d'immunofluorescence (IFA , Immuno

Fluorescence Assay), soit des techniques immunanuenzymatiques (EIA , Enzyme Immuno Assay).

L'immunofluorescence (IFA) fait intervenir des anticorps poly- oU monoclonaux couplés à une molécule

fluorescente constituée par le FITC (IsoThiocyanate de Fluoresceine) ou le TMR (TétraMéthyIRhodamine). Le

FITC présente une coloration verte alors que le TMR est caractérisé par une coloration rouge lorsque la longueur

d'onde d'excitation est comprise entre 450 et 490 nm (Jarmey-5wan et al., 2000). Cette technique de marquage

des kystes nécessite ensuite une observation microscopique de J'échantillon.

L'immunofluorescence est la technique actuellement recommandée par les normeS américaines (U5-EPA,

1995, 2001) et françaises (AFNOR, 2001) pour la numération des kystes de Giardia dans les échantillons d'eaux

environnementales. Toutefois, cette technique est relativement longue et fastidieuse et le risque de faux

positifs dû à une réaction croisée avec d'autres éléments notamment des algues ne peut être totalement écarté
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(Mahbubani et al., 1992). Actuellement, cette méthode ne permet pas de déterminer l'espèce pour des kystes

présents dans ces échantillons.

Les techniques immunoenzymatiques (ElA) font appel à des anticorps sur lesquels est fixée une enzyme.

L'ajout du substrat de l'enzyme permet ensuite la révélation de la réaction. Le produit de la réaction enzyme

substrat est une molécule colorée. La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) appartient aux

méthodes immunoenzymatiques, il s'agit d'une technique basée sur la compétition entre les antigènes que l'on

recherche et des antigènes marqués par une enzyme. Les anticorps sont fixés sur un support, l'échantillon à

analyser ainsi qu'une quantité connue d'antigènes marqués sont ensuite mis en présence des anticorps.

La lecture des résultats ne nécessitant pas d'examen microscopique, elle est plus rapide que pour

l'immunofluorescence. Toutefois, ces techniques immunoenzymatiques peuvent entraîner la détection de faux

positifs due à la mise en évidence d'antigènes de paroi et non de kystes intacts (Johnston et al., 2003).

Lors d'études d'estimation de la sensibilité et de la spécificité des techniques immunoenzymatiques sur

des prélèvements de selles (tableau 10), les performances de ces méthodes sont comparées à celles de

l'immunofluorescence ou d'une technique de coloration classique (Schunk et al., 2001). La sensibilité de ces

techniques est supérieure à 88 'Y. dans la totalité des analyses. La spécificité des techniques ElA est comprise

entre 99 et 100 'Y. , par contre elle présente une variabilité plus importante pour la technique ELISA puisqu'elle

varie entre 89 et 100 'Y•.

Tableau 10 ; Evaluation de la sensibilité et de la spécificité des techniques immunologiques lors de l'analyse de selles

Techniques Sensibilité Spécificité Référence
IFA 100'10 99,8 '10 Zimmerman et Needham (1995)
EIA 97 'Y. 99,8 l'.
IFA 100% 100 l'.

Garcia et Shimizu (1997)
EIA 94-997. 100 '7'0

ELISA 88,6 -100 l'. 99 - 100 l'. Aldeen et al. (1998)

IFA 97% NR
EIA 100 l'. 100 l'. Aziz et of. (2001)
ELISA 91- 94 l'. 89 %
EIA 100% 99,6 % Schunk et al. (2001)

IFA 10070 100% Johnston et of. (2003)
EIA 90,6 l'. 99,570

La plus faible sensibilité de la technique œuf et parasite, par rapport aux méthodes immunologiques,

nécessite généralement la lecture de plusieurs lames pour obtenir des résultats similaires entre ces méthodes,

ce qui est difficilement applicable dans le cas d'analyse en routine (Aldeen et al., 1998). Bien que

l'immunofluorescence soit une technique moins rapide que les techniques immunoenzymologiques, elle doit être

préférée à ces dernières car elle est couplée à l'observation microscopique et permet ainsi de vérifier la

présence des kystes.
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7.4- Techniques d'estimation de la viabilité.

La viabilité est la condition nécessaire, mais non suffisante, pour que l'ingestion de kystes provoque une

infection. L'estimation de la viabilité des kystes de Giardia provenant de selles, d'eau destinée à la consommation

humaine ou de prélèvements environnementaux (eaux de surface, eaux usées, boues) peut être réalisée par

différentes techniques. Les méthodes classiques sont représentées par l'inoculation à l'animal, le dékystement in

vitro et "observation par microscopie pouvant être précédée par une étape de coloration. L'électrorotation et les

techniques de biologie moléculaire sont des méthodes plus récemment proposées pour l'estimation de la viabilité

des kystes. L'intérêt des techniques de biologie moléculaire dans ce domaine sera abordé dans le paragraphe 8.

7.4.1- L'électrorotation.

L'électrorotation est une technique non invasive basée sur l'observation de micro-organismes soumis à un

champ électrique rotatif. La rotation induite chez les micro-organismes varie suivant la conductivité et la

constante diélectrique de la paroi, de la membrane cytoplasmique et du cytoplasme des kystes, mais aussi du

milieu de suspension. La perte de viabilité des kystes entraîne une augmentation de la perméabilité de la paroi

provoquant une diminution de la conductivité au niveau du cytoplasme et une modification de leur comportement

sous l'effet d'un champ électrique rotatif.

Le sens et la vitesse de rotation des kystes permettent d'estimer leur viabilité. La mesure de la vitesse

de rotation serait moins sensible aux variations de conductivité du milieu de suspension et devrait être

préférentiellement utilisée pour l'analyse d'échantillons environnementaux (Dalton et 0/.,20010 et 2001b).

Ces travaux relatifs à l'électrorotation ont été réalisés par une seule équipe et uniquement sur des

suspensions purifiées de kystes, ainsi des expérimentations sur des kystes provenant de différentes sources

environnementales seraient indispensables pour J'évaluation de cette technique.

7.4.2- La microscopie optique.

7.4.2.1- La coloration à l'éosine.

La coloration à l'éosine est une technique basée sur l'exclusion de ce colorant par les kystes viables.

Cette méthode a notamment été utilisée pour l'estimation de la viabilité en comparaison avec le dékystement in

vitro lors d'expérimentations portant sur la survie des kystes de Giardia. Cette coloration simple à mettre en

oeuvre, consiste à marquer les kystes non viables par une solution aqueuse d'éosine grâce à la perméabilité de leur

paroi. Le pourcentage de viabilité est ensuite déterminé par observation microscopique et correspond au nombre

de kystes non marqués par rapport au nombre total de kystes (Bingham et al., 1979).

7.4.2.2- le contraste interférentiel différentiel (DIe).

La microscopie DIC permet d'estimer la viabilité des kystes par l'observation de leurs structures

externes et internes. Les kystes viables présentent alors une paroi nettement délimitée, un espace périplasmique

entre la paroi et la membrane cytoplasmique, ainsi qu'un cytoplasme hyalin et non granuleux (Schupp et Erlandsen,

19870). Toutefois, Hautus et al. (1988) constatent que 38 % des kystes satisfaisant ces trois critères ne peuvent

se dékyster in vitro et aucun critère morphologique ne permet de les identifier.
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7.4.2.3- Les colorants fluorogéniques.

Les principaux colorants fluorogéniques utilisés pour l'estimation de la viabilité des kystes de Giardia

sont le PI (Iodure de Propidium ou 2,7-diamino-9-phényl-1O-(diéthylaminopropyl)iodure méthiodure de

phénanthridinium), le FDA (Diacétate de Fluorescéine) et le DAPI (4',6-diamidino-2- phénylindole).

Le PI est un colorant basique exclu par les cellules viables dont la membrane est intacte. Les kystes de

Giardia non viables présentent une coloration rouge à 510-560 nm (Thiriat et al., 1998). Cette molécule qui est un

analogue du bromure d'éthidium (BET) s'intercale entre les deux brins d'ADN contenus dans les cellules non

viables ce qui entraîne une très forte augmentation de sa fluorescence (Yeh et al., 1981).

Le FDA est un ester non polaire qui traverse la paroi du kyste par diffusion, il est transformé en

fluorescéine par les estérases intracellulaires et permet ainsi la mise en évidence d'une activité enzymatique. La

fluorescéine s'accumule dans les kystes viables qui présentent alors une fluorescence verte à 450-490 nm (Sauch

et al., 1991).

Le DAPI traverse la paroi des kystes et se fixe au niveau de l'ADN. Les noyaux des kystes viables

présentent alors une fluorescence bleue caractéristique à 365 nm (Thiriat et al., 1998). Le marquage par le DAPI,

en association avec l'immunofluorescence et l'observation DIe, est actuellement recommandé par la norme US

EPA (2001) pour la numération des kystes de Giardia.

L'utilisation des fluorochromes est une technique rapide, simple et peu coûteuse (Schupp et Erlandsen,

1987b). Toutefois, la comparaison de cette méthode avec l'inoculation à l'animal et le dékystement in vitro a

montré une surestimation de la viabilité des kystes par l'utilisation des colorants fluorogéniques (Labatiuk et al.,

1991; Smith et Smith, 1989).

7.4.3- Le dékvstement in vitro.

Cette méthode comporte différentes étapes dont les plus importantes sont l'induction et l'incubation.

Les conditions appliquées pour les étapes d'induction et d'incubation miment celles de l'estomac et de l'intestin

grêle de l'h6te. Différents paramètres comme la température, le pH et le milieu d'incubation influencent le niveau

de dékystement (Bingham et al., 1979). Ainsi, la température doit être maintenue constante à 3rC durant

l'ensemble des étapes. Le pH optimal pour l'induction est de 2 (car cette étape s'effectue in vivo au niveau

gastrique), alors qu'il est de 8 lors de l'incubation (étape réalisée in vivo au niveau intestinal). Il a également été

observé que pendant l'étape d'incubation, l'utilisation d'enzymes, notamment la trypsine permet d'augmenter le

pourcentage de dékystement (Schaefer et al., 1984 ; Labatiuk et al., 1991). Le dékystement est apprécié par

observation au microscope.

Cette technique présente l'avantage d'être d'exécution rapide (une à trois heures), mais elle ne présente

pas une bonne corrélation avec le dékystement in vivo qui doit lui être préféré (Smith & Smith, 1989 ; Isaac

Renton et al., 1992).

7.4.4- L'inoculation à l'animal ou dékvstement in vivo.

Le modèle animal permet de mesurer la capacité des kystes à terminer leur cycle parasitaire chez l'h6te

et y provoquer une infection. Il s'agit de la méthode de référence pour l'étude de la viabilité des kystes (Labatiuk
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et 0/., 1991). On peut utiliser comme association hôte-parasite soit souris - Giardia muris, soit gerbille - Giardia

duodenalis.

Préalablement à l'inoculation des kystes, un examen des selles est effectué sur les rongeurs et un animal

par groupe est sacrifié afin de vérifier l'absence de trophozoïtes au niveau de l'intestin grêle. Des kystes, à

raison de plus de 100 par animal, sont ensuite administrés par voie intra-gastrique à l'aide d'une sonde, le choix

d'une infestation massive permettant de diminuer le temps de latence (Schupp et Erlandsen, 1987a). Des

analyses de selles sont ensuite réalisées de j+3 à j+l1. Les animaux pour lesquels aucun kyste n'a été détecté,

sont sacrifiés et des trophozoïtes sont recherchés par examen microscopique de la muqueuse intestinale

(DeRegnier et 0/.,1989 ; Schupp et Erlandsen,1987a).

Outre "utilisation d'animaux, le dékystement in vivo présente l'inconvénient d'être une méthode à réponse

tardive.

7.4.5- Comparaison des trois techniques classiques d'estimation de la viabilité.

Lors de l'évaluation de la survie des kystes à différentes températures, Bingham et 0/. (1979) constatent

que l'exclusion à l'éosine conclut toujours à une plus grande résistance des kystes par rapport au dékystement in

vitro, ainsi cette technique entraînerait une surestimation de la viabilité.

Schupp et Erlandsen (1987a) montrent une parfaite corrélation entre les observations DIe et le

marquage par le FDA ou le PI. Les kystes PI positifs, non viables, présentent des caractéristiques morphologiques

distinctes des kystes viables positifs au marquage FDA. Lors de la comparaison entre l'inoculation à l'animal et le

marquage par le FDA et le PI, Schupp et Erlandsen (1987b) montrent que les kystes de G. muris positifs au FDA

provoquent une infection chez la souris alors que les kystes PI positifs n'entraînent aucune contamination chez

l'animal. Toutefois, ces auteurs utilisent de très fortes quantités de kystes lors des essais d'inoculation à l'animal.

De plus, certains kystes ne pourraient être marqués ni par le FDA, ni par le PI. Le FDA surestimerait la viabilité

par rapport au dékystement in vitro (Smith et Smith, 1989). Sauch et al. (1991) constatent que le PI ne permet

pas le marquage des kystes exposés au chlore et aux monochloramines,

Labatiuk et al. (1991) observent que pour les kystes exposés à l'ozone, le FDA et le dékystement in vitro

surestimeraient la viabilité par rapport à f'infectiosité chez l'animal. Ainsi, le dékystement in vitro est une

méthode pouvant surestimer la viabilité notamment par Sa subjectivité lorsque le dékystement n'est que partiel

(Labatiuk et 0/.,1991).

La figure 9 compare la précision de détection des kystes viables par les trois méthodes: inoculation à

l'animal. dékystement in vitro et colorants fluorogéniques. La technique in vivo est la seule à permettre la mise en

évidence des kystes aptes à poursuivre leur cycle parasitaire chez l'hôte et constitue la méthode de référence.

Toutefois, le marquage par le DAPI et le PI semble être la méthode la mieux adaptée pour l'estimation de la

viabilité des kystes de Giardia isolés à partir d'échantillons environnementaux (Thiriat et a/., 1998)
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Figure 9 : Comparaison de la précision de détection de la viabilité des kystes de Giardia par

inoculation à l'animal, dékystement in vitro et microscopie (DeRegnier et al., 1989)

7.5- Méthodes de référence pour la détection des kystes de Giardia dans le milieu hydrique.

Deux catégories de méthodes de référence existent pour la détection des kystes de Giardia dans le

milieu hydrique. Ces deux catégories diffèrent par la technique de purification-concentration des kystes qui est

réalisée soit par flottation, soit par séparation immunomagnétique (IMS). La première catégorie correspond à la

méthode ICR-Us-EPA de 1995 (ICR : Information Collection Rule) et la deuxième regroupe la norme française

NF T90-455 de l'AFNOR (200l) et la méthode 1623 de l'US-EPA (2001). Ces trois méthodes de référence sont

établies pour la détection des kystes de Giardia, mais aussi des oocystes de Cryptosporidium.

Les méthodes normalisées ICR-US-EPA (1995) et NF T90-455 (2001) concernent l'analyse d'eaux

destinées à la consommation humaine, d'eaux de surface et souterraines, voire d'eaux résiduaires épurées sous

certaines conditions. La méthode 1623, validée sur des eaux de surface, peut être utilisée sur d'autres types

d'eaux après vérification de ses performances. Ces protocoles sont donc destinés à l'analyse d'échantillons d'eaux

de faible turbidité. Ces méthodes sont constituées de trois étapes: concentration des kystes par filtration sur

cartouche, purification des kystes, puis détection par observation microscopique. Les caractéristiques des

différentes étapes constituant ces trois méthodes sont présentées dans le tableau 11.

La méthode 1623 de l'US-EPA (200l) précise que lors du contrôle qualité, les rendements initiaux de

récupération dans l'eau désionisée doivent être compris entre 24 et 100 %. L'évaluation de l'effet de la matrice

sur le rendement de la méthode avec des échantillons environnementaux dopés, doit aboutir à des rendements de

récupération compris entre 15 et 118 ''10.
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Tableau Il : Caractéristiques des différentes étapes des méthodes rCR-US-EPA (1995), NF T90-455 AFNOR (2001)

et 1623 US-EPA (2001)

Méthodes

rCR-US-EPA (1995) NF T90-455 AFNOR (2001) 1623 US-EPA (2001)

Concentration

Filtration sur cartouche (Porosité: 1 j..lm)

.~:~~.~::e..;~;~:~;~:.;;~ltra~~~..e.nJ _ :a.rt~~~h.~.:~~.c.~~r~a:~_~.il:~.~~~::.~.~I:~~.h:r.~~lf.~:e .

Elution

Centrifugation (centrifugeuse à godets oscillants)

1 050 g, 10 minutes 1 250 g, 30 minutes 1 500 g, 15 minutes

Purification
Flottation sur solution

de Percoll-saccharose (densité: 1,1)
Séparation immunomagnétique : IM5

Immunofluorescence : utilisation d'anticorps marqués au FITC

Observation à "objectif DIe
Détection-

identification

et quantification
Marquage sur membrane en acétate

de cellulose (porosité: 0,22 ~tm).

Marquage sur lame à puits

Marquage au DAPI

Tableau 12 : Rendements des méthodes 1623 US-EPA (2001) et NF T90-455 AFNOR (2001) pour la détection des

kystes de Giardia

Volume anafysé Kystes.L-1 Rendement Références

IOL 98 ± 1,5 45 ± 41 % (n - 4) Quintero-Betancourt
100L 98 ± 1,5 37 ± 40 70 (n =4) et al. (2003)

100L 24,4 ± 4,9 34,5 ± Il,8 70 (n =10) De Roubin et al.
125,9 ± 8,5 42,4 ± 6,5 70 (n =10) (2002)

IOL 98 ± 1,5 64 ± 16 70 (n =5) Quintero-Betancourt
et al. (2003)

232 ± 11,8 77,2 ± 6,0 70(n =3) Hu et al. (2004)
100L 98 ± 1,5 55 ± 22 70 (n =5) Quintero-Betancourt

et al. (2003)

20 L 24,4 ± 4,9 53,2 ± 11,6 70 (n =10) De Roubin et al.
125,9 ± 8,5 40,3 ± Il,5 % (n =10) (2002)

IOL 10 61 ± 0,06 70 (n =3) DiGiorgio et al.
I,n 0,83 ± 0,01 70 (n =3) (2002)

IOL 53.0,0570 (n =3)
IOL 46 ± 0,03 70 (n - 3)

n 2,6 ± D,DI 70 (n - 3)
3,ZL 0,5 ± 0,0025 70 (n - 3)

99NTU
IINTU

Turbidité
5
10

Eau de surface

Méthode 1623

NFT90·455

Méthode 1623-cartouche Envirochek-HV

Méthode

NF T90-455
Eau potable

Méthode 1623-cartouche Envirochek-HV
Méthode 1623, non modifiée

Eau distillée

Méthode 1623, non modifiée

Méthode 1623- 11 NTU
cartouche Envirocheck- 20 NTU
HV -3:-'6:-CNC:CT=:U~----~~--

99 NTU

Eau usée traitée
.~é!~9?e )6.23,. ~9~.tn.odifié~ _IO.~ __ . __ ~~.~ 1,5._ 2~ .±.84 ~.(n c.!.i)..
Méthode 1623-cartouche Envirochek-HV 100 L 98 • 1,5 27. 94 70 (n =5)

Quintero-Betancourt
et al. (2003)

Cartouche Envirochek HV (High-Volume) =cartouche destinée à la filtration de 100 L d'eau
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La méthode 1623 U5-EPA non modifiée permet d'obtenir des rendements compris entre 64 et 77 1'0 lors

de l'analyse d'eau potable (Hu et al., 2004; Quintero-Betancourt et al., 2003). Par contre le rendement diminue

et l'écart-type est plus élevé (26 ± 84 1'0) lorsque cette méthode est appliquée à une eau usée traitée (Quintero

Betancourt et al., 2003).

La cartouche Envirochek-HV (High Volume) qui permet de filtrer des volumes 10 fois plus importants que

la cartouche Envirochek classique, a essentiellement été développée afin d'améliorer le rendement de

récupération des oocystes de Cryptosporidium. Concernant la détection des kystes de Giardia à partir d'eau

patable et d'eau usée traitée, la modification du système de filtration ne permet pas d'augmenter le rendement

de récupération. De plus, pour les eaux usées traitées, la variation du rendement est plus élevé avec ce type de

cartouche. DiGiorgio et al. (2002) observent également qu'une turbidité supérieure à 20 NTU est préjudiciable au

rendement de la méthade 1623 U5-EPA quelque soit le système de filtration mis en oeuvre.

8- L'apport des techniques de biologie moléculaire dans l'étude de Giardia.

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis notamment d'envisager leur application

à la détection de micro-organismes pathogènes dans les prélèvements biologiques, mais aussi dans les échantillons

environnementaux. Ainsi, de nombreuses études concernent la détection, le génotypage, l'estimation de la viabilité

et plus récemment la quantification de Giardia par ces techniques. L'intérêt croissant qui est porté à ces

techniques est justifié par leur apport en terme de sensibilité, rapidité et surtout spécificité par rapport aux

méthodes conventionnelles de détection des micro-organismes.

8.1- Description des techniques utilisées pour la détection ou la quantification de Giardia.

8.1.1- Les techniques d'hybridation.

8.1.1.1- La méthode FI5H (Fluorescence In Situ Hybridization).

La technique d'hybridation in situ a pour objectif de localiser une séquence particulière de l'acide

nucléique au sein de la cellule par hybridation d'une sonde oligonucléotidique complémentaire. Les ARN

ribosomaux (ARNr) sont choisis comme cible dans la méthodologie FI5H. La sonde est couplée à un fluorochrome

permettant ensuite la détection par microscopie en épifluorescence. Cette technique autorise une détection

spécifique d'espèce et ne détecte pas les kystes vides ou les fragments de paroi contrairement à la détection par

immunofluorescence (Dorsch et Veal, 2001).

En 2001, Dorsch et Veal montrent que la technique FI5H permet la détection de kystes viables, sans

toutefois la comparer avec les autres méthodes d'estimation de la viabilité. Actuellement, cette technique

permet la détection des kystes, mais son intérêt dans l'estimation de leur viabilité doit être confirmé.

8.1.1.2- L'hybridation dot-blot.

La technique d'hybridation dot-blot est basée sur l'immobilisation de l'ADN ou de l'ARN cible sur une

membrane en nylon suivie par sa détection par hybridation avec une sonde marquée. Une étape de lyse des kystes

et de purification de l'ADN doit être réalisée préalablement au dép6t sur la membrane.

Dès 1988, Butcher et Farthing testent la méthode de dot-blot sur des échantillons de selles et ne

parviennent pas à détecter l'ADN de kystes de Giardia par cette technique. Abbaszadegan et al. (1991) utilisent
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une sonde ciblant la petite sous-unité de l'ARN ribosomal. Cette sonde permet alors la détection des kystes de

G. lamblia dans des eaux usées traitées et des eaux de surface, mais malheureusement s'hybride également avec

l'ADN provenant de kystes de G. muris. Finalement, cette technique n'est plus actuellement utilisée pour la

détection des kystes de Giardia.

8.1.2- L'amplification par peR (Polvmerase Chain Reaction).

8.1.2.1- Principe.

La technique de Polymerase Chain reaction (PCR) permet d'amplifier de façon spécifique une séquence

d'ADN en plusieurs millions de copies. Cette méthode consiste à polymériser un fragment d'ADN de façon

répétée à l'aide d'une enzyme thermostable et de deux amorces sens et antisens. L'amorce sens est

complémentaire d'une partie du brin antisens de l'ADN, alors que l'amorce antisens s'hybride avec le brin sens.

Une PCR est composée de 20 à 40 cycles successifs qui permettent en théorie d'obtenir 220 à 240 copies de la

séquence cible.

Chaque cycle est composé de trois étapes. L'ADN double brin est dénaturé par chauffage à une

température de 95°C. La deuxième étape est ensuite réalisée à une température comprise entre 50 et 60°C et

permet l'hybridation des amorces à chaque extrêmité de la séquence génomique à amplifier. La température

d'hybridation est dépendante de la séquence et de la longueur des amorces. La troisième étape nommée

élongation est réalisée à partir des amorces par l'ADN polymérase à une température de 72°C et permet la

synthèse des brins complémentaires.

La nested-PCR (PCR nichée) et la semi-nested PCR (ou hemi-nested PCR) sont des variantes de la PCR

conventionnelle permettant d'augmenter la sensibilité ainsi que la spécificité de cette technique de détection en

amplifiant l'ADN par deux PCR successives. Ces techniques utilisent respectivement une ou deux nouvelles

amorces situées à l'intérieur de la séquence du fragment amplifié lors de la première PCR. Une deuxième

amplification est ensuite réalisée afin de synthétiser une quantité très importante d'ADN. L'utilisation de

nouvelles amorces permet également d'améliorer la spécificité de détection. L'inconvénient majeur de ce type de

technique est lié à la manipulation d'ADN amplifié entraînant un fort risque de contamination.

Les premières études portant sur la détection de kystes de Giardia par PCR ont été publiées au début

des années 1990 (Mahbubani et al., 1991, 1992 ; Weiss et al., 1992). Les travaux ont ensuite porté sur la

détection des kystes à partir de selles ou d'échantillons environnementaux (Mahbubani et al., 1998 ; Mayer et

Palmer,1996).

8.1.2.2- Révélation des produits amplifiés.

L'ADN amplifié peut être détecté soit par hybridation moléculaire avec une sonde complémentaire de la

séquence cible (Southern-blot), soit par électrophorèse sur un gel d'agarose en présence de bromure d'éthidium

(BET) qui est un agent intercalant, suivie par une révélation sur une table UV (254 nm).

La révélation des produits amplifiés par Southern-blot permet d'augmenter la sensibilité, mais aussi la

spécificité de la PCR notamment lors de l'anolyse d'échantillons environnementaux (Kaucner et Stinear, 1998;

Mahbubani et al., 1998). La révélation par Southern blot est utilisée par Mahbubani et 0/. (1992) pour confirmer

la spécificité des amorces. Weiss et al. (1992) constatent que les amorces dessinées pour l'amplification de
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Giardia lamblia amplifient également l'ADN de trois autres protozoaires (Entamoeba histolytica, Leishmania

major et Trypanosoma brucel), ils font alors appel à cette technique pour détecter spécifiquement G. lamblia. Ces

auteurs constatent que la révélation par Southern-blot permet également d'atteindre une valeur de limite de

détection 10 à 100 fois plus performante.

8.1.3- La technique RFLP (Restriction Fragment Length Polvmorohism!.

La technique RFLP a notamment été utilisée par Nash et al. (1985) pour comparer les séquences ADN

d'isolats de Giardia d'origine humaine et animale. La digestion de l'ADN par des enzymes de restriction ou

endonucléases permet d'obtenir des profils électrophorétiques permettant la comparaison des différents isolats

lors d'études épidémiologiques.

La PCR-RFLP associe l'amplification de l'ADN par PCR à la digestion enzymatique par des enzymes de

restriction. Suite à une PCR conventionnelle, l'ADN amplifié est purifié, puis digéré par une ou plusieurs enzymes

de restriction et les différents fragments sont ensuite révélés par électrophorèse. Cette technique permet ainsi

d'identifier des isolats en fonction de leur profil électrophorétique. Cette technique nécessite la mise en

évidence de site de restriction enzymatique par séquençage.

Actuellement, la PCR-RFLP reste une technique couramment utilisée pour le génotypage de kystes de

Giardia isolés de selles humaines ou animales. Ainsi, Homan et al (1998) montrent que cette technique permet

d'obtenir des profils électrophorétiques différents pour les génotypes A et B à partir de souches référencées de

G. lamblia et qu'elle peut alors être utilisée pour le génotypage de kystes isolés de selles humaines. Amar et al.

(2002) utilisent la PCR-RFLP pour réaliser la distinction entre les sous-génotypes AI et AH lors de l'analyse de

selles humaines. Caccio et al. (2002) développent une PCR-RFLP permettant la distinction entre les génotypes A,

B et E de G. lamblia et valident cette technique par comparaison avec les résultats de séquençage toujours sur

des selles humaines. Plus récemment, Read et al. (2004) proposent un protocole de PCR-RFLP utilisant deux

enzymes de restriction pour la distinction des sous-génotypes AI, AH, BHI, BIV, C, D et E et proposent de

l'utiliser pour le génotypage d'isolats d'origine humaine ou animale.

8.1.4- La quantification par peR en temDS réel.

La PCR-en temps réel est une technique où l'étape de révélation du produit amplifié se fait directement

au cours de l'amplification. Par conséquent il n'est plus nécessaire de révéler les produits amplifiés par une étape

de révélation par hybridation ou électrophorèse. Le principe de cette technique est fondé sur la mesure de la

fluorescence émise au cours de la PCR qui est proportionnelle au nombre de copies d'ADN néosynthétisé (Higuchi

et 0/.,1993).

Suivant la technologie utilisée, la fluorescence peut être soit le résultat d'interactions non spécifiques

entre l'ADN amplifié et un agent intercalant, soit générée grâce à une sonde spécifique complémentaire de l'ADN

cible.

Dans le cas de l'utilisation d'un agent intercalant (Bromure d'Ethidium, SYBER Green... ), plus le nombre de

molécules d'ADN amplifié augmente, plus la quantité d'agent intercalant fixée augmente et plus l'intensité de

fluorescence est élevée. La fluorescence peut également être générée par utilisation de sondes spécifiques
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complémentaires de rADN amplifié. Il s'agit de sondes marquées chimiquement par un fluorochrome (sondes

TaqMan et TaqMan MGB, sondes d'hybridation, sondes molecular beacon, sondes scorpions... ). Lors de cette étude

des sondes TaqMan et TaqMan MGB sont utilisées pour la quantification de kystes de Giardia lamblia et de

certains génotypes de cette espèce.

Les sondes TaqMan MGB comportent deux éléments spécifiques constitués par un groupement MGB

(Minor Groove Binder) et un quencher non fluorescent (NFQ) à l'extrêmité 3'. Les MGB sont des molécules

relativement allongées, en forme de croissant, qui se lient au sillon mineur de l'ADN par des forces de Van der

Waals, des interactions hydrophobes et électrostatiques (Kutyavin et al., 1997). La présence du groupement MGB

permet d'augmenter le Tm des sondes et la stabilité de la liaison entre la sonde et l'ADN cible. Plus la sonde est

de petite taille et plus la contribution du groupement MGB à la stabilité de la liaison entre la sonde et sa cible est

importante. Le groupement MGB permet donc de dessiner des sondes plus courtes et ainsi plus sensibles aux

variations de séquence d'un seul nucléotide. Les sondes TaqMan MGB sont notamment utilisées paur la

discrimination allélique. De plus, la présence d'un quencher non fluorescent et la diminution de la distance entre le

quencher et le reporter permettent de diminuer très nettement le ratio signal/bruit. En effet, ce ratio est de

1,5 pour une sonde TaqMan MGB alors qu'il est de 6 pour une sonde TaqMan classique (Kutyavin et al., 2000). Le

tableau 13 présente les caractéristiques des sondes TaqMan et TaqMan MGB.

Tobleau 13 : Caractéristiques des sondes TaqMon et TaqMon MGB

Type de sonde Marquage en 5'
_~~~q~9_~ _
ToqMan MGB 6-FAM, VIC, TET

Marquage en 3' Taille Autres caractéristiques
TAMRA 20 à 30 nucléotides aucune

----------------------_._-----------------------------------------------------------------
Quencher non fluorescent InférÎeure à 20 nucléotides Groupement MGB
(NFQ)

6-FAM: 6-carboxyfluorescéine; TET: tetrachloro-6-carboxyfJuorescéine; TAMRA : 6-carboxytêtraméthylrhodam;ne;

NFQ: Non Fluorescent Quencher; MGB : Minor Groove Binder.

Les deux points importants pour la PCR en temps réel avec les sondes TaqMan et TaqMan MGB sont

l'activité exonucléasique de la Taq polymérase et l'utilisation de sondes caractérisées par un double marquage aux

extrémités 5' et 3'. Les sondes TaqMan et TaqMan MGB sont en effet marquées à leur extrêmité 5' par un

fluorochrome ou "Reporter" et à leur extrêmité 3' par un "Quencher". Le quencher inhibe l'émission de

flurescence por phénomène de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) lorsque la sonde est intacte.

Durant l'amplification (figure 10), les amorces et sonde TaqMan s'hybrident à la cible pendant l'étape

d'hybridation. Lors de la phase d'élongation, la sonde est clivée grâce à l'activité 5'-3' exonucléasique de la Taq

polymérase ce qui permet la séparation entre le quencher et le reporter provoquant alors une émission de

fluorescence. A chaque synthèse d'un brin d'ADN une molécule de fluorochrome est libérée, il en résulte une

émission de fluorescence proportionnelle au nombre de copies générées (Giuletti, 2001).
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Figure 10 : Représentation schématique du principe de la PCR en temps réel

La cinétique de l'amplification d'un échantillon d'ADN est obtenue par meSure de l'intensité de

fluorescence (If) à chaque cycle de PCR. L'ensemble des données brutes de fluorescence est normalisé par

rapport à un autre fluorochrome (ROX) présent en concentration constante dans le milieu réactionnel. Le résultat

des 50 cycles est une courbe d'amplification représentant l'intensité de fluorescence en fonction des cycles de

PCR (figure 11), Suite à la PCR quantitative, chaque échantillon est caractérisé par une voleur de Ct (Threshold

cycle) qui correspond au cycle à partir duquel la fluorescence est considérée comme significativement supérieure

à la ligne de base ou seuil. Ce seuil est déterminé soit en fonction de la fluorescence mesurée lors des 15

premiers cycles de PCR, soit à partir de la flüorescence émise par des tubes témoins ne contenant pas d'ADN à

amplifier,
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Figure Il : Evolution de la fluorescence au cours d'une PCR en temps réel en fonction du nombre de cycles

R,· : Intensité de fluorescence d'un échantillon positif.

R,- : Intensité de fluorescence d'un témoin négatif (sans ADN).

Ligne de base: Intensité de fluorescence mesurée entre les cycles 3 et 15 afin de fixer le seuil

d'émission de fluorescence.

"'Rn: Amplitude de l'intensité de fluorescence émise, "'Rn = CR,·) - CR,')

Ct : Cycle seuil d'émission de fluorescence

Le Ct est inversement proportionnel à la quantité de copies d'ADN présentes dans le milieu réactionnel, il

est d'autant plus faible que le nombre initial de copies de J'ADN cible est élevé. La quantification absolue

s'effectue en utilisant une gamme étalon externe qui établit une relation linéaire entre la valeur de Ct et le

logarithme du nombre initial de copies de l'étalon. Les Ct des échantillons sont reportés sur la droite d'étalonnage

pour déterminer la quantité de génome.

La méthode repose sur J'exploitation de la cinétique de la réaction de PCR : X, = Xo (1 + R)' où Xo

correspond à la quantité initiale d'ADN, Xn est la quantité d'ADN générée après n cycles d'amplification de PCR

et R correspond au rendement de l'amplification compris entre 0 et 1. Les valeurs de Ct des différents points de

la gamme étalon permettent d'obtenir une droite dont la pente est directement liée au rendement d'amplification.

Ainsi, pour un rendement de PCR compris entre 0,75 (75 %) et 1 (100 %), la pente de la droite est comprise entre

-4,1 et -3,3.

Les premiers travaux relatifs à l'utilisation de la PCR en temps réel pour la quantification de Giardia sont

publiés en 2003. Ainsi, Johnson et al. (2003) publient la première étude concernant la quantification spécifique

des génotypes A et B de Giardia lamblia. La spécificité de chaque système permet la quantification de population

mixte de ces deux génotypes en suspension purifiée. Cette technique est également utilisée pour la détection de
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Giordia lamblia dans les selles (Amar et al., 2003 ; Verweij et 0/., 2003 ; Verweij et al., 2004). La PCR en temps

réel permet surtout la quantification de spécifique de l'espèce G. lamblia et de ses génotypes dans les

échantillons environnementaux (Guy et al., 2003).

En comparaison avec la PCR qualitative conventionnelle, la PCR quantitative présente l'avantage majeur de

quantifier l'ADN ou l'ARNm initialement contenus dans un échantillon, mais elle permet également de limiter de

façon notable le temps de manipulation par l'absence d'étape de révélation et surtout elle limite le risque de

contamination puisque les échantillons ne sont plus ouverts après amplification. De plus, cette technique autorise

l'analyse simultanée de plus de 90 échantillons par l'utilisation de plaques à puits. Malgré ces nombreux avantages,

la PCR en temps réel reste une technique coûteuse et délicate à mettre en oeuvre pour l'analyse d'échantillons

environnementaux.

8,2- L'intérêt de ces techniques pour la détection de Giardia.

La PCR est une technique d'analyse directe de l'ADN qui permet d'éviter la sélection des génotypes

entraînée par les techniques de dékystement et de multiplication in vitro (Hopkins et al., 1997; Weiss et al.,

1992). Par rapport aux techniques conventionnelles de détection des kystes de Giardia, elle présente les

avantages majeurs d'être rapide, sensible, reproductible et spécifique.

Quelques études indiquent de façon précise la sensibilité des techniques de PCR utilisées pour la

détection ou la quantification de kystes de Giardia (tableau 14). Ces techniques permettent d'atteindre une

sensibilité équivalente à un kyste par puits de PCR en suspension purifiée. Leur sensibilité est par contre plus

faible lors de l'analyse d'eaux de surface ou de boues résiduaires malgré une révélation des produits

d'amplification par Southern-blot pour la PCR qualitative.

Tableau 14 : Sensibilité des techniques de biologie moléculaire pour 10 détection des kystes de Giardia

Type de prélèvement
Protocole de Technique de

Sensibilité Références
concentration-purification détection

Suspensions purifiées Aucun PCR, Southern-blot 1 kyste/PCR Mahbubani et al. (1991,
de kystes 1992)

Aucun PCR 1 kyste/PCR Abbaszadegan et al.
(1997)

Aucun PCR, Southern-blot 1 à 10 kystes/PCR Rochelle et al. (1997)

Aucun PCR quantitative 63 à 87 kystes/PCR Johnson et al. (2003)
Concentrats d'eaux PCR, Southern-blot 5 à 50 kystes/PCR Rochelle et al. (1997)
de surface IM5 PCR, Southern-blot 3 à 30 kystes.mL-1 Mahbubani et 0/. (1998)
Eaux de surface Filtration sur membrane, PCR qualitative 25 kystes.L" Rimhanen-Finne et 0/.

IM5 (2002)

Boues résiduaires IM5 PCR, Southern blot 625 kystes.mL" Rimhanen-Finne et al.
(2001)

Lors de leur comparaison avec une détection par microscopie conventionnelle ou par immunofluorescence

dans des échantillons de selles naturellement contaminées ou des eaux usées, les techniques de PCR qualitative et

quantitative montrent une sensibilité équivalente ou supérieure à ces méthodes (tableau 15). Ainsi, Mayer et
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Palmer (1996) constatent une corrélation parfaite entre la détection par IFA et par peR qualitative lors de

l'analyse d'eaux usées brutes et d'eaux usées traitées.

Tableau 15 Comparaison des techniques conventionnelles et de biologie moléculaire dans la détection des kystes de

Giardia

Type de prélèvement Technique
Pourcentage

Références
d'échantittons positifs

Eaux usées brutes PCR qualitative 100% (n - 22) Mayer et Polmer (1996)
et traitées Microscopie (IFA) 100%
Selles de bovins PCR qualitative 4470 (n 0 513) Trout et al. (2004)

Microscopie (IFA) 4070 (n 0407)
Selles humaines PCR qualitative 94 '7'0 (n 0 35) Amar et al. (2002)

Microscopie 10070
PCR quantitative 81 % (n - 138) Verweij et al. (2003)
Immunologie 7870
Microscopie 7570
PCR quantitative 11 '10 (n = 92) Amar et al. (2004)
Microscopie 1,1 'Yo

PCR quantitative 29% (n 0 52) Guy et al. (2004)
Microscopie 29 '7'0
PCR quantitative 10010 (n = 20) Verweij et al. (2004)
Microscopie 10070

Outre leur rapidité, l'avantage majeur de ces techniques est leur spécificité puisqu'elles autorisent une

détection spécifique d'espèce voire de génotype. Les techniques conventionnelles de coprologie,

l'immunofluorescence et les techniques immunologiques permettent uniquement une détection au niveau du genre

Giardia. Par contre, la PCR qualitative couplée ou non à la RFLP et la PCR quantitative permettent non seulement

de détecter l'espèce G. lamblia, mais aussi les génotypes de cette espèce et notamment les assemblages A et B

pathogènes pour l'Homme.

Plusieurs études récentes font appel à la PCR en temps réel non pas pour quantifier, mais pour détecter

les génotypes A et Bde G. lamblia dans des échantillons de selles humaines (Amar et al., 2003 ; Guy et al., 2004 ;

Verweij et al., 2003, 2004). Amar et al. (2003) associent ainsi une PCR qualitative à une PCR quantitative pour le

génotypage de kystes isolés de selles. Les auteurs de ces différentes études n'utilisent pas cette technique pour

quantifier les kystes, mais ils justifient son utilisation par sa sensibilité équivalente ou supérieure à la

micrOScopie et surtout par sa rapidité ainsi que son utilisation pour la détection simultanée de plusieurs micro-

organismes pathogènes (PCR multiplex).

8.3- L'estimalion de la viabilité par les lechniques de biologie moléculaire.

La RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) est adaptée à la détection d'ARNm par

une étape de rétro-transcription permettant la synthèse d'ADN complémentaire (ADNe) qui est ensuite amplifié

par PCR. L'interêt de cette technique pour l'estimation de la viabilité des kystes de Giardia est évaluée par

plusieurs études. L'évaluation de la viabilité peut alors être basée soit sur /'induction, soit sur l'augmentation de la

synthèse d'ARNm.

Ainsi, Mahbubani et al. (1991) font appel à la RT-PCR couplée à une détection par Southern-blot pour

estimer la viabilité de kystes de Giardia ayant subi une induction du dékystement. L'étape de Southern-blot fait
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intervenir une sonde radiomarquée et l'augmentation du signal est reliée à la stimulation de la synthèse de l'ARNm

de la giardine. Les auteurs montrent que l'induction du dékystement entraîne une augmentation de synthèse de

l'ARNm de la giardine pour des suspensions de kystes dont la viabilité est préalablement validée par microscopie

et dékystement in vivo. Toutefois, la RT-PCR qualitative n'est pas la technique de choix pour réaliser une

quantification de l'ARNm puisque les résultats ne correspondent pas à la quantité initiale d'ARNm et dépendent

donc du rendement de l'amplification. En faisant appel à la RT-PCR quantitative, Maux (2003) observe un

abattement de la quantité d'ARNm de la giardine sur des kystes inactivés par la chaleur (BO°C, 1 heure). Malgré

cet abattement, une détection est possible sur une durée de 40 jours. De plus, parmi les températures testées

(65°C, 37°C et -20°C) aucune n'a montré d'effet inductif sur la synthèse de l'ARNm et elles ne peuvent être pas

envisagées comme stimulus pour l'estimation de la viabilité des kystes de Giardia.

Abbaszadeggan et al. (1997) étudient l'induction de la synthèse de l'ARNm d'une protéine de choc

thermique, l'H5P 70, pour l'évaluation de la viabilité des kystes de Giardia par RT-PCR. L'exposition des kystes

viables à une température de 42°C pendant 20 minutes permet l'induction de la synthèse de l'ARNm. Par contre,

pour les kystes tués par la chaleur ou par traitement au chlore, seul l'ADN de l'H5P 70 est détecté. Ainsi, d'après

ces auteurs la détection d'ARNm de l'H5P 70 après un choc thermique peut suffire à la mise en évidence de la

viabilité des kystes de Giardia. Toutefois, l'ADN ou l'ARNm de cette protéine n'ont pu être détectés par PCR ou

RT-PCR par d'autres équipes (Kaucner et 5tinear,1998; Maux et 01.,2002).

Au final, l'utilisation des RT-PCR qualitative ou quantitative est une source de renseignements précieux

quand à la persistance de l'ARNm. Actuellement, ces techniques se révèlent malheureusement soit difficilement

reproductibles, soit peu efficaces pour l'estimation de la viabilité des kystes de Giardia.

8.4- La quantification de Giardia par FeR en temps réel.

Plusieurs études récentes concernent la quantification de bactéries (Bach et al., 2002 ; Ibekwe et

Grieve, 2003), virus (Donaldson et al., 2002 ; Monpoeho et al., 2001) et protozoaires notamment Cryptosporidium

(Fontaine et Guillot, 2003) dans des prélèvements environnementaux. Par contre, les études qui décrivent

l'utilisation de la PCR en temps réel pour la quantification des kystes de Giardia sont très récentes et encore peu

nombreuses.

Ainsi, Johnson et al. (2003) développent deux PCR quantitatives variant par leur amorce sens et

permettant la quantification spécifique des génotypes A et B de l'espèce G. lamblia. Les séquences des amorces

sens sont basées sur la signature nucléotidique de l'ARNr mise en évidence par van Keulen et al. (1995). Les PCR

sont évaluées tout d'abord sur des suspensions purifiées de trophozoïtes de chaque génotype, puis sur des

suspensions mixtes. Toutefois, ces PCR quantitatives destinées à l'étude des génotypes A et B n'ont pas été

évaluées sur des kystes de Giardia provenant d'échantillons environnementaux.

Par contre, Guy et al. (2003) développent deux PCR en temps réel, spécifiques des génotypes A et B de

G. lamblia. Ces PCR sont destinées à la quantification de ces deux génotypes dans des prélèvements d'eaux usées

et d'eaux de surface. Les auteurs développent également une PCR multiplex permettant la quantification

simultanée de Giardia lamblia et Cryptosporidium parvum. En effet, la PCR en temps réel permet la quantification

simultanée de plusieurs cibles grâce à l'utilisation de sondes marquées par des fluorochromes différents (FAM,
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VIC, HEX, JOE). Lors de ces travaux, la cible utilisée pour la quantificatian des kystes de Giardia est la ~

giardine. Les résultats obtenus pour les génotypes A et B par PCR quantitative sont comparés aux concentrations

obtenues par immunofluorescence. Les concentrations en kystes observées par ces deux techniques sont

considérées comme similaires, toutefoiS cette comparaison n'est réalisée que sur six prélèvement,s d'eaux usées.

Au vu de ses nombreux avantages et malgré son coût élevé, cette technique de quantification par PCR en

temps réel devrait se développer dans les années à venir notamment pour la mise en évidence des micro

organismes pathogènes dans les prélèvements biologiques et les échantillans environnementaux.

8.5- Les problèmes liés à l'analyse de prélèvements biologiques ou d'échantillons
environnementaux.

8.5.1- Les problèmes d'inhibition.

L'analyse d'échantillans environnementaux pose le problème de l'obtention de faux résultats négatifs dus

à la présence d'inhibiteurs. De nombreuses molécules sont considérées comme inhibitrices de l'amplification des

acides nucléiques. Ainsi, les acides humiques et fulviques constituent la partie hydrophobe de la matière

organique naturelfe contenue dans les eaux et sont considérés comme les principales substances inhibitrices de la

PCR (Abbaszadegan et al., 1993: Mayer et Palmer, 1996). Les acides humiques sont stables à pH basique mais

précipitent à pH acide alors que les acides fulviques restent en solution à pH acide (Abbaszadegan et al., 1993).

Les phénols qui proviennent de la biodégradatian des substances humiques, des lignines et des tanins, mais aussi

des plastiques et de la dégradation des pesticides et des herbicides issus de l'activité humaine peuvent jouer un

r61e inhibiteur lors de l'analyse d'échantillons environnementaux (Guy et al., 2003). L'EDTA, le sDS (Sodium

Dodécyl Sulfate), le Triton X-lOO et le NaCI sont également reconnus ou suspectés comme étant des molécules

inhibitrices de la PCR (Kreader, 1996). Les ions divalents (Ca'·, Mg") auraient un effet inhibiteur supérieur aux

ions monavalents (l(', Na') (Abu Al-Soud et Radstrom, 1998). L'hémine, les sels biliaires et la bilirubine sant des

substances inhibitrices lors de l'analyse de prélèvements biologiques (Kreader, 1996). Le farmaldéhyde

couramment utilisé lors de l'observation microscopique de kystes de Giardia, est également un inhibiteur de la

PCR (Johnson et al., 1995). De plus, il faut sauligner que la PCR peut être inhibée par la présence de fortes

concentrations d'ADN autre que l'ADN cible (Tebbe et Vahjen, 1993). Au final, l'effet inhibiteur de très

nombreuses molécules est avéré au fortement suspecté. Globalement, tout élément présent en excès dans le

milieu réactionnel peut s'avérer inhibiteur des réactions d'amplification.

Les substances inhibitrices peuvent interférer à plusieurs niveaux lors de la détection des acides

nucléiques dans les échantillons biologiques et les prélèvements environnementaux. Ainsi, elles peuvent inhiber

l'étape de lyse des micro-organismes, interférer avec les acides nucléiques ou les dégrader, mais elles peuvent

également inhiber l'enzyme d'amplification (ADN polymérase) (Abu Al-Soud et Radstrom, 2000: Wilson, 1997).

Afin de limiter l'action des inhibiteurs, plusieurs procédés sont proposés soit pour éliminer ces molécules, soit

pour masquer leur effet (tableau 16).
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Tableau 16 : Les procédés visant à limiter l'action des molécules inhibitrices lors de la détection de différents micro-organismes

Type de Inhibiteurs
prélèvement

Eau Acides humiques
souterraine

Procédés
Avant l'amplification Pendant l'amplification

Chromatographie SUr colonne de
Sephadex (G-50, G-IOO, G-200)
Chelex-IOO

Commentaires

La combinaison la plus performante:
Sephadex G-IOO et Chelex-IOO.

Références

Abbaszadegan et
al. (1993)

Eau de
surface

Acides humiques BSA (10 ~g.mL·I), glycérol (5 ~.),

DMSO (5 ~.), T4 Gene 32 (5 ~g.mL·')

Cycles congélation-décongélation,
billes magnétiques avec oligo(dT)25
pour la purification de l'ARNm

Cycles congélation-décongélation,
Chelex-IOO, IMS

Molécuie la plus efficace: BSA.

L'IMs associée au Chelex-lOO permet
d'améliorer nettement le seuil de détection.

Rochelie et al.
(1997)

Kaucner et Stinear
(1998)

Lowery et al.
(2000)

Eau usée Acides humiques Double PCR, dilution des acides
Acides fulviques nucléiques

Augmentation de la sensibilité Mayer et Palmer
(1996)

Phénols Cycles congélation-décongélation, B5A (20 ng./kL"l) La PVP forme des complexes avec les
Acides humiques ultra-sons, molécules contenant un groupement
Acides fulviques Chelex-IOO (20 7.), PVP-360 (2 ~.) phénollque.

Chromatographie Sur colonne de Augmentation de la sensibilité
Sephadex G-200

Guy et al. (2003)

Tsai et al. (1993)

Boues
résiduaires

Selles

Sol

Composés
organiques

Métaux lourds
Acides humiques

PVP

PVP

Extraction au phénol-chloroforme,
précipitation à l'éthanol,
Chromatographie sur colonne de
Sephadex G-50, Chelex-IOO

T4 gene 32, PVP

16 molécules testées:
Acétamide, Bétaïne, BSA, Dextran 40,
Dextran 500, DMSO, Formamide,
Giycérol, T4 Gene 32, Nonidet P-40,
PEG 400, PEG 4000, Inhibiteurs de
protéinases, CTMA, Tween 20, Tween
80

Semi-nested PCR, double PCR

L'utilisation de la PVP et de la protéine T4
Gene 32 permet d'améliorer les valeurs de
Ct en PCR quantitative

PCR qualitative: la B5A et la protéine T4
gene 32 sont les molécules les plus
efficaces. Toutefois les résultats obtenus
avec la T4 gene 32 s'avèrent peu
reproductibles.

PCR quantitative: la bétoine est la molécule
la plus efficace.
Augmentation de la sensibilité
Combinaison la plus intéresssante:
Chromatographie sur colonne de Sephadex
G-50, Chelex-IOO, semi-nested-PCR.

Monpoeho et al.
(2000)

Abu AI-Soud et
Radstrëm (2000)

Lawson et al. (1997)

Straub et al. (1995)

BSA : Bovine Serum Albumine; DMSO : Diméthyle suifoxide; CTMA : Chlorure de tétraméthylammonium; PEG : Polyéthylène glycoi ; PVP : polyvinylpyrralidone

- 52 -



Etude bibliogrophique

La première catégorie de techniques vise à éliminer les molécules inhibitrices lors de fa purification

concentration des micro-organismes ou plus généralement Jors de l'extraction des acides nucléiques. La deuxième

possibilité consiste généralement à faire intervenir, fors de l'amplification, des molécules pouvant masquer

portiellement ou totalement l'effet des inhibiteurs.

Les techniques de purification des kystes en éliminant une partie des débris permettent de diminuer la

concentration en inhibiteurs avant l'extraction de l'ADN. Ainsi, l'IMS qui s'est récemment développée peut

permettre la récupération des kystes de Giardia ou des oocystes de Cryptasporidium et une élimination

performante des inhibiteurs (Johnson et al., 1995; Lowery et al., 2000). Sur le même principe, Kaucner et

Stinear (1998) utilisent des billes marqués par des séquences poly-T (oligo-d(T)n) pour la purification de l'ARNm

suite à la lyse des kystes de Giardia par des cycles de congélation-décongélation. L'IMS a prouvé son efficacité

pour des échantillons peu turbides, mais aussi ses limites lors de l'analyse d'échantillons fortement chargés. Cette

technique dont le rendement peut être influencé par la composition du milieu est dans certains cas associée à une

purification par des résines, notamment le Chelex-100 (Lowery et al., 2000). En effet, les procédés visant à

piéger les inhibiteurs de la PCR sur colonnes de Sephadex ou par utilisation de PVP (polyvinylpyrrolidone) et

surtout de Chelex-100 semblent efficaceS. Le Chelex-100 est une résine échangeuse d'ions capable de chélater

les ions plurivalents (Mygind et al., 2002). La PVP serait capable de piéger les molécules caractérisées par un

groupement phénolique notamment les acides humiques (Guy et al., 2003). Certains auteurs associent le Chelex

100 à des cycles de congélation-décongélation visant à rompre la paroi des kystes de Giardia et surtout des

oocystes de Cryptosporidium, et ainsi à améliorer l'étape de libération des acides nucléiques (Fontaine et Guillot,

2003). De nombreuses publications récentes associent l'IMS, les cycles de congélation-décongélation et/ou

l'emploi de Chelex-100 aux kits d'extraction des acides nucléiques dont certains sont destinés à l'analyse

d'échantillons très chargés en matière organique (selles, sols) (Guy et al., 2003 ; Sumlaiman et al., 2004; Verweij

et al., 2003).

La deuxième voie d'optimisation consiste à agir au niveau de l'amplification des acides nucléiques. La B5A

(Bovine Serum Albumin) et la protéine T4 Gene 32 apparaissent comme les molécules les plus efficaces pour

masquer l'effet des inhibiteurs co-extraits avec l'ADN ou l'ARN. L'action de la BSA pourrait être expliquée par sa

capacité à Se lier aux inhibiteurs (Abu AI-Soud et Radstrom, 2000). La protéine T4 Gene 32 jouerait

essentiellement un rôle lors de l'étape de rétro-transcription de l'ARNm en ADNc car elle augmenterait

l'efficacité de la synthèse du brin d'ADN complémentaire (Chandler et al., 1998). Malheureusement, la

combinaison de ces molécules ne permet pas d'obtenir une synergie d'élimination des inhibiteurs (Abu AI-Soud et

Radstrom, 2000). La BSA et la protéine T4 Gene 32 semblent n'avoir aucun effet sur l'inhibition due à la

présence de NaCI (0.1 M), SDS (0.1 mM), Triton X-100 (100 %) et sels biliaires (1 à 10 ~g.~L·') (Kreader, 1996).

La Taq polymérase peut être inhibée par une CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) en acides

humiques de 0.1 ~g.mL·' (Tebbe et Vahjen, 1993). Toutefois, certaines ADN polymérases présentent une

résistance beaucoup plus importante vis-à~vis des acides humiques (Tebbe et Vahjen, 1993). Ainsi, Abu AI-Soud

et Radstrom (1998) comparent neuf ADN polymérases et constatent que la sensibilité de la PCR aux inhibiteurs
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varie suivant l'enzyme utilisée. Schwieger et Tebbe (1997) montrent une meilleure résistance de la PCR

qualitative aux acides humiques en présence de T4 Gene 32, mais aussi suivant l'enzyme d'amplification utilisée.

Afin d'éviter l'obtention de faux négatifs, il est également possible soit de diluer l'échantillon, soit de

réaliser une double amplification de l'ADN par semi-nested PCR, nested PCR, voire par double PCR. La dilution de

l'échantillon peut dans certains cas poser un problème de sensibilité pour les échantillons contenant de trop

faibles concentrations d'ADN cible (Rodgers et al., 1993). L'emploi d'une double amplification est réalisée par

certains auteurs lorsque les techniques testées en amont de la PCR se révèlent insuffisantes (Mayer et Palmer,

1996; Straub et al., 1995). Toutefois, ce procédé présente le risque majeur d'entraîner de faux positifs suite à

une contamination par de l'ADN amplifié.

Le problème majeur pour l'ensemble des techniques décrites ci-dessus reste le choix d'un protocole

adapté à la nature de l'échantillon à analyser (eau potable, eau de surface, eau usée, boue) dont la composition

physÎCo-chirnique est susceptible de varier d'un prélèvement à l'autre. Certaines équipes mettent alors en place un

contrôle interne positif afin d'évaluer le niveau d'inhibition. Ainsi, Kaucner et Stinear (1998) utilisent un contrôle

interne qui est une séquence oligonucléotidique amplifiée par des amorces distinctes de celles utilisées pour la

détection des kystes de Giardia, afin de s'assurer de l'absence d'inhibition lors de leurs expérimentations.

Globalement, le contrôle interne reste une technique peu employée pour la détection des kystes de Giardia par

rapport à d'autres micro-organismes, notamment les virus. La plupart des auteurs évaluent le rendement de leur

protocole par dopage d'échantillons environnementaux (Rimhanen-Finne et al., 2001 et 2002) ou comparent les

résultats de la PCR qualitative ou quantitative avec ceux obtenus par immunofluorescence (Guy et al., 2003 ;

Mayer et Palmer, 1996).

8.5.2- Les problèmes de spécificité.

La sélection d'amorces et de sondes nécessite de disposer d'un nombre suffisant de séquences pour que

les expérimentations n'aboutissent pas à des résultats faussement positifs et à des conclusions erronées (Monis

et al., 2002). Ainsi Baruch et al. (1996) ont développé une PCR-RFLP en se basant uniquement sur des séquences

appartenant aux génotypes A et B de G. lamblia et l'ont proposée pour l'étude épidémiologique de Giardia. Il s'est

ensuite avéré que cette PCR-RFLP pouvait entraîner de faux positifs à partir de kystes appartenant à d'autres

génotypes ou à d'autres espèces (Monis et Andrews, 1998). Ainsi l'utilisation de cibles séquencées pour un grand

nombre d'isolats et la vérification de la spécificité des amorces et des sondes à partir des séquences disponibles

dans les bases de données sont indispensables avant toute analyse d'échantillons environnementaux, afin de

limiter le risque de faux positifs.

9- Les voies de contamination de Giardia,

9.1- Les mammifères en tant que réservoir de Giardia lamblia.

L'Homme, les animaux domestiques ou d'élevage et enfin les animaux sauvages constituent des réservoirs

potentiels de Giardia. Les études concernant les animaux sont plus récentes et moins nombreuses. Ainsi,

l'importance de chacune de ces sources est actuellement mal connue (Heitman et al., 2002).
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Giardia lamblia est considérée comme étant la seuJe espèce pathogène pour l'Homme, mais elle est

également isolée chez les animaux domestiques et d'élevage. Les mammifères sauvages peuvent également être

porteurs de G. lamblia, mais aussi des espèces G. muris et G. microti qui sont spécifiques des rongeurs (tableau 2,

page 6). Les génotypes A et B de G. lamblia sont pathogènes pour l'Homme, mais aussi pour d'autres mammifères.

Dans notre étude concernant les différents réservoirs de Giardia, nous noUS sommes intéressés à la prévalence

de ce protozoaire pour l'ensemble des réservoirs potentiels, mais aussi aux résultats récents concernant le

génotypage des isolats provenant de l'Homme et des animaux domestiques et d'élevage.

9.1.1.- Réservoir en milieu urbain.

9.1.1.1- Giardia lamblia chez l'Homme: prévalence et génotypage.

Les études concernant la détection de G. lamblia chez l'Homme en France (tableau 17) aboutissent

généralement à des prévalences faibles avec des cas particuliers suivant l'âge et la profession. Ainsi, chez

J'adulte, la prévalence peut être estimée entre 1 et 3 'l'o. Par contre, pour des professions plus exposées comme

les égoutiers, la prévalence peut être plus élevée et atteindre 16,5 'l'o. Le personnel de crèche ferait également

partie d'une population à risque plus élevé de giardiose. Lors d'une étude réalisée dans une crèche, Dupouy-Camet

et al. (1990) observent une prévalence de 35,5 '1'0 chez les enfants (n = 62) et constatent également que 20 '1'0

(n = 20) du personnel de cet établissement est porteur.

Tableau 17 : Prévalence de Giardia lamblia chez "Homme en France

Population Prévalence Localisation Références
Population globale 670 (n - 10 000) Gord Fontaine et al. (1984)
Adultes 2,570 (n 0 300) Rennes Doby et al. (1983)

.......... __ .. __ __ 3,~ .%J~.:.3.~gL __ __ . __ __ __ __ __ .
Hommes jeunes 1.6 '}la (n =1 000) I1e~de-France Hernandez et al. (1997)

_____________________________________ ~_ __ ______ _ _ ~!!'_êf!i~!l_S_ ~~~='!_ ____ __ ___ ______ _ _ _
__ _______~j_C!~9_~<:I?!"§_ ~~~~_ ~~~~~~~~_':~~9~iq,:!~ !:?~~ _~_~~~: _~1) ~y~~ ç~!!~_ ~!_c!.': ~~~?.~1 _

Egoutiers 5 % (n = 56) Brest Lejeune et al. (1982)
16,570 (n =54) Rennes Doby et al. (1983)
5,570 (n =52)

......................... . ~,~.% f~.: ~~gL. ~~ris ?!,!"oss~~. ~t.~/, fI99.~l ..
Emploi dans l'alimentation 0 '10 (n =' 60) Brest Lejeune et al. (1982)

2,970 (n =307) Paris Rousset et al. (1993)

.......... __ .. __ .__ ..1.,4. y~ fn.=.3.~~) ~~éi.s __ ..?c.h1~~ser.~t.~/,J~??9l .
Personnel de crèches 4,6 '10 (n=' 86) Paris Rousset et al. (1993)

20 70 (n =20) Essonne Dupouy·Camet et al. (1990)

Enfants (crèches)
7 à 35 mois
Fratrie

35,5 % (n 0 62)
9,4 % (n =32)

Essonne Dupouy·Camet et al. (1990)

Le tabJeau 18 regroupe les valeurs de prévalence de G. lamblia chez les enfants et les adultes dans

différents pays. Globalement la prévalence varie suivant le niveau d'hygiène du pays. Ainsi, dans les pays

développés la prévalence est généralement comprise entre 1 et 5 '1'0, alors qu'elle varie de 20 à 50 '1'0 dans les pays

en voie de développement (Gendrel et al., 2003). Toutefois, des études réalisés au Vietnam ou en Jameiique

relèvent des prévalences nettement inférieures à 20 io. Par contre, les populations vivant dans des conditions

d'hygiène non satisfaisantes présentent des prévalences élevées chez les adultes (12,5 '1'0) et surtout chez les

enfants (32.1 '1'0) (Meloni et al., 1993).
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Tableau 18 : Prévalence de Giardia lamblia chez l'Homme dans le reste du monde

Population

Population globale

Localisation Prévalence Références

Arabie Saoudite 28,570 (n = 600) AI-Tukhi etai. (1996)
Brésil 33 70 (n = 90) Rocha et al. (1999)

Inde 53,870 (n =78) Kan9 et al. (1998)
Inde 8,8 % (n = 330) Traub et al. (2004)

Italie 2 % (n = 300) Capelli et al. (2003)

Jomaique 5,2 % (n = 328) Linda etai. (1998)

Nouvelle-Zélande 7,570 (n = 66) Learmonth et al. (2003)

Pacifique 1,270 (n = 4941) Small et al. (2003)

.. y!~!"_~'!' .3_~..7~_Jn_=..z52~L_y~r'-e_eL~JZ.<!!J_3) _
Aucun signe clinique Pays-Bas 3,370 (n = 574) de Wit et al. (2001)
Gastro-entérite 5,4 'ln (n::: 857)

Adultes
Arabie Saoudite 17,870 (n = 492) AI-Tukhi et al. (1996)

---:-c,.----..-..- ..--.--....------- --.-....---- _-=I:.::nd=e'--,.-- -'3:.:0'-:r.:::o--'('-'n-,=,.:3:.::2":)*=,.--_-'K~a:::n"cg .=e.:..t",al.:...("1,,,99:..:8,,)=
_-=S"o"ld"a::ts=,---_--,..._.__..__.__.._.._..__ ._._... Afghanistan 12,9470 (n =595) Jalili et Cerven (199.~L __

20 à 80 ons, abor.ig!~s.... __....._._ .______ Australie 12,570 (n = 24) Meloni et al. (1993)

Résidents étrangers depuis plus de 2 ons Népal 1670 (n =77) Shlim et 01. (1999)

Enfants

6 mois à 14 ans, fratrie d'enfants porteurs Sénégal

Oà>20ans
oà 13 ans, aborigènes
< 5 ans, crèches
2 à 12 ans
oà 6 ans, crèche

Oà24mois
oà 4 ans, crèche
6 à 48 mois, crèche

là3ans
Enfants scolarisés
oà 15 ans
Bédouins,O à 2 ans, asymptomatiques
Oà2ans

Cancéreux sous chimiothérapie, 9 mois à 11 ans

1 à 14 ans

Arabie Saoudite

Argentine

Australie

Australie

Brésil
Brésil

Brésil
Cuba
Espagne

Etats-Unis

Gabon
Inde

Israël

Jamaïque
Malaisie

Mexique

76,870 (n = 108)
2370 (n = 396)
32,1 70 (n = 361)
7,670 (n =353)
27,670 (n = 127)
63,370 (n = 147)
séroprévalence : 82 '10
27,4 70 (n = 157)*
20 % (n = 365)
25,370 (n = 170)

7,1 70 (n = 518)
25,1 70 (n =395)
>6070 (n=46)
28,570 (n = 164)
5,1 70 (n = 78)
670 (n = 50)
18,370 (n = 1478)

3270 (n = 403)

AI-Tukhi et al. (1996)

Guignard et al. (2000)

Meloni et al. (1993)

Read et 01. (2002)

Souza et al. (2003)

Guimaraes et al. (2002)

Newman et al. (2001)

Nunez et al. (1999)

Rodriguez-Hernandez et
01. (1996)

Harter et al. (1982)

Gendrel et al. (2003)

Kong et al. (1998)

Fraser et al. (1997)

Linda et al. (1998)

Menan et al. (1999)

Morales-Espinoza et al.
(2003)
Faye et al. (1997)

* : prévalence déterminée suite à l'analyse de plusieurs selles par patient

Comme nous l'avons précédemment constaté pour les études réalisées en France, les enfants présentent

une prévalence plus élevée que les adultes. En Inde, Kong et al. (1998) observent une prévalence supérieure ou

égale à 60 70 chez les enfants jusqu'à 15 ans. Dans ce pays, Traub et al. (2004) montrent une prévalence plus

élevée chez les enfants entre 0 et 15 ans, avec un pic de prévalence de 21 % pour les enfants âgés de 6 à 9 ans.

AI-Tukhi et al. (1996) constatent que 76,8 70 des enfants et 17,8 70 des adultes sont porteurs de Giardia en

Arabie Saoudite. Les prévalences sont généralement élevées chez les enfants, quelque soit le pays étudié. Ainsi,

Guimaraes et al. (2002) observent une prévalence de 63,3 70 pour 147 enfants brésiliens. En Espagne, Rodriguez

Hernandez et al. (1996) constatent que 25,3 70 (n = 170) des enfants d'une crèche sont porteurs de Giardia.

Lors d'une étude réalisée sur deux ans, Read et al. (2002) ont constaté que pour 35 70 des enfants

porteurs de Giardia (n =353), les selles étaient positives pour deux analyses au minimum. Malheureusement, la
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détermination des génotypes n'a pas permis de montrer s'il s'agissait d'une giardiose chronique oU d'une nouvelle

contamination.

Lo première étude concernont le génotypage de kystes isolés de selles humaines est publiée par Hopkins

et al. en 1997. La majorité des résultats présentés dans le tableau 19 proviennent d'études publiées depuis 2000,

ce qui souligne l'intérêt croissant pour une identification plus précise des isolats.

Tableau 19 ~ Génotypes de Giardia lamblia isolés chez l'Homme

Karanis et al. (1998)

Références
•

Génotype 1 AssemblageTechnique
PCR-RFLP

Cible
VSP, TSP,
TSA,GDH

Allemagne

Localisation
42 %: A-I
5070: A-II
870: B

-----------------------------------------------------------------------_.~---------------------------------------------------.-------------------------

Australie ARNr Séquençage 92 70 : B n ~ 13 Hopkins et al. (1997)
8'1o:AetB

Andrews et al. (1998)1870: A-I
1870: A-II
3670: B-III
2870: B-IV

Electrophorèse
al/ozymique

----------------------------------------------------------------------~-------------------------------------------------~----------------

* n =11

ARNr Séquençage 3070 : A n ~ 23 Read et al. (2002)
7070: B._--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

GDH PcR-RFLP 12,570: A-I n ~ BRead et al. (2004)
12,570: A-II
7570: B--------------------------------------------------------------------------------------- --------------------------------------~-------------------------------------------------

Canada ~-giardjne PCR quantitative 2010; A n = 15 Guy et al. (2004)
6070: B
20%:AetB

----------------------------------------------------------------~----------------------------------------------------~-----------------------------------------

Chine TPI Séquençage 6670: B n ~ 3 Lu et al. (1998)
33 Ïo; A-I et B

._----------------------------------------------------------------------------------------~------------------------------~--------------._---

ARNr Séquençage 50 70 : A n ~ 8 Yang et al. (2000)
5070:B

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------~----------~----------

.-E~,_é~ ~~!: . ~~9.u_e~>_"!1" ..!QO_7~:_~ . : n_=L :>'~~~.a!j.?gg_Q) .
__Eta~_:.~~~ ~! ~~P:J_~~ç_~9_~ . ~Ri~é~i!:_: 19_1?_y~_~_~ ~_~__?.. ~_~~~~~~_~_!_~_(?529_~L _
Grande- TPI PCR-RFLP Cas sporadiques; n = 33 Amar et al. (2002)
Bretagne 27 %: A-II

6470: B
9 %: A-II et B
Epidémie dans une crèche: n = 21
10070:B-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

._!~<:i_~ F! ~~_'l"_et1>_a2~ ._!Q~~_:__~__. . .__n-=__!Q ,s.ul~~~~_"t_~l..i2003L _
Italie ARNr Séquençage 80 70 : A n ~ 30 Caccio et al. (2002)

_________________.P.::9i~_"i_~" .P_C~:~E~~ ?g_?~:fl . . _
Mexique VSP PCR-RFLP 100 % : A-II * n = 19 Ponce-Macotela et al.

___________________________. . . . !-?QQ-?L .
GDH et VSP PcR-RFLP 10070: A-I • n ~ 26 Cedillo-Rivera et al.

__.__. . . . J2Q.0_31. . _
Pays-Bas TSA PCR-RFLP 60 70 : A n ~ 15 Hamon et al. (1998)

..§Qf:I .__. ~g._70_,_.fl .
GDH PcR-RFLP 5070 : A n ~ lB Homan et Mank (2001)

5070:B
----------------------~----------------------------------------------------------------~~-------------------------------------------------------------------------------------

Pérou TPI Séquençage 24 % ; A n = 25 Suloiman et al. (2003)
7670: B

* = analyse après culture in vitro ou in vivo. TSA: antigène de surface des trophozoïtes / T5P : protéine de surface des

trophozoïtes

Dans ce tableau, les données bibliographiques concernant le génotypage de Giardia isolés de selles

humaines ont été reportées quel que soit le traitement subi par les kystes avant leur génotypage. Ainsi, pour cinq

études, le génotypage est réalisé après multiplication des kystes en laboratoire. Or, ces méthodes peuvent
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entraîner une sélection des génotypes présents initialement dans l'échantillon et peuvent donc être responsables

de biais dans l'analyse des génotypes (paragraphe 5.6, page 20). En effet, parmi ces cinq études, trois identifient

uniquement le génotype A.

Pour les 12 études réalisées directement sur des kystes isolés de selles et correspondant à des cas

sporadiques, le génotype A est isolé dans 45 70 des échantillons et le génotype B présente un pourcentage plus

élevé puisqu'il est identifié pour 59 70 des patients. La présence concomitante de deux génotypes chez un même

patient est actuellement réportée pour seulement quatre études et concerne globalement un nombre de

prélèvements assez faible (8 échantillons, 4 70). Ainsi, Hopkins et al. (1997) ont retrouvé les séquences de ces

deux génotypes dans un seul échantillon (n = 13) et Lu et al. (1998) ont identifié les assemblages A-I et B dans

une selle (n = 3). Plus récemment, Amar et al. (2002) ont isolé les sous-génotypes A-II et B dans trois

échantillons (n = 33) et Guy et al. (2004) ont mis en évidence les génotypes A et B pour trois prélèvements

(n =15).

Seules deux études reportent des résultats de génotypage à partir d'échantillons provenant d'épidémies.

L'étude portant sur le plus grand nombre de cas est réalisée par Amar et al. (2002) qui ont isolé uniquement

l'assemblage B sur les 21 prélèvements de selles provenant d'une épidémie de giardiose dans une crèche en

Grande-Bretagne décrite initialement par Linnane et al. (2001). Sulaiman et al. (2003) ont isolé l'assemblage B

dans seulement deux isolats provenant d'une épidémie d'origine alimentaire aux Etats-Unis.

Actuellement, le nombre encore trop restreint d'études et d'échantillons, ne permet pas de déterminer

si l'un de ses deux génotypes est plus fréquent, plus virulent ou présente une résistance plus importante aux

traitements classiques par les nitro-5 imidazolés.

9.1.1.2- Giardia lamblia chez les animaux domestiques: prévalence et génotypoge.

La plupart des études portant sur la prévalence de Giardia lamblia chez les animaux domestiques (chiens

et chats) sont récentes (tableau 20). Des prévalences supérieures à 10 70 sont fréquemment observées quelque

soit le pays concerné. Barutzki et Schaper (2003) ont ainsi montré que chez les chiens et les chats, Giardia est

l'endoparasite dont la prévalence est la plus élevée. Bugg et al. (1999) constatent également que Giardia est le

parasite intestinal le plus fréquent chez les chiens. Hackett et Lappin (2003) n'observent pas de différence de

prévalence en présence ou en l'absence de diarrhées chez le chien.

Tableau 20 : Données bibliographiques concernant la prévalence de Giardia chez les animaux domestiques

Animal
Chiens

Chats

Localisation Prévalence Références
Allemagne 16,6 % (n =8438) Barutzki et Schaper (2003)

---------------------~ ------------------------------------------------------ -----------------------~-_ ..-------------------------
Austra1ie __!~_~_,(~_=.!~?L ~~~~_ni_!!L".U!~~?L __

22.1 % (n =421) Bugg et al. (1999)
< 6 mois: 11,4 'lo

------------ ------ --------------_:.._?_-~~!~-_:_-~!Q~--------------------- -------------------- - ----~---------------------------------------------
Espagne < 6 mois: 21.9 70 (n =105) Diaz et al. (1996)

_________________________________________ ~_6.rn~iUQ~70~(rl_=_.s.!?L___________________________________________________________________ .. _
Etats-Unis ~ ~__5"_4__~~Jn_c__I_3QL ..___11."~l<e!!.e.t_~al'l'i~_(?__OQ?) ..
Grande-Bret(l9~e l1}_7~_(~~_1_()0l.. .. ~~(;~irn_a~~_rl_e!-"L!.!~~?L ..
!nd..___ ~__7~_~~':_~~c.':~:~=~!_e_L~~_7:'._~_a~_PEI< __(n__~_1.<)_IJ..__~__ I~~u_b~!__"_'j?gg_~L ..
Italie 21.370 (n =616) Capelli et 01. (2003)
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Le tableau 21 présente les données concernant le génotypage de kystes de Giardia isolés de chats et de

chiens. La plupart des études détectent des kystes appartenant aux génotypes A et B, pathogènes pour l'Homme

dans ces prélèvements. Toutefois, ces génotypes semblent moins fréquemment isolés que les génotypes C et D

considérés comme spécifiques à ces animaux domestiques. Ces études, encore peu nombreuses, prouvent

toutefois que ces animaux constituent un réservoir potentiel de kystes de Giardia pathogènes pour l'Homme et

qu'une transmission zoonotique par ces animaux domestiques ne peut être totalement exclue.

Tableau 21 : Génotypes de Giardia lamblia isolés chez les animaux domestiques

Rend et al. (2004)

Références
n =12

Génotype / Assemblage
Séquençage,

PCR-RFLP

Technique
ARNr,
GDH

Cible
Austrafie

Localisation
17%:B-IV
177.: C
667.: D

------~---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------,----------

_Italie_.. .. ~..1<~~ s.~_~~"_ç~.e ~?g_~_~~_______________________ __"__=L B.e~~i~i __eLa!:.c.~!!.~2. _
Mexique VSP PCR-RFLP 100 %: A-II n = 1* Ponce-Macotelo et 0/_ (2002)

Animal
Chats

ARNr,
GDH

Australie

Austrolie ARNr Séquençage 11 7. : Cet B n =g Hopkins et al. (1997)
787.: C

11 %: D
--------------~------------~---------~- ---------------------------------------------------------------------------------------------------~-------------

Séquençage, 11 ~o :A-T n =9 Rend et al. (2004)
PCR-RFLP 227. : B-IV

447.:C
22 %: D

Chiens

_E_!~!?~Uni~ ~~ ~é_'I.u~~C;~~~ J'O_~!~_,_~ _"_=l~ ~~lail11o_~__eL"'~L~'!.()_3L _
_~~~:. ~: ,;~.'!~"n2.~!l.e A e!_~ ~=_3~ :r:r_a~~_~t__a!j~()()~L _
Italie ARNr Séquençage 23,5/0; A ou A et C n = 17 Berrilli et al. (2004)

____________________________________________________. Z~2_:t~~,Q_~~_C_~_~ . . . .
J~_"n ~~!:1 Sé'l~~~C;~~~ J.~0_!~,_'?_______________________~_:_5 ,\~~_~!.aL(2.Q()~L .
Mexique VSP PCR-RFLP 100 % : A-II n= 2* Ponce-Mocotela et al. (2002)

9.1.2- Réservoir en milieu extra-urbain.

En milieu extra-urbain, le réservoir de kystes de Giardia peut être constitué soit par les animaux

d'élevage, soit par les animaux sauvages. Bien entendu, les animaux d'élevage est un réservoir mieux connu que les

animaux sauvages qui constituent un réservoir difficile à étudier et pour lesquels peu d'études sont publiées à

l'heure actuelle_

9.1.2.1- Giardia lamblia chez les animaux d'élevage: prévalence et génotypage.

Le tableau 22 regroupe les données bibliographiques concernant la prévalence de Giardia chez les

animaux d'élevage, les bovins constituant la majorité des études réalisées sur ces animaux.
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Tableau 22 : Données concernant la prévalence de Giardia chez les animaux d'élevage (bovins, caprins, ovins et porcins)

Localisation Nombre
de sites

Classe d'âge Prévalence Références

BOVINS Australie 2 Veaux: 2 à 10 semaines 5810 Cn - 36) O'Handley et al. (2000)

Buret et al. (1990)

(n =20)
0%
85 %
217.

6 veaux 22,7 % (n - 23)
adultes 07. (n = 26)

--(;------------------;-(;';;oi5---------------------31 -;ç(n-;--Z5)------------------------OTson-ëi·,ii.(ï9970j------

>6 mois 117. (n= 54)
-ZO----------------0(\Z45emolne5----------------------73-%--{n-:;-3-S6y----------------------Ülsoï,et al. (1997bf----

:I:::==::=:::::::::TEg::~!'ti>ai!!~ =:=~~=::::==:=~=~=I~:~']~L:::::=:=:::::::=::=:~'::()'Ha~~et,iLI@QOJ::
7 Veaux et adultes 20,277. (n = 893) Heitman et al. (2002)
4 46,53 % (n = 518)

::L=::::::::::=:::t(\l(i=s~;;;a~;;~::::=:::=:::=:=::._--_"T..:.4..:.-%::.--"'(n"'-=:..--..:.49"'-5"'),-_-_-_--_-_--_--_--_-_--_--_~~e~iE~~~ËmQQ~t:
1 Veaux: Ralston et al. (2003)

1semaine
5 semaines
25 à 27 semaines

Canada

Mères:
Au vêlage
1semaine après vêlage
25 à 28 semaines après.
vêla e

10 7.
15 'Y.
o 'Y.

(n = 20)

Etats-Unis 2 0 à 6 mois, avec diarrhées 100 'Y. (n - 14) Xiao et al. (1993)
-3-------------------Vacfieslaitières----------------------0'l:--{iï:;'24y-------------------------- Fayer-ët 01_ (zoôéij---

10,5 'Y. (n =19)
Génisses (2 à 12 mois) 17,4 'Y. (n = 23)
Veaux (7 à 9 mois) 37,3 7. (n = 118)

-ïo'9-------------------Ü--a6'na-is------------------------------'20y-(n = iI35j-----------------Wade-et,ïï.(iÔéiOf------

6 à 24 mois 3,5 'Y. (n = 810)
>24 mois 0,2 'Y. (n = 998)

-'25------------------Adü-J'ie;;----------------------------(;;5-% (r.-:::-557y-------------------r:joarei,i[(ZOoïf--------
--N-R---------------O-(\-6';;ois~a;ec-dTarrhies-------53%---{n-;I'9)"-----------------------Haetëtâï.'(2003j----

13 0 à 8 semaines 40,6 'Y. (n - 715) Hunt et al. (2000)

Animaux sevrés et non 12 % (n - 50)
sevrés

Veaux laitiers, 0 à 3 mois
Diarrhées 29 'Y. (n = 146)
Aucun signe clinique 23 % (n;; 124)

Bjiirkman et al. (2003)

Huetink et al. (2001)

Nizeyi et al. (2002)

0,9 % (n - 112)
54,5 'Y. (n = 22)
0,8 à 15,1 ~. (n = 125)

< 1 mois
4 à 5 mois
2 mois à 2 ans

75

5Ouganda

Suède

Nouvelle
Zélande

Pays-Bas

CAPRINS Espagne NR NR 4 'Y. (n - 574) Diaz et al. (1996)

Xiao et Herd (1994)

Oison et al. (1997a)< 6 mois 0 10 (n;; 10)
>6 mois 25 'Y. (n = 24)

9

6

1à 8 semaines 35 'Y. (n - 20)
4 à 17 semaines 29 'Y. (n = 17)
4 à 24 semaines 17~. (n = 29)
1an 0 'Y. (n = 24) 9 'Y. (n = 22)
>1an 5 'Y. (n = 18) 17 'Y. (n = 21)

_________________________.J_~~!'."_!s ~_!d~_,,_~8L_5_~.'Y~_Jn_=-_5_~ _
16 Adultes de 4 à 24 ans 0 'Y. (n = 91) Johnson etai. (1997b)

Canada

Etats-Unis

EQUINS

Diaz et a/_ (1996)

Oison et al. (1997a)

NR 6,26 7. (n - 1165)NR

6 Agneaux Sous la mère 35,6 'Y. (n = 73) Buret et al. (1990)
2 à 8 mois 12,5 'Y. (n = 58)
Adu/tes 4,1 'Y. (n = 74)

-6---------------------~-(;'nâi5---------------------------------57-%-{n;40j--

>6 mois 97. (n = 22)
Espagne

CanadaOVINS

Oison et al. (1997a)6 , 6 mois 3 'Y. (n - 147)
>6 mois 18 'Y. (n = 71)

-------------------------NR-----------------------------------------Til-<y;-'[,;;4Ü'j'----------Hëitmô-,;et aC{2ÔOZj----

CanadaPORCINS
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Globalement, on constate que les prévalences sont nettement plus élevées chez les jeunes animaux que

chez les adultes. Chez les jeunes bovins la prévalence varie de 10 à 50 70 suivant les études, alors qu'elle est

qénéralement inférieure à 10 70 chez les bovins adultes. Ralston et al. (2003) observent une prévalence cumulée

de 100 %sur un groupe de 20 veaux, c'est-à-dire que pour chaque animal au minimum une analyse s'est révélée

positive pour Giardia. Xiao et of (1993) ont également observé une prévalence cumulée de 100 % lors d'une étude

réalisée aux Etats-Unis sur 47 veaux de moins de 20 semaines. Chez les ovins et les équins, fa prévalence est

également plus élevée pour les animaux de moins de six mois. Ainsi, Xiao et Herd (1994) observent une prévalence

cumulée de 71 70 pour des poulains â9és de 1 à 24 semaines.

Bjorkman et al. (2003) comparent les prévalences de Giardia, Cryptasporidium parvum, Escherichia coli

K99+, ainsi que des Rotavirus et Coronavirus chez des veaux laitiers et constatent que parmi ces cinq agents

pathogènes, Giardia intestinalis présente la prévalence la plus élevée. Le tableau 23 présente les caractéristiques

de l'excrétion des kystes de Giardia chez les bovins à partir du regroupement de plusieurs études (Oison et al.,

2004).

Tableau 23 : Caractéristiques de "excrétion des kystes de Giardia chez les bovins (Oison et al., 2004)

_:!:r."~~~~.cL~9.e..p-"ur..I~':..x.c!:~tio."_~-!,s..~y~!.~s_ _............. ~.~}.Q.~~_m."i.n.~.~_ _.._ _ .
_.~~r:~~..~.~J:~x<:!:~~~~ ..c:f.~~..~y~t-!'~ _ _._._ _._ _.__ _.~}.!?.s.~.'!"''-''.e.~__ __ .
_~9!:__~~_~_~_~!~ __~~J?L~_~~~~~!:~!~~~~ ~ ~_~_?~~~~~~~_-: _
_.'\g~_E~..~."~!!'..~~..d.~~.~~..I~..cfiarr.~~~ _._._._._._ __.:l.~~.~~~~!~~ __ _._._ .
Durée de la diarrhée 1 à 2 semaines

------~-----------------~-------------------------------------------------------------------------------------------------------

Durée de l'excrétion des kystes à la période du vêlage 0 à 3 semaines

On constate que cette parasitose présente un pic d'excrétion chez les bovins âgés de cinq semaines.

Toutefois, des pics de prévalence plus tardifs dus au mode d'élevage peuvent être observés. Lors de l'étude d'un

troupeau de 386 veaux laitiers, Oison et al. (1997b) observent également une prévalence significativement plus

faible (37 70) chez les animaux de moins de deux semaines par rapport aux veaux de 12 à 24 semaines (75 à 81 70).

L'organisation de l'exploitation et le type d'élevage peuvent expliquer les différences observées entre les études

ou les sites d'exploitation. Ainsi, Huetink et al. (2001) mettent en évidence des kystes de Giardia chez toutes les

catégories d'âges dans une ferme laitière, mais observent un pic entre 4 et 5 mois. Ce pic de prévalence plus

tardif que celui observé dans d'autres études pouvant être expliqué par le fonctionnement de l'exploitation car

les veaux sont isolés en boxe jusqu'à l'âge de deux mois. Lors d'une étude réalisée au Canada dans des élevages

bovins et laitiers, Heitman et al. (2002) constatent une prévalence plus faible dans les élevages laitiers.

L'hypothèse principale pour expliquer cette différence de prévalence est la source d'alimentation en eau qui

provenait essentiellement de captage souterrain pour les élevages laitiers.

Globalement, aucune corrélation ne semble pouvoir être montrée entre des symptômes diarrhéiques et

l'excrétion de kystes de Giardia pour l'ensemble des animaux étudiés (Buret et al., 1990 ; Hunt et al., 2000; Xiao

et al., 1994). La durée d'excrétion de 30 semaines peut être expliquée par un passage à la chronicité chez

certains animaux. Xiao et al. (1994) relèvent une durée d'excrétion de 1 à 16 semaines chez des poulains.

La quantité de kystes excrétés peut atteindre des valeurs relativement élevées puisque O'Handley et al.

(2000) observent des concentrations comprises entre 839 à 3475 kystes.g·' de selles chez des veaux de 2 à 10
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semaines. Ralston et al. (2003) relèvent une excrétion moyenne de 2230 kystes.g·' de selles chez des veaux.

Oison et al. (1997b) indiquent une excrétion moyenne de 1180 kystes.g·' de selles mais pouvant atteindre jusqu'à

2,7.105 kystes.g·' de selles chez ces animaux. Ils observent également un niveau d'excrétion plus important pour

des veaux de 0 à 12 semaines que pour ceux 12 à 24 semaines.

Ralston et al. (2003) mettent en évidence une augmentation de la prévalence chez les bovins durant le

vêlage et la semaine suivante, alors que le pourcentage devient nul pour les mêmes animaux 25 semaines après la

mise bas. Xiao et al. (1994) observent également une prévalence plus élevée chez les juments venant de pouliner

(28 70) qui pourrait être expliquée par une baisse de l'immunité. Dans les élevages, les mères pourraient alors être

une source de contamination pour les jeunes animaux (Xiao et 0/.,1994).

Les études portant sur le génotypage des kystes de G. lamblia isolés chez les animaux d'élevage,

présentées dans le tableau 24, sont très récentes, concernent exclusivement les bovins et montrent une nette

prédominance du génotype E.

Tableau 24 : Génotypes de Giardia lamblia isolés chez les animaux d'élevage

Animal Localisation
Bovins adultes

Cible Technique Génotype / Assemblage Références

Australie ARNr Séquençage 20 %; A n=5 O'Handiey et al. (2000)
8070:E

---------------------------------------------------------------~-~----------------------------------------------------------------_.

GDH PCR·RFLP 10070: E n= 16 Read et al. (2004)
________________?_~_q~~~_Ç~9_~ ~~ .

_..__.._ _.~!3t::!r S.é.q~".~~".9.e ~9_'!.~.:..E:.._._._._._".:..3.1.._ §~,.fI."!:5!..~/J~QQ~L_._
Canada ARNr Séquençage 20 70 : A n= 10 O'Handley et al. (2000)

80%: E
---~-~-----~--~~---------------------------------------------------------------------------~~--~--------------------------_.

ARNr Séquençage 2,570: A n=42 Appelbee et al. (2003)

_ _ _._ _ _.2.7c.5.J~~i._ __ _ _. _.._.._._
Etats-Unis ARNr PCR-RFLP 83 70 : A n =6 Van Keulen et al. (2002)

1770: B
~----~--------------------------------------------------------------------------------------~ -------------------------------------_.
TPI Séquençage 100 70 : E n =7 Sulaiman et al. (2003)

Veaux

_~us!~~I~._._._._ AR!'!~ _ _ ~.~.~~~~ç~~.~ ~~~.~~.~.~ _ _.n.:.~I_.__.._..~=~~:!:.=T.:":.(~~~~) .
Etats-Unis ARNr, TPI, Séquençage 1570: A n = 164 Trout et al. (2004)

........_._.__._ _ E:9i~!'~~~.._ _ ._ _.__._.._8.5..~.~!'.._._ _ _._ _ __._ .
_~~i= _ ~_~."!~_ ~é.~~=n.~~~.:._._ _I~O!"_~~_ _ n.~..~ _~:~.':!~~et a~.~~~~)___

Nouvelle-Zélande ARNr Séquençage 54 /" : A n =48 Learmonth et al. (2003)
46 %: B

~----~---~-_._~+~----~-------------------------------------------------------------------------------------------~------------------------------------------_.

Ouganda ARNr Séquençage 100 70 : A n=5 Graczyk et al. (2002)
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- ---~---------------------------------------------------------

Pays-Bas GDH PCR-RFLP 55 70 : A n=9 Huetink et al. (2001)
45'Yo:niAniB

D'après ces études, le génotype E est détecté dans 75 % des échantillons de selles de bovins (n = 377) et

les génotypes A et B concernent 2570 des prélèvements. Le génotype A est détecté dans 19 70 des cas, par contre

le génotype B n'est isolé que lors de deux études (Learmonth et al., 2003 ; van Keulen et al., 2002) et représente

610 des isolats. Ainsi, les bovins peuvent constituer un réservoir potentiel de kystes de Giardia pathogènes pour

l'Homme. Ils peuvent également être un réservoir de kystes pathogènes pour les autres animaux d'élevage mais

aussi pour les animaux sauvages. Ainsi, Haar et al. (2001) suggèrent que les bovins adultes ne représentent qu'un

risque limité de contamination directe de l'environnement. Par contre, ils peuvent être la source primaire de
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contamination pour les veauX qui vont éliminer des quantités beaucoup plus élevées de kystes dans

l'environnement.

9.1.2.2- Giardia lamblia chez les animaux sauvages.

Plusieurs études essentiellement réalisées en Amérique du Nord ont mis en évidence la présence de

kystes de Giardia dans les selles d'animaux sauvages. Ainsi, Roach et al. (1993) isolent des kystes de Giardia dans

des selles de castors, rats musqués, coyotes, ours et loups au Nord du Canada. Le tableau 25 présente des

valeurs de prévalence de Giardia observées pour des animaux sauvages.

Tableau 25 : Données concernant la prévalence de Giardia chez les animaux sauvages

Animal Prévalence Localisation Références
._,!!~?_n . ..14,6_~J~_:,__~!L ~_'!.a9.? . !:i_~!rn~~_~~_~~J~()02) _
._~I~~ . ~5c.!l.X~.f'!.:'_1.!l.L "?_n~<!? !:i_e~trn.a!:'_e!..'!!J200~L _
._C~~_a~<!_~~~v~ge ~!~l~_=__~2L lt.~!~:_~~~~ I<:~~~_~t.~~E()()_2L _
Castor Selles: 9,2 ro (n = 662) . Etats-Unis Erlandsen et al. (1990)

__~~:J~~_~~~!~~!!~,~...:J}J 'Y~i~_:=_~911_~ ~ _
..1g_X~Jn_~2~L "a_~<!? ~!!_~!:'_~~~~_Q.9..2ZL _

__________________~,~~_~J~_=__3:!1l "?_n~<!? Hei!rn_a!:'_~t__a1J~()~L _
Rat musqué Selles: 36,6 ro (n =790) Etats-Unis Erlandsen et al. (1990)

__~~,9~e:~_~~_i~!.~~!i~ale ...:..~~l~_!~_{~_:_3~~L _
._Z~l_~_(~_:'.n:~L ."I!~.rn':'9.~~ I<:~r_~~~~LqL(l_~96L _
78,26 % (n = 23) Canada Heitman et al. (2002)

Erlandsen et al. (1990) reportent des études ayant mis en évidence des prévalences comprises entre 3,4

et 18 "10 chez le castor et entre 0 et 70 % chez le rat musqué, mais ces études avaient été réalisées uniquement

sur des échantillons de selles prélevés dans l'environnement. La détection de trophozoïtes sur la muqueuse

intestinale révèle des prévalences plus élevées chez les castors et les rats musqués par rapport à l'analyse des

selles. En effet, la prévalence est alors proche de 100 "1. chez les rats musqués et les auteurs estiment la

quantité de kystes excrétés par cette espèce à 105 kystes.g-! de selles. Ces mammifères aquatiques pourraient

donc jouer un rôle non négligeable dans la contamination des eaux de surface (Erlandsen et al., 1990).

Lors d'une étude réalisée sur des canards sauvages, Kuhn et al. (2002) ont conciu que les kystes excrétés

par ces animaux n'appartenaient pas à l'espèce Giardia lamblia suite à l'absence d'amplification par deux PCR

qualitatives ciblant les gènes de la giardine et de la HSP (Heat Shock Protein), toutefois aucun résultat de

séquençage n'est publié pour ces travaux. Lors de l'analyse de selles d'oies sauvages provenant de neuf sites

distincts aux Etats-Unis, Graczyck et al. (1998) isolent des kystes de Giardia dans la totalité des prélèvements.

L'excrétion est estimée à 436 kystes.g-! dans des selles de canards sauvages (Kuhn et 01.,2002).

D'après les études concernant le génotypage de kystes provenant d'animaux sauvages (tableau 26), ces

anÎmaux peuvent constituer un réservoir de kystes de Giardia lamblia potentiellement pathogènes pour l'Homme.
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Tableau 26 : Détermination des génotypes et des espèces chez des animaux sauvages

Animal Localisation Cible Technique Génotype ou espèce Références
_~~~!~:~ ~!~!~:lj_n!~ ~~ ?_~q~~~~~9~ ~<?g_~~:_~__ ~ ~~ .!1_:_? ~~~~i~~r.!_t:.!?!·_{?9Q~~ .
_~~!illes gu9-"_nda ~'3t>1r: S_éque~>a9!' ~()()_?~:_A n_ë_~ ~r:a(;~~_~t_~':J2_0()?) .
Rats musqués Etats-Unis TPI Séquençage 62,5'10 : B n =8 Sulaimon et al. (2003)

37,5'10 : Giardia rnicrot;

9.2- Contamination de l'environnement.

9.2.1- Les eaux usées et les boues.

9.2.1.1- Contamination des eaux usées brutes.

Les valeurs cancernant la contamination des eaux usées brutes en Europe, en Amérique du Nord et dans

divers pays sont présentées dans le tableau 27. Globalement, les pourcentages d'échantillons positifs sont

compris entre 37 'Y. et 100 'Y., mais la majorité des études observent des kystes dans la totalité des

prélèvements. Les concentrations en kystes sont élevées et généralement comprises entre 10' et 104 kystes.L-I

Toutefois, certains auteurs notent des concentrations inférieures à 10 kystes.L- t
, alors que d'autres observent

des concentrations atteignant 5,2.104 kystes.l-I Une partie des voriations observées entre les différentes

études peut être expliquée par le protocole d'analyse. Roberston et al (2000) observent ainsi des concentrations

comprises entre 10' et 104 kystes.L-I avec le protocole utilisant uniquement une centrifugation et aucune étape de

purification, alors que les concentrations s'échelonnent entre 10 et 104 kystes.L-I et sont généralement

inférieures ou égales à 10' kystes.L- I pour les protocoles utilisant une ou deux étapes de purification.

Des variations horaires et surtout saisonnières des concentrations sont constatées par certains auteurs.

Gassman et Schwartzbrod (1991) observent un pic à 10 h, par contre Bukhari et al. (1997) ne montrent pas de

variation au cours de la journée. Des concentrations plus élevées en kystes de Giardia sont généralement

observées durant la saison froide ou au début du printemps (Gassman et Schwartzbrod, 1991 ; Sykora et al.,

1991 ; Wiandt et al., 1995 et 1998). Ces variations pourraient être en partie expliquées par une survie plus longue

des kystes aux basses températures.

Concernant la viabilité des kystes dans ceS eaux usées brutes, Wallis et al. (1996) observent 38,9 'Y. de

kystes qui seraient potentiellement viableS par marquage au PI et 22,2 'Y. qui sont infectieux par inoculation à des

gerbilles. Des études récentes se sont intéressées à la présence des génotypes pathogènes pour J'Homme dans

ces eaux usées. Ainsi, Caccio et al. (2003) mettent en évidence la présence des génotypes A et/ou B dans des

eaux usées prélevées dans quatre stations d'épuration. Guy et al. (2003) quantifient les génotypes A et B dans

des eaux usées par PCR en temps réel et montrent la présence de ces deux assemblages dans six échantillons

prélevés dans deux stations. Lors de J'analyse de 131 prélèvements d'eaux usées, Sulaiman et al. (2004) mettent

en évidence les génotypes A et Bdans 85 'Y. et 15 'Y. des cas respectivement.

- 64 -



Etude biblioaraphique

Tableau 27 ; Niveau de contamination des eaux usées brutes en kystes de Giardia

Localisation

Europe

Protocole de concentration et purification des kystes Technique de
détection

Pourcentage d'échantillons Concentration (kystes.L-1)

positifs
Références

France

Italie

Floculation au carbonate de calcium ou filtration sur cartouche IFA 100 fo (n :;; 38) 2,3.102 à 2,5.104 Wiandt et al. (1995)

...':~.~.?!y.~.r.?p'Y!.~~.':,.":'~.~.?~.':.?~~.~!:;~~.~!: _._._._._._ _ _ _._ _ _._._ _ _ _._ _ _ _._._._._._._._ .
Floculation au carbonate de calcium, méthode de Bailenger IFA 100 '7'0 (n:;; 26) 2,3.102 à 2,5.104 Grimason et al. (1996)

m=4371O'
ï=i;~~i;;·i;;;·;;~~~ïf;t~d;~i~;;,ï~i~m~;;;hj,-;;d;;·d~B;;~;;~g~~---.----:iFX ·.··ïool;;,(·~··;2oj--·-·-iJ;8J~2d8~O:ij03·-·------·-W;;~dtct;;i(i998)·········

Filtration sur toile de porosité 300 f.ttrl, filtration sur IFA 10010 (n =16) 2,1,103 à 4,2.104 Caccio et al. (2003)
membrane en acétate de cellulose, centrifugation (4620 g,
10 min)

Bukhori et al. (1997)10 à 1,3.10470 à 90 ~o (n = 80)IFAFiltration sur gaze, centrifugation (1500 g, 15 min), flottation
sur solution de saccharose (d : 1,18), clarification à l'éther.
··ë~;;~if~g;ti~r;(i~iïO-g~i5·;;;i~) -·····-····-·-·-·-·-·-· ········ÏFA..·-·-·-·-·- ···ïoo·%"·(~·;;·42ï ····ïiioj·d5·:2'ïo'········..· ··..·······R~·b·~~;~;~..~·t~i·(2'o·oëj)- -

Grande
Bretagne

Amérique du Nord

EtatswUnis Filtration sur cartouche en polypropylène, centrifugation,
flottation sur solution de citrate de potassium (d : 1,16)

IFA 10010 0,7 à 1,9.102

m=51
Rose et al. (1988)

:~~~!~~f:~;j9.!!9.~:::::=:::::::=::::=:=:~~~~:=:=::::::::::~~=:=:=::==:=:::::::::::::::::I~9.L=:=:=:=::::=:=:::::=:=:::::~:92j:::=::::=:=~~~:!:t}.Q~~:=:=:~~:::::::=::=::::=:=:=:r;;:~~~9.~~~!:~:;;Œ~jD::::::
.E:;~!!:~f.~!i~!~~J?29_~~.~..":'!~) _ _._._ _ _._~~~.?L _ ~2g..Y~.._._._ 5..~J.6:~2:.._ ~y.~.?!:~.~!.qL(!~~~L .
Centrifu9ation (2450 g, 10 min), flottation sur solution de IFA NR (n = 11) m = 1,3.104 Mayer et Palmer (1996)
Percoll™-saccharose (d: 1,10)

.wC~~t~if-~g~ti~-~:fJ~t-t~tj~~··~~~·~~i~ti~~-·;j~·~it~~~i:;wd;-p~t~~~wi·~;---------iFAw.ww.~~.-------.--.-w.wwïoôwr~(~-~12)w.ww.ww-~---i~io2--c\-ïiwio4w~.-----------..w.ww.w.-~-w--R;s~-~t-~ï(ï9·9·6T·~------·-·····,

Canada Centrifugation (500 9, 10 min) IFA 100 ~o (n = 8) 2,6.10' à 3,2.10' Roach etai. (1993)
·c~;t·~if·~g~ti;~-(650!ii:·fi;;tt;;i;;;·su~·s;;i;;ti;~·d·~·p;;~·~;IITM··~~···..··..··-··ÏFX·····..-......··i2~6·:y;(;·;·ï·76oi··············Gi~€~;;i~;;;~·;;-ii~fé~i~~~·~·;ljo~····W;ills·~;.-~Tii"996)········· ....
..~:.:.~.~~~_~_~!:.~_~:.: _w_~ ww .__ w.w~ ww_w .w. .__._ w_~w ..~~.j.~.jw~~9_~~~__~.!.~.:~?.~." .._ww._w . .._ w._w .._..
Centrifu9ation (3000 g, 30 min), flottation sur solution de IFA 100 ~o (n = 79) 1.102 à 9,2.10' Payment et al. (2001)

._~:.:~_~?~~:w:~w~_~~_~_~!:.?_~:.:_~~:J..'~?l .. _..~. . ".~"WW ~.~ • " __.~••~_. ._•• .w_~ "..".__._ _.~ ._._w_w_.~ .".__. .~,

..q~~!~~f.~!iq.!!~~.(~9.Q.g.,.!2.~.~~L _ _ _ _._._ !f~ ~.M.X~.L~.ë..1~~) _ ~!3._._ _ l1~!!.":'~..~.!.qLl.~gg.~L .
Centrifu90tion (12000 g, 15 min) IFA 100 ~o (n = 6) 2,4.10' à 9,9.10' Guy et al. (2003)

PCR 2,6.10' à 1,3.104

quantitative

Pays divers

Afrique du Décantation IFA 50 % Valeur maximale: 1,8.102 Kfir et al. (1995)
sud..K~;y~····· ..···......c~;;·~if·~g~ti;~(io·5ë)g:·5·;;;i~j···- ....-·-·-············..-....-·-·-··········........ÏFA"·········..··........·-·3i:y;(;·;..7ii......···..··ï:O~io3·,ï2:5:io'-······· ..·........··....···G~i,;;;;S;;·~;:;i(i996)'······-

m = 3.10'
··Ï~~~-;ï-------·--··--FiJt~~t-i~~-S~~-~~~:t~-~;h~·~np~Jyp~;;pyïèn~~fi~tt~ti;;~s~~-·-----------·_·ÏFX··---·---·-·---~-75%ën;-~B···-·-·-~vaï~~~m~xjrn~k~··3jo2-----···-·_··Z~·~"i~~~r;ri~1--~T(ï99:;)~··-

solution de citrate de potassium
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9.2.L2- Contamination des boues résiduaires.

Quelques études (tableau 28) sont menées Sur les boues résiduaires, dans certains cas en parallèle de

l'analyse d'eaux usées (Chauret et of., 1999; Rose et af., 1996). Les modes d'expression des résultats et les

disparités au niveau du type de boues analysées suivant les études rendent délicate la comparaison des

concentrations en kystes de Giardia. Toutefois, on constate qu'une majorité de prélèvements voire la totalité

contient des kystes de Giardia avec des concentrations pouvant atteindre des valeurs élevées de l'ordre de 106

kystes.g-' de boues. Ainsi, Hu et of. (1995) détectent 2,5.104 kystes.g-' de boues secondaires, Thiriat et af. (1997)

et Soares et of. (1994) reportent respectivement des concentrations maximales de 8,7.104 et 3,3.104 kystes.g-'

de boues primaires.

Très peu d'études apporttnt des renseignements concernant la viabilité de ces kystes, ainsi Thiriat et al.

(1997) détectent seulement 1 à 3 1'0 de kystes viables par utilisation de DAPI, PI et DIC.

Tableau 28 : Niveau de contamination des boues en kystes de Giardia

Pays

Australie

Canada

Prélèvement

Boues secondaires
Boues après digestion anaérobie
Boues deshydratées
Boues mixtes
Boues après digestion anaérobie
mésophile et déshydratation

Echantillons
positifs (%)

10070 (n =3)
10070 (n =5)
100 % (n =2)
100 % (n =4)
10070 (n =4)

Concentration

m=2,5.10' kystes.g'
m=7,4.10' kystes.g·'
m=3,4.10' kystes.g-'
< 2,5.10' à 1,18.10' kystes.100 go'
< 2,5.10' à 2,82.10' kystes.100 go'

Références

Hu et of. (1995)

Chauret et of. (1999)

Etats-Unis Sortie de station 8070 (n =127) 7.10' à 3.10' kystes.L-' Sykora et al. (1991)
--B~~~s-p-~i;;;~~~s-~t-s~~~-~d~i~~s-----iëio%-T;~-i2Y----7.73~io2-a-3:3~ïQ4-kYst~g:i--------------s~~~~-~t-~i.-(i9 94)------.

Boues après digestion anaérobie 10010 (n = 13) 1,03.103 à 4,14.104 kystes.g· l

mésophile (35°C)
-B-;;~~s-b~~t;s--------------------------50%----m-~-2~8~iO';;-4:8~10'-kY;t~~g:'---------R~s~-~t;;T(i99-6)---------

Sortie de station 25 10 m= 35 kystes.g-I

(épaississement chimique,
_.9..~~t~!j~~~.9_~_~~Y..9E~!_~!.~~_~L ~~~ ~ . ~ .

Boues après 10 semaines de 4410 (n = 16) 0 à 3 kystes.450 mg·l Rimhanen-Finne et al.
compostage (2004)
Sortie de station (30 semaines 35 10 (n =18) 0 à 1 kystes.450 mg-l

de compostage, chaulage)
Finlande

France Boues primaires
Boues après digestion anaérobie
mésophile (35°C)

2070 (n - 44)

10070 (n =6)
10070 (n =4)

NR (PCR qualitative)

0,9.10' à 8,7.10' kystes.g-'
3,1.l0'à 5,3.10' kystes.g-'

Rimhanen-Finne et al.
(2001)
Thiriat et a/_ (1997)

L'efficacité du traitement des boues sur l'élimination des kystes de Giardia est abordée dans le

paragraphe 10.2.2.2.

9.2.1.3- Contamination des eaux usées épurées.

Quelques études reportent des données de concentration en kystes de Giardia pour des eaux en sortie

de station d'épuration (tableau 29). Globalement, de 15 à 10070 des échantillons sont positifs et les

concentrations présentent des variations importantes entre les études mais aussi entre les prélèvements pour

une même étude. Les concentrations en kystes de Giardia sont généralement inférieures à 1.102 kystes.L-1
, mais

des valeurs plus élevées de l'ordre de 3,5.10' et 1,5.104 kystesr' sont observées par certains auteurs
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(Roach et al., 1993; Roberston et al., 2000). Les eaux usées épurées peuvent donc constituer une voie de

contamination relativement importante pour les eaux de surface dans lesquelles eUes sont rejetées. Concernant

la viabilité, Wallis et al. (1996) constatent que 7,6 % des kystes provenant de ceS eaux sont infectieux par

inoculation à des gerbilles. Garcia et al. (2002) évaluent à 26 % la proportion de kystes qui seraient viables par

marquage au PI. Lors de l'inoculation à des gerbilles, de kystes provenant d'effluents primaires et d'eaux épurées

en sortie de station, ces auteurs observent que seuls les kystes provenant des effluents primaires sont capables

de provoquer une giardiose chez ces rongeurs. L'efficacité des différentes étapes du traitement d'épuration est

abordée dans le paragraphe 10.2.2.1.

Tobteau 29 : Concentration en kystes de Giardia dans les eaux usées épurées

Localisation

Europe

Pourcentage d'échantillons positifs Concentration (kystes.L 1) Références

France

Grande-Bretagne

Amérique du Nord
Canada

.~!?,~.~.?IL!d".=.8.4)............................ ~<!..~L?'c!Q~...... !luk"-or:L~.!.~J!??ZL _ .
NR (n =42) 7 à 1,5.10' Robertson et al. (2000)

..!9.9.!dn..:.!?2................. 2..à ~!?,~Q.' _._ ~?a~~~t_~(!!).!J.~L .
100 'lo (n =79) 2 à 8,9.10' Payment et al. (2001)

..4g.J~_ _ __.._ "'.=..1L __ ~?~~.~r.a/j!9.8.§2 _.

.~..?o_ _ __ <.~.~.~~.._._ __ Syl<.?~"..~.!.aL(I.!J?..12...... .
NR (n = 10) m=11 Mayer et Palmer (1996)

Etats-Unis

Pays divers
Afrique du sud

Kenya

30 'lo

100 'lo (n =10)

m=120
valeur maximale =3,9.102

21 à 90 / m= 34

Kfir et al. (1995)

Grimoson et al. (1996)

9.2.2- Les eaux de surface.

De nombreuses études sont réalisées sur les eaux de surface (tableau 30). Les pourcentages

d'échantillons positifs présentent de grandes variations suivant les études et s'échelonnent de 6,7 à 100 '7'0 pour

une détection par immunofluorescence. Lorsque les eauX analysées reçoivent des rejets urbains ou agricoles, les

pourcentages d'échantillons positifs sont généralement plus élevés. Ainsi, Rose et al. (1991) constatent que les

pourcentages d'échantillons positifs sont trois à quatre fois plus importants pour des eaux de rivière ou de lac

recevant des rejets urbains ou agricoles que pour des eaux protégées.

Pour les échantillons positifs, les concentrations sont généralement comprises entre 10' et 102

kystes.100 L·I Toutefois, certains auteurs observent des concentrations plus élevées de l'ordre de

106 kystes.100 L-1
. Pour certaines études, ces valeurs sont expliquées par un rejet d'eau usée non traitée à

proximité du site de prélèvement (Alame et 0/.,1998 ; Hachich et al., 2004 ; Ho et Tam, 1998a).
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Tableau 30 Niveau de contamination des eaux de surface en kystes de Giardia

Localisation Type de prélèvement Protocole de concentration et purification
des kystes

Technique
de détection

Rejets
urbains

Rejets
agricoles

Pourcentage
d'échantillons

positifs

Concentration en kystes Références

Europe
Karanis et al (1996)2 à 1.10' kystes.100 Vi83,37. (n' 12)NRNRIFARivièresAllemagne Filtration sur cartouche en polypropylène,

flottation sur saccharase (1,5 Md:)
~·F;~-;;-~~~·~··_··_···-R-;~iè~-~s-------------------------Filt~-~ti~-~-~~;m~-mb;;-M;-d'~ë~"t~t~-d;·-------·-_·_-·--·iF-A-·---------·o·~i·--·-----·--NR----·--6-4:5-%-(n-;-3iY'---'--2-Ô-9~6:io2'ky~t~~L:i------------------Alam~·;t·~T(T9·9·â)-····

cellulose-------.-.---------.----------------------------------_._._ _._ _._._._ _.-._._ _._._._._._ _._ _._._.._._._ _ -.-.._._._ _._ _.._._._ _._ _._._..__ .
Finlande Rivières, lacs et Filtration sur membrane en polycarbonate, PCR NR NR 1,8 ïo (n;: 54) NR Rimhanen-Finne et al.

__~i!:_~!:_~~E!~_~~ __. ~~P.~!.~!2~~..~t:!1_'!'~~~~.~;L~.ti~.~ .._ _._._._ _._._._ _ _ _ _._ _ _ _._ _._ (5.?~~L._._._ .._.. .. _
Rivières et lacs Filtration sur membrane en polycarbonate, IFA, PCR NR NR 13,7 7. (n' 139) NR Horman et al. (2004)

______. ..__.__. ..__ _ ~~E.~.1:~2.?.~..~~!!'~.~~~.~9..~.~.ti9..l::l.~ _._._ _ __ _ _ _.__ _ _._ __ _._ _._ .
Grande- NR Filtration sur cartouche en polypropylène, IFA NR NR 46,6 7. (n' 58) m' 0,14 kyste.L-1 Gilmour et al. (1991)
Bretagne flottation sur solution de saccharose,

·it~li~··-··-··-----··R·i-~i~~~···--·--···-·--···········-··Fiïtr~;.i~;~;·~~·;;~~~h~·;~p~lyp~~pylè~~:·····-·-·-·ÏFA·············-o~i··········o~i-····ïëë·~k(~·;·ïï)·······ï·O~5~6~ï6"iky;t·~sJOëLT-·--·-·---·B;~tcl~-~ci~t-~ -/~..-------.
flottation sur solution de Percallm - m' 1,4.10' kystes.100 L- I (1998)
saccharose (U5-EPA, 1995)

·-N~r·~è9~··········"L~~~·~t·~i~iè·~;;-··············FiItr~;.i~·;ü·~·m;mbr~~;~~ép~·~~ti~~··········-····-·-·-iF-;\···-··-····F~~~tT~~--··-F~~~ti~n·-ïï:8··%·T;;·4ë8)·····ï··à·4·ky~t~~~ïëi"L···i-·-···········-·---·--·R~·b~~t;~~-~t-Gj~r-d-~----

immunomagnétique du site du site (2001b)

Amérique du Nord
Canada Eau de surface Filtration sur cartouche en polypropylène,

sonication, flottation sur solution de
--E-;~-d~-s~r-f~~-~·-------------- Percoll"T7l\ -saccharose (d : 1,10)
.--- _-._ _ - ----..
Eau de surface

IFA Oui Oui 81,27. (n' 85) 4.10-' à 66 kystes.L-1 LeChevallier et al.
m' 2,77 kvstes.L-1 (19910)-----_ _ _ _-_._---_._._ __._ _.__.._ _._ _ _ _.,;,{ _._ _.-_.._.__._.._..-..-.__.---.--.------------------

IFA Oui NR 327. (n , 22) NR Roach et al. (1993)
-----iFA---------I=;;ncti~n----F_;,-;;~ti~n----2-ë:9-%-(n-;117;3y---Gi~é;~i;;;~~t-~-2-ky~t;~.LT------w;;ïïis-~;:-;;T(ï996)-----

du site du site
---.-_.-_._---..------------.-..-----------------.---..------------------.--------------------------------------------------------------.------------------------------------------------------------------_._-_ _- _ -._- _.--.-..- ..----.-------------------

Centrifugation (3000 g, 30 min), flottation IFA Fonction Fonction 607. (n , 391) Payment et al. (2000)
sur solution de PercoWM-saccharose (d : du site du site
1,12)

--Et;;tS:li;;is-------Ri~;~;-~----------------------------Fïït~;;ti~;sï;,:_~_;,-,:_t~u;;h~--~n-p;;l:;p;-~p;;ïèn~:----------IFï.----------------ë-~;-------------ëui--------9ë!i%(n-;2ï)-----T2k;;~t;~-.L-T"-----------------------R~S;;-~;:~T(i988)-----·

Rivière centrifugation, flottation sur solution de Oui Non 3,5.10-1 kystes.L'l
Loc citrate de potassium (d: 1,16) Non Non 9.10- 3 kystes.L-1

--Ri~;~;-~------------------------------------------------------------------------------------------iFA"--------------ë-~i------------ëui--------ZI)j--%(n-;-3!i)------m-;-lï-k;;s-t;;s~ïëô-Cr--------------------R;së-ët-~T(ï991j--------

Non Non 6,7 7. (n , 59) m' 0,35 kyste.lOO L-'
Lac Oui Oui 33,37. (n' 24) m' 6,5 kystes.lOO L· I

________________________________________________________________________________________________________________________________~9_"_ !::!"_~ !!Z_?~~~_:'_~.iL !!'__:_q~~_~~_~,!9.9._~:: .
Rivière Filtration sur cartouche en polypropylène, IFA Oui NR 1007. (n' 12) 13 à 6,5.10' kystes.lOO L- I Gibson et al. (1998)

flottation sur splution de PercoWM~

saccharose (U5-EPA, 1995)
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Tableau 30 (suite) Niveau de contamination des eaux de surface en kystes de Giardia

Localisation

Pays divers

Type de prélèvement Protocole de concentration et purification
des kystes

Technique
de détection

Rejets
urbains

Rejets
agricoles

Pourcentage
d'échantillons

positifs

Concentration en kystes Références

Afrique du Eau de surface Filtration sur membrane (p : 1,2 pm), IFA NR NR 55 ~o (n , NR) 0 à 4,6.10' kystes.lO L ., Kfir et al. (1995)
".~~~._. .._.... .__._.. ~.9.!1_~9!J~n. .__. . . ._...._.H." •••_•••_. •• • ••• !!l__:._~.Q_~Y..~J~~~_~ÇU::.:~. .__.__._. .__.ww.~ _

Brésil Eau de surface Floculation au carbonate de calcium IFA Oui Oui 27 'Yo (n = 278) aà 5,2.10~ kystes.L-t Hachich et al. (2004)
--ëi~-i·~~w·-·---------·R"i;;j~~~~-------·-w-w-w--------.Fï~~~i;ti~-~w~;·;b-;~;t;-d-~w~~ki~m-,__fJ~tt;ti~;;_----w-D=A--------NR-----------·N·R-~---sit~lw:501~------·1:9Jëi62:8.U)2k-;~t~~~L:l·ww-w-~-H;-~t~f(i995r-------·

(Hong~Kong) sur solution de Percoll-saccharose (n=3) 9 kystes.L-1

Site 2 : 66 ~o

(n'3)
-wEh·iw~~----·----··-··~RT~iè~~~-·-···-·~------·---··-··Fi~~~-~j~ti~~-~~-~~~b~~at;·d·~--~~j~i~n;:·-----------·--·-··iFA-------·--·-···ô~~i-----·--·-···o~i--------Sit~-ï-:·ïoo-1;·--··-··-ïôô-4~7~ïô-2·ky;t~;~L:i·--·--·--·····---·-H~-~t·T~m--(i99·8~y-·-·-·

(Hong-Kong) flottation sur solution de Percoll- (n'52)
saccharose Site 2 : NR 0 à 1.102 kystes.L-1

--Ïs~a~j--------------Ri~;ê~~~-s~-~~ë~s--------------Fiït~ati~~s~~w-~t~~cl;~-~~p~ï;p;~pyï&;~;------------ÏFï\-----------o~i-----------o~i-----42:â%(~-~-i4ï------5d7ïi;3kyst~sJ:àoL"---------------i~ëk~_;:.;;;;;i~t;;;--------

flottation sur solution de citrate de (1997)
__________________________________________________.Pg.!_~~~!.~~J<:I_,.!,~L _
Japon Rivière IFA 92 ~o (n' 13) 40 à 5,8.10' kystes.1 000 L- I Hashimoto et al.

m' 1,7.10' kystes.! 000 V' (2000)
--M~i~i;i~·----------R-i·~iè~~~----------·---·-·~·------·-Filt-;.-;;i~;s-~-~-~è;~t-~~~h;;~p-~·Iy-p~~pyjè~~:·----·----·-iFA-------·-·o~i-----·--·---o~i-------9-ë%·{~-;10)--·---·-··2ï·,4-:-ï7:7·ky;t~;i:ï-----·----·---·-Ahm~d-~t-~T(ï9!~·7)----·

flottation sur solution de saccharose Oui Oui 900;., (n = 10) 2,7 ± 2,7 kystes.L-1

-T~-i-~;~---------····R-i-~i~~-~--------------------·---F·ijt~-;ti~~-s~·~-~~;t~~-~h;~~-p~Ty~~-~b~~-;t~·-----------iF-Aw-·---------·o~i--·-------o~i-----·ë-o-1:_-----------w--·---·1"~4·~"4~Okyst~s~iooï~~i-·--------Hs~-~t-Y;~:;(2-003Y-----

ou en polyéthersulfone, IM5
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Comme pour l'ensemble des échantillons environnementaux, très peu d'études reportent des valeurs

concernant la viabilité des kystes dans les eaux de surface. Ainsi, LeChevallier et al. (19910) constatent que

12,8 ':1. des kystes peuvent être considérés comme viables par microscopie DIC. Wallis et al. (1996) montrent que

seulement 2,2 % des kystes sont infectieux par inoculation à des gerbilles.

Si les eaux de surface contiennent globalement des concentrations de kystes de Giardia relativement

faibles, ces études montrent qu'il existe un risque de contamination par la voie hydrique si le traitement de

potabilisation de ces eaux ne permet pas une élimination efficace des kystes.

9.2.3- Les eaux récréationnelles.

Peu d'études rapportent des valeurs de concentration en kystes de Giardia dans les eaux

récréationnelles (tableau 31). Fournier et al. (2002) ne détectent pas de kyste de Giardia lors de l'analyse d'eau

prélevée dans six piscines. En France, les piscines municipales utilisent l'eau potable du système de distribution et

sont équipées d'un système associant une filtration et une désinfection par le chlore, le brome ou l'ozone. Si aux

Etats-Unis, des épidémies dans des piscines ont mis en cause une contamination fécale associée à une déficience

de la désinfection, l'étude de Fournier et al. (2002) montre qu'en France le risque de contamination par ce type

d'eau reste limité. Ho et Tom (I998b) détectent des kystes de Giardia dans 41 ':1. des eaux de mer autorisées

pour la baignade, à des concentrations généralement inférieures à 10 kystes par litre. Toutefois, la viabilité de

ces kystes n'est pas évaluée dans cette étude et le risque lié à la baignade reste difficile à estimer.

Tableau 31 : Concentrations en kystes de Giardia dans les eaux récréationnelles

localisation Sites de prélèvement Pourcentage Concentrations en Références
d'échantillons positifs kystes

_f-,."_n~~ E!~c_i~_~_0__,_~2. Q..z.,_(~_ë__~~L X~~.r:!'.i~_'=_~_"'j~()~L

._§r_".".d_e:_B.r:~_~!1!'_e ~_o~~,_.r:i~_è.r:~~ ~~,~_:'Id!'._,X7) !,?:'!_~~t_~~!_:· §!I~~_u.r:~_t_!!'_.i!22.1L __
Hong-Kong Eou de mer < 24 E. coli .100 mL-' 7,1 ':10 Cn = 14) a à 1kyste.L-' Ho et Tom (1998b)

25-180 E. coli .100 mL-' 85,7 ':10 (n =7) a à 2 kystes.L-'
181-610 f.co/i .100 mL-' 50 ':10 a à 23 kystes.L'

, 610 E. coli .100 mL-' 64 ':10 a à 10 kystes.L"'

9.3- Survie des kystes de Giardia aux conditions environnementales.

Le point de mort thermique qui correspond à la température minimale à partir de laquelle un micro

organisme est inactivé en 10 minutes est évalué par Schaefer et al. (1984) pour des kystes de G. muris en

suspension dans de l'eau distillée. Les auteurs concluent alors à un point de mort thermique de 54°C par l'absence

de dékystement in vitro de 100000 kystes exposés à des températures comprises entre 50 et 58·C.

Le tableau 32 regroupe des données concernant la survie de kystes de G. lamblia ou de G. muris à

différentes températures et dans différents types de milieux. La température apparaît comme le facteur

déterminant pour la persistance de la viabilité des kystes dans l'environnement. Ainsi, une température comprise

entre 0 et 10°C semble être la plus favorable à la survie des kystes de Giardia muris (deRegnier et al., 1989). Par

contre des températures inférieures ou égales à -4°C entraînent une inactivation totale des kystes dans l'eau, le

sol et les selles en moins d'une semaine (Oison et al., 1999). Pour des températures proches de 25°C, la survie des

kystes dans l'environnement diminue à deux semaines. Robertson et Gjerde (2004) évaluent la survie de kystes de

Giardia lamblia exposés aux conditions hivernales en Norvège. Les auteurs observent alors moins de 1 %de kystes
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viables par marquage au PI pour des températures comprises entre -25°C et +9°C, mais ils remarquent aussi des

variations de la survie des kystes suivant les isolats.

Tableau 32 : Viabilité des kystes de Giardia dans des conditions environnementales

deRegnier et
al. (1989)

RéférencesViabilité maximale observéeTempératureConditions expérimentales

_ ~~~~~!!~~i!~_ ~_~':~ Xt!~i~~! q~!~,:~~!~_~!t_~'!~_{~~ _
3<>C 56 jours 84 jours

6 à lOC 56 jours 56 jours
_______________________________________ X~ _à_?st~ ?_~ j~~!,~ ~~j~~~~ .
Rivière 0 à 2°C 84 jours 84 jours

__________________________________________ }_~A?!~t:: ~?~j~~~? ?~J.~t:!~~ . .
Eau potable 20 à 28°C 14 jours 14 jours

Selles contenant des kystes de
Giardia muris mises en suspension

_~~!i~_?!~~~~~~!~_~e~~_~'~?y_~ ~ _
Lac

Kystes de Giardia lamblia en Deng et Cliver
_~?~P~~!~~_~a~~_: . . . __ . _. _. _. . __ . . Col~~~n!~_ ~!~~'!"_ (FD_~,_~!) _. (1992)
_:~ff!~,:~!:;_~~_ f~_~_e__s~y-~i9~~ ?_5_0.t:: ________________ ~~,-6..~ j~_u..r~ .
-Fumier de porcins et effluents de 5°C 129,9* jours
fosse septique 15°C 26,2* jours

25°C 3,7* jours

< 3 jours*-5 jours**
< 2 heures*-2 heures**

Kystes de Giardia muris en Johnson et al.
_~~~p~_~j?~_~?~? _: ~~~~~~~~!I!_['! _vJ!~~ . (19970)
-Eau de mer
stockage à l'obscurité 23-25°C "" 2 jours* 14 jours**

_~!l?~~~9~_ ~_I~_~~t!li~~~ !~:?_~o_c: <_?_~~~!'~~_~ _~ _~~~~~?~~ .
-Eau douce
stockage à l'obscurité
stockage à la lumière
Kystes de Giardia muris en OIson et al.

_~~~p~~_Sl?~_~~~_: ~!,_(e_~~i~~!!~_<:~~~_ !'~_~i~~I q~!~~~!1!:;_ ~~~~"!'5_ {~~~ . (1999)
-E a u distillée protégée de - 4°C < 1 semaine < 1 semaine
l'évaporation et stockée à 4°C 11 semaines 20 'ro à 11 semaines
l'obscurité. 25°C 2 semaines 4 semaines
-----~~---------------------------------------------------------------~----------------------------------~------_.

-Echantillons de sols avec un taux - 4°C < 1 semaine < 1 semaine
d'humidité maintenu à 17 'ro et 4°C 7 semaines 9 semaines
stockés à l'obscurité. 25°C 1 semaine 3 semaines--- -- -- -- --- --- -------------- - -- -------- ---- ---- -------- - -- --- ----- -- -- --- ---- -- --- -- ----- -- -- -- - -- - --- - -- -- - _.
-Selles de bovins contaminées - 4°C < 1 semaine < 1 semaine
avec 105 à 107 kystes.g- 1 et 4°C 1 semaine 9 semaines
stockées à l'obscurité. Taux 25°C 1 semaine 3 semaines
d'humidité maintenu à 50 'ro.
* : abattement du nombre de kystes viables de 90 ;0 (llog lO) 1 ** : abattement du nombre de kystes viables de 99 '10 (2 10glO).

Lors d'essais de survie de kystes de Giardia dans des effluents de fosse septique mélangés à du fumier

de porcins, Deng et Cliver (1992) montrent une influence négative de l'augmentation de la température de

stockage de 5 à 25'C sur la survie des kystes, ainsi qu'une plus farte diminution du nombre de kystes viables

lorsque la proportion d'effluents animaux augmente. La survie des kystes de G. muris dans l'eau de mer en

présence de lumière semble très brève avec un abattement de la viabilité par dékystement in vitro de 99 ')', en

moins de deux heures (Johnson et al., 1997a). Si la température joue un rôle prépondérant sur la survie des

kystes, la composition du milieu semble également avoir une influence.
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9.4- Voies de contamination et épidémies.

9.4.1- La transmission zoonotique.

La transmission zoonotique de Giardia reste actuellement une voie de contamination peu étudiée. Lors

d'une étude réalisée dans une communauté aboriqène australienne, Hopkins et al. (1997) classent les kystes de

Giardia isolés de chiens dans des génotypes spécifiques et non dans les génotypes A et B. Le regroupement des

animaux pourrait alors expliquer la transmission sélective de certains génotypes. Traub et al. (2004) réalisent

une étude au sein d'une communauté indienne où les contacts entre les personnes et leurs animaux sont très

fréquents. En camparant les séquences de l'ARNr, de l'EF1A et de la TPI de kystes de Giardia d'origine humaine

et canine les auteurs concluent alors à une transmission zoonotique confortée par le niveau de prévalence chez les

personnes vivant au contact d'un animal porteur. Ainsi, si le risque de transmission zoonotique semble

relativement limité, il ne peut être exclu notamment lorsque les conditions d'hygiène s'avèrent insuffisantes.

9.4.2- La transmission de personne à personne.

Ce mode de transmission par la voie féco-orale semble prépondérant lorsque les conditions d'hygiène ne

sont pas suffisantes. Ainsi les crèches peuvent constituer une structure idéale pour la transmission de Giardia

par la présence d'un grand nombre d'enfants dans un même endroit où il est plus difficile de maintenir des

conditions d'hygiène adéquates (Read et al., 2002). Une seule étude est publiée concernant la prévalence de

Giardia dans une crèche française par Dupouy-Camet et al. (1990) qui montrent un risque de contamination des

enfants par contact avec les poubelles contenant les couches. Linnane et al. (2001) suggèrent également une

transmission par la voie féco-orale lors d'une épidémie dans une crèche britannique concernant 56 personnes dont

37 enfants. La transmission d'enfants à adultes a également été envisagée dans des épidémies alimentaires

mettant en cause des personnes élevant des enfants porteurs asymptomatiques (tableau 34, paragraphe 9.4.3).

9.4.3- La voie alimentaire.

De nombreux fruits, légumes et condiments peuvent être contaminés par des kystes de Giardia

(tableau 33). La menthe et la coriandre apparaissent comme fréquemment contaminées avec des concentrations

élevées de kystes. Ces chiffres pourraient être expliqués par la densité de leur feuillage offrant une surface de

contamination plus importante et une protection des kystes vis-à-vis des conditions environnementales (Amahmid

et al., 1999).

Actuellement, l'augmentation de l'exportation de fruits et légumes associée à la consommation de ces

aliments crus ou insuffisamment cuits entraînent un risque accru de contamination par la voie alimentaire

(Roberston et Gjerde, 2001a). L'utilisation d'eaux souterraines pour l'irrigation, la généralisation des mesures

d'hygiène lors du conditionnement, l'irradiation de certains produits sont proposés pour limiter le niveau de

contamination des aliments (Rose et Slifko, 1999).
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Tableau 33 : Niveau de contamination de produits issus de cultures par irrigation

Produit Pourcentage d'échantillons positifs Concentration Références
(kystes. 100 g-' de produit)

._~~~t_". 29 ~ J~__o_!L ~_:__8 i3~~~ts_"~_~t_~1~r<l~J~QQl_aL

. cor!.a~~!:~ ~~_'Yo. 2_? o. Amahmid et al. (1999)
Menthe 50 70 10

-----------------------~---------------------------------------------------------------------------------- ---------------------------------------------
.!'ersil.- 'O__~ ('.I.=_!l o. Robertson et Gjerde (200Ia)
_Frorn.b~~es. ,o_~ j~.:.10) _
_E~~!~~_________________________ ~_.!~__________ (~_=_~~L ~ _

Radis . ~_3L~_.!~ 6 ~ma"."!!~_~LaLfl2.9_~.L _
.____________________ .JL?~ I~__o_~l. 2_____ i3-"~e!:tso~_~!_~l~!:c!."_!~QQ!aL

._<::~_~!!~ ~_~_~ 1_5 . Amohmid et al. (1999)

--~~-~~~-~-~~-!-~!:.~-~---------------------~_?-~------- 9i?~ ------------------------------------------------------
._!:".~!~~ 5_J~ (n o}??L ~_~__~ . Robertson et Gjerde (200la)
..E~v~ 5..!~ j~.:_!±~L ?_~_!>_________ _
._!:~_~~~~ O_~______________ _(n..:}~L_______________________________ _

Champi9nons 0 70 (n 0 55)

Entre 1988 et 1992, les parasites représentent 2 7. des micro-organismes mis en cause dans les

épidémies d'origine alimentaire aux Etats-Unis. Parmi les 17 épidémies dues à des parasites, Giardia est incriminé

dans 41 70 des caS (Rase et Slifko, 1999). Le tableau 34 reporte des épidémies de giardiose d'origine alimentaire,

observées aux Etats-Unis_ Lorsque les aliments contaminés ont pu être identifiés, on constate que les fruits et

légumes crus sont souvent mis en cause. Le manque d'hygiène et la préparation de ces aliments par des personnes

porteuses asymptomatiques ou vivant avec des enfants porteurs sont les principales causes de contamination.

Tableau 34 : Exemples d'épidémies de giardiose d'origine alimentaire aux Etats-Unis

Date Nombre de cas / nombre Aliments
de personnes exposées incriminés

Lieu
Mode de contamination

Références

1979 29 / 60 Saumon Ecole- Nourriture préparée par une personne Rose et Slifko
___________________________________________________________________________________~!~~~~~_~~i~_~~_p_<!!:!_~~ __~~~_?:_~~_~_~:_____________ (1999)

1985 13 / 16 Salade de pâtes Pique-nique - Nourriture préparée par une
personne porteuse symptomatique, élevant des

________________________~ ~~J~'!!~_p~_'=!_~~!:.~_~y_~pl~~E!~9_~~ ~ .
1986 10 / 25 Salade de fruits Famille - Nourriture préparée par une personne

__~ ~~ ~!~~'!~!.E~I!~~_~_~~E!?.r.!!~!!!:l~~~~_?_~ __?__~!!~: _
88 / 312 Sandwichs Clinique - 57 '1'0 des personnes ayant préparé

________________________________________________________________. ~~_~~~~~L~~~~!:~~_t~~_~!_~~~y_~!_~ ~ _
1989 21/108 Laitue, oignons, Diner associatif - Mode de contamination non

tomates identifié.----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
1990 27 / 36 Glaces Restaurant - un employé porteur

asymptomatique et un employé élevant un
. ~ ~~_~~!J~~!~_~: _
_____~ ~?..L~~ ~_~B~~~~_~_'=~~ g~!!:~~i~~_:.:_P..~~?_t)~~_~~'!!_~!!l_~t)~~: ~~~~~t_~~J!22_~1 __

. J.?_!_I'JI? ic.~~t_~_~t_!.é9~_t11~s i3~_!".u!:".~t~ __~i3_________________ ~~_n__eLa/j!~~6L
1991 32/ ND Fruits et légumes Restaurant - température de conservation Bean et al. (1996)

_____________________ !?_.épi_~.ét11iesL ~i3 N.~________________________ _
1992 2 1 ND NR Restaurant

---------------------------------------~-------------------~-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

1994 22 1 ND NR Domicile Olsen et al.(2000)

_____________________________~_~P!_~_~~~~L ~~~§~~~~~~~~~=~~==~~=~~~~~~~~~l~~~~~i_===~~~~~~~~~~~~~~~_=~~~~~~~~~~~~~~~~~=~~~
1996__ 6..Q-J1? (;lac"- F~u_t~_~:_h)'~i~n~_______________________________________

1997 17/ ND NR Restaurant - Faute d'hygiène
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9.4.4- La voie hydrique.

Afin d'obtenir un risque de contamination inférieur à 1 personne pour 10000 par an, l'eau destinée à la

consommation humaine ne doit pas contenir plus de 7.10.4 kystes.100 L"lpour une consommation quotidienne de 2 L

d'eau par personne (LeChevallier et a/_, 1991a; Hashimoto et al., 2002)_ L'estimation du risque lié à la

consommation d'eau potable nécessite ainsi l'analyse d'un nombre élevé d'échantillons et de grands volumes d'eau.

Le tableau 35 regroupe les données concernant la contamination d'eaux destinées à fa consommation

humaine. Globalement, la concentration en kyste de Giardia est inférieure au seuil de détection pour 80 %des

échantillons analysés_ Seuls, Isaac-Renton et 0/_ (1996) observent 71 70 d'échantillons positifs (n = 7), mais aucun

kyste viable n'est détecté par dékystement in vivo_ Sur le plan de la viabilité, deux études réalisées en Grande

Bretagne concluent à des pourcentages de kystes viables élevés (42 et 50 70) pour les échantillons positifs par

utilisation de colorants fluorogéniques_ Pour les 20 70 d'échantillons contenant des kystes de Giardia, les

concentrations sont variables mais généralement inférieures à 5 kystesJOO L-'_

Tableau 35 : Niveau de contamination en kystes de Giardia des eaux destinées à la consommation humaine

Localisation

Europe

Technique Echantillons positifs Concentration
de détection ("0)

Echantillons Références
contenant des
kystes viables (%)

Grande-Bretagne

Amérique du Nord
Canada

._!E~ g._!-o ~_A_!~_J!_~i!_~_~~_~~!~~1!~!! ~~ ~_~~~~~!__~_!-q!J!?-?-~L
IFA 71 % (n =7) 1,5 à 18,5 kystes.!OO L-' 0 ro" (n =5) Isaac-renton et 0/_

(1996)

=~~;I:::::::::==:=Jij;~_!~J~:~:~:2~2::::::::::~:~:~:EY:~~:îQ2:~~:=::::::=:=Z:~:~;::::=::::::::::::=:=~~ïT!~=~~i!:ijjiji~)==:
IFA 0 ro Cn =32) < 0,1 kyste.lOO L-' NR Payment et a/_

_______________________________________________________________________________________________________________________________________(19J!.L _
Etats-Unis ._!E~ 9.._~__(~_=}~) ~_Q!~_!?._~§_~~}_9..9.._~~ ~ ~J3_~~~et ~~J~~l _

IFA 17,1 ro (n =82) m=4,45 kystesJOO L-' 13,3 ro' LeChevallier et al
___________________________________________________(),~~_~_?_±_'~y~t_~~,!()()J::: (!~~~b2 _
IFA 20 ro (n = 30 ro) 0,5 à 2 kystesJOO L-' NR LeChevallier et

Norton (1993)
Pays divers

__~f~i'!"~_~u_s.ucJ }E~ I?_'~_J~_(r1.c-':'I~L ()_~±_i<ystes~()J_.:' ~!l J<fJ!'_Ef al-JI9J~L _
Japon IFA 12 ro (n =26) 0,5 à 2 kystes.! 000 L-' NR Hashimoto et 0/_

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________J?()()lL _
Malaisie IFA 0 ro (n =20) < à la limite de détection NR Ahmad et 0/_ (1997)
* : viabilité évaluée par microscopie (morphologie, colorants fluorogéniques 1 ** : viabilité évaluée par infectiosité chez l'animal

Giardia est généralement le micro-organisme le plus fréquemment mis en cause dans les épidémies à

partir d'eau destinée à la consommation humaine aux Etats-Unis (Barwick et al., 2000; Lee et a/_, 2002 ; Levine

et al., 1990; Levy et 01_, 1998)_ Entre 1986 et 1988, Levine et a/_ (1990) comptabilisent neuf épidémies de

giardiose par consommation d'eau dont six sont dues à un traitement de potabilisation mettant en œuvre une

chloration en l'absence d'un système de filtration_ Les épidémies de giardiose à partir d'eau destinée à la

consommation humaine observées aux Etats-Unis entre 1989 et 2002 sont présentées dans le tableau 36_ La
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plupart de ces épidémies mettent en cause l'efficacité du traitement de potabilisation avec soit une chloration en

l'absence de filtration, soit une chloration insuffisante. Une contamination du réseau d'eau potable par de l'eau

impropre à la consommation est également observée dans certains cas.

Tableau 36 : Epidémies de giardiose aux Etats-Unis à partir d'eau destinée à la consommation humaine de 1989 à 2002

Année
1989-1990

Nombre d'épidémies
7

Nombre de cas Cause Références

_______}_~ ~Etu :f_~_~~~f~~~!:!on !~~i!.~~ Herwaldt et al. (1992)
19 / 23 / 308 Déficience du traitement de potabilisation
152/53/24

1991

1992

1993

2

2

2

__________}?- . f?_~fi~~~~~~_~_~y~!~_~~_9!_ di~!:!~~!jE!! . Moore et al. (1993)
13 Déficience du traitement de potabilisation
15 Eau souterraine non traitée

--------------------------------------------------------------------------

80 Déficience du traitement de potabilisation

___. .~2._.__.. ~_f!,i~.tI~~_9_u_!ë.f!ite~~~_t_~~.E)otabil!~~.!!~n. ._. Kramer et al. (1996)
7 Eau souterraine non traitée

1994

1995

1997

3

2

2

____~J__~_? ~~f~~~_~c:~_~':l..!!:'~i!~~~!_~~!!!~~~i~~!i9..~ .
304 Déficience du système de distribution

_________1~ Ea_u_9_~~~f~~~..!!~.!'_!!:'~i!_~_': . Levy et al. (1998)

1449 Déficience du traitement de potabilisation

_.__.__.__~9__._._.. ~.fi~i~.tI~~_9_u_!,,_ait e~"_".t_~~_p_"-!a_bilisati~~._. __._. Barwick etai. (2000)
100 Déficience du système de distribution

1998 2 7/ 2 Eau souterraine non traitée

____}?~_?.. ~ ~ gau _~~l.!.!~!:.~~!~':.J"!~~~!!:.~!_1i~ ~ . Lee et al. (2002)
2000 5 27/ 5 Déficience du traitement de potabilisation

2 Déficience du système de distribution
12 Eau souterraine non traitée
4 Non déterminée

2001 2 . .~_.__.__... [)_~~~~_n~~.9_~_~~~_~~~~.!_d~.p."t."l>ili:'a_!i~~_. 81ackburn et al. (2004)
6 Eau souterraine non traitée

2002 1 6 Déficience du système de distribution

Le tableau 37 regroupe les épidémies de giardiose à partir d'eaux récréationnelles observées auX Etats

Unis entre 1991 et 2002. Porter et al. (1988) reportent également une épidémie de giardiose dans une piscine

concernant neuf personnes provoquée par une contamination fécale de l'eau associée à un défaut du traitement

par chloration. Globalement, les épidémies de giardiose dues à une contamination des eaux récréationnelles aux

Etats-Unis semblent peu nombreuses et représentent 272 personnes contaminées sur une période de 11 anS.

Tableau 37 : Epidémies de giardiose à partir d'eaux récréationnelles, aux Etats-Unis de 1991 à 2002

___~ ~i_~~~~_': }_~ ~~_~_~~!_~.r:~~~.:: ~_________________ __ Maore et al. (1993)
______X~!~~9~~~~ ~ ~_L!.. Ingestion accidentelle d'eau contaminée

Lac 4

Bassin 18

Piscine 80

Rivière 2

Références

Kramer et 01. (1996)

Levy et af (1998)

Yoder et al. (2004)
Lee et al. (2002)

CauseNombre de
cos

Site

Lac 12/43

Pataugeoire n

Année Nombre
d'épidémies

1991 4

1993 3
1994 1
1996 1
1999 1
2002 1

9.5- Schéma général des réservoirs et voies de conlaminalion de Giardia.

La figure 12 représente de façon schématique les réservoirs et les différentes voies de contamination

de Giardia.
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Figure 12 Schéma des réservoirs et voies de contamination de Giardia
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10- La rupture du cycle parasitaire.

Différents sites d'action visant à rompre le cycle parasitaire de Giardia peuvent être envisagés soit pour

limiter les voies de contamination d'un nouvel hôte, soit pour réduire l'intensité d'excrétion des kystes par un

hôte contaminé et limiter la contamination de l'environnement notamment au niveau des ressources hydriques.

L'application de traitements de potabilisation efficaces, associés à des mesures d'hygiène voire une

immunoprophylaxie devrait considérablement limiter les possibilités de contamination d'un nouvel hôte. De même

la mise en place d'un traitement en cas de diagnostic de giardiose ainsi que la généralisation et l'optimisation des

traitements d'épuration des eaUX usées et des boues résiduaires devrait réduire le niveau de contamination de

l'environnement par ce protozoaire.

La figure 13 schématise les différents modes d'action envisageables pour rompre le cycle parasitaire de

Giardia lamblia.

Environnement

Traitements d'épuration
Traitements des boues résiduaires

Agents thérapeutiques

Hôte

Traitements de potabilisation

Prévention:
mesures d'hygiène, vaccination

Figure 13 : Les différentes possibilités de rupture du cycle parasitaire de Giardia lamblia

10.1- Limitation des possibilités de contamination d'un nouvel hôte.

Deux niveaux d'action peuvent permettre de limiter la contamination d'un nouvel hôte. Il s'agit d'une part

de limiter le risque de contamination par les eaux destinées à ra consommation grâce à la mise en place et au

maintien de traitements de potabilisation efficaces pour éliminer les kystes de Giardia. L'action au niveau de

cette étape du cycle parasitaire consiste d'autre part à favoriser le développement d'une immunoprophylaxie et

surtout à mettre en place des mesureS d'hygiène strictes notamment dans les structures collectives destinées

aux enfants.

10.1.1 Les traitements de potabilisation.

La réglementation américaine pour Je traitement des eaux de surface (SWTR: Surface Water

Treatment Rule) publiée par l'US-EPA préconise l'élimination de 99,9999 l'. des bactéries, 99,99 l'. des virus et

99,9 l'. des protozoaires pathogènes pour l'Homme par filtration et désinfection (LeChevallier et al., 1993;
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Sivogonesan et Rice, 2003). La concentration résiduelle en désinfectant doit être supérieure ou égale à 0,2 mg.L·!

dans le système de distribution permettant un abattement supplémentaire d'au moins 0,5 10glO. La turbidité de

l'eau après filtration ne doit pas être supérieure à 0,5 NTU pour 95 70 des analyses (LeChevallier et al., 1993).

L'obtention d'une eau de boisson répondant aux critères de l'US-EPA et permettant de limiter le risque à

1 personne pour 10 000 par an, dépend de "efficacité des procédés mis en oeuvre mais aussi de leur fiabilité lors

de variations de la charge en particules et surtout en micro-organismes pathogènes des eaux à traiter. Le

procédé le plus couramment utilisé dans le traitement des eaux destinées à la consommation humaine fait

intervenir trois étapes constituées par la clarification (coagulation-floculation-sédimentation), la filtration et

enfin la désinfection. Le tableau 38 présente les valeurs d'élimination des kystes de Giardia de différents

procédés de traitements.

La clarification constitue la première étape du traitement de potabilisation en faisant intervenir des

coagulants qui accélèrent la sédimentation des particules en suspension.

La filtration est une étape classique du traitement de l'eau. Différents matériaux comme le sable ou le

charbon actif peuvent être utilisés. Le tableau 38 présente des valeurs d'élimination des kystes de Giardia pour

la filtration seule ou associée à la clarification. La technique la plus répandue utilise la filtration lente ou rapide

sur sable. L'ultrafiltration qui est une technique moins répandue pour des raisons de coût, permet toutefois

d'obtenir une élimination des kystes supérieure 4 10glO. Nieminski et al. (1995) constatent que la filtration sur

sable permet d'obtenir plus de 3 10g1O d'inactivation dans le cas où la turbidité de l'eau traitée est comprise entre

0,1 et 0,2 NTU. Si l'eau non traitée présente une turbidité initiale ne permettant plus d'atteindre ce seuil de

turbidité après traitement, alors la filtration seule ne peut suffire à obtenir une eau de qualité suffisante.

Hashimoto et al. (2002) constatent que le rendement de la filtration rapide sur sable pourrait être influencé par

la température de l'eau. La filtration est généralement combinée à la clarification. Lorsque cette technique est

précédée par une clarification, les valeurs d'élimination sont comprises entre 2,24 et 3,26 10910 suivant les

études. La filtration seule ou la combinaison clarification-filtration sont rarement suffisantes pour obtenir une

élimination des kystes de 3 10g1O ce qui souligne l'intérêt de l'étape de désinfection pour l'inactivation des kystes

restants.

Tableau 38 : Impact des traitements de potabilisation sur la concentration en kystes de Giardia

Traitement mis en oeuvre
Filtration
Ultrafiltration

Filtration rapide sur sable
Clarification + filtration

Elimination (10910)

> 4 10g1O
3,30.0,77

Références

Jacangelo et 0/. (1991)

Nieminski (1997)

2,24

Coagulation-floculation au chlorure ferrique-alcalinisation-Filtration rapide sur 2,30
__~~_~l~_~!__~~~!i~~_~p..~_~~ .

Coagulation-floculation au chlorure d'aluminium-alcalinisation-Filtration sur sable 2,78
et charbon actif

._-~--~~~----~-----------~----~~--~~ ----~~---~-------------~-~--~---~-~~-~~---~-----~-----------------------------_.

Coagulation-floculation au chlorure d'aluminium-Filtration sur sable et
multicomposé

LeChevallier et al. (1993)

__~~_9_~!~!~!I--=f!~~~~!~~_~U s1!~f~!~__d'a~~~_~~~:fJ!!~~!~~!1~~:P.~~ __~!:!.!:.~~~J_~ ~!?~~_~_9..!~2 .--;;:N::.:ie::::mc:i:.::ns':'.k::.i.;;(1",9';.9-::7;.;)=:-__
__f?-~g_~~~~f!~~~!r:'!!.<::~_~~~~h!?E·~~_~~C!!.~~~il!~:Ei!!!:'~!l~~.E_~r:' __~~~~~ ~ ~~_~__ _ ~~_~ ....;_:Pa:"yc;m.oe'"n::..t:"e::..t:"a::./.""(1,,9,,9::7",);;;-_

Coagulation-floculation au sulfate d'aluminium-Filtration rapide sur sable- 2,53 Hashimoto et al. (2002)
chloration
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La désinfection est généralement une étape indispensable pour atteindre une élimination de 3 10glO des

kystes de Giardia lors du traitement de potabilisation. La désinfection est considérée comme étant l'étape

décisive pour l'élimination des contaminations transmises par voie hydrique (Schoenen, 2001). Cette étape fait

classiquement appel à un traitement chimique par le chlore libre, le dioxyde de chlore et l'ozone, mais elle peut

également utiliser un traitement physique par les UV. Le concept de Ct (produit de la concentration en

déSinfectant en mg.L·1 par le temps d'exposition en minute) est classiquement utilisé pour évaluer l'efficacité des

traitements chimiques.

L'efficacité des traitements chimiques pour l'inactivation des kystes de Giardia est présentée dans le

tableau 39. De nombreux facteurs peuvent influencer l'inactivation des micro-organismes par chloration,

notamment la température de l'eau, le pH, le temps de contact, la concentration en chlore et la turbidité de l'eau

(Clark, 1990).

Tableau 39 : Efficacité des désinfectants vis-à vis des kystes de Giardia

Espèce

Chlore libre

Mode d'étude de

l'inactivation
Ct
(mg.minL' )

Niveau d'inactivation Références

._f,_!~Il].t>!!~ D§_~!~Il]_e~t_i_n_\Iitl'() 8()_~~~()JE':I__6__à__~) .__In~~!\I()_!!()'.'._!0_t!!!~____ J~r.r:~~I_~~"Li!2-~L _
_f,_!,,-",-~!!.a '?~'sl'~t~Il]-,,-~t_i_n_\I~t,-,,_____ !~Q_(Ef:l_6~!l) 1_~~_10_9'~ f<!~e_e_t_9L(!.9IlQ. _
G. muris Infectiosité chez l'animal 7,9 à 70,8 Pas d'inactivation Faubert et al. (1986)

Ozone

G. lamblia Infectiasité chez l'animal 0,65/1,23/2,57 2/3/ 4 log" Finch et al. (1993)
_f,_",-".':!~ ()X4_L°-'~~L()&6 2.l..3...:_~_1()9!~ _

G. lamblia Infectiosité chez l'animal 1,5 > 3 log" Widmer et al. (2002)

Jarro" et al. (1981) constatent que la diminution de la température (25°C à 5°C) couplée à l'augmentation

du pH (6 à 8) nécessite l'augmentation du Ct de 15 à 240 mg.minL1 Payment et al. (1997) observent un

abattement de 0,8 lOglO lors de la déSinfection par ozonation et chloration sur une eau traitée par clarification et

filtration sur sable. Pour un Ct en chlore de 150 mg.min.L- I
, seulement 1 à 2 lOglO de kystes sont inactivés. L'ozone

semble plus efficace que le chlore d'après les travaux de Finch et al. (1993) et de Widmer et al. (2002) puisque

des Ct compris entre 1 et 1,5 mg.min.L-I permettent une inactivation de 3 10glO.

Comme le montrent les valeurs du tableau 40, les kystes de Giardia présentent un niveau de résistance

auX oxydants chimiques (chlore, dioxyde de chlore, ozone) qui est certes inférieur à celui des oocystes de

Cryptosporidium, mais nettement supérieur à celui des Rotavirus. Les valeurs de Ct observées en laboratoire pour

l'inactivation des kystes sont obtenues dans des conditions idéales et seraient difficilement transposables aux

traitements appliqués par les stations de traitement des eaux.

Tableau 40 : Valeurs de Cta relatifs pour l'inactivation des kystes de Giardia par les oxydants chimiques comparés à

celles des oocystes de Cryptosporidium et des Rotavirus (d'après Gordon et Bubnis, 2000)

Micro-organisme Chlore Dioxyde de chlore Ozone
._~!!!c'!i~ ~ i?_~~_!~Q . !.? ~ ~~~_~Q~? _
__c;!:XE!~~9!..!EJ!:!.t!!..EC}!:Y..'!..t!! __._~ ?.~QQ ~ . Z_~ ~_~_!Q _

Rotavirus 0,01 à 0,05 0,2 à 2 0,01 à 0,06
a : le Ct correspond au produit de la concentration en désinfectant (mg.L 1) par le temps de contact (minutes)
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L'utilisation des rayonnements UV est une alternative à la désinfection des eaux par voie chimique. Le

tableau 41 présente les données bibliographiques concernant l'efficacité des UV sur l'inactivation des kystes de

Giardia. Lors du traitement de potabilisation les doses appliquées sont généralement comprises entre 160 et

400 J.m-'.

Tableau 41 : Efficacité des UV sur "inactivation des kystes de Giardia

G. lamblia PBS
._---------------------------------------------

G. lamblia Eau potable
G. muris filtrée

-------~~----------~-----------

G. muris Eau dés ionisée

G. muris Eau potable Infectiosité
filtrée chez "animal-----------------------------

G. lamblia Eau désionisée
(WB)

Milieux de RéférencesNiveau d'inactivation

50 2,2 10g'O Croik et al. (2000)
__8g ~,1_!?g!!'. .._._..__.._. . _
100 1à 2 lag'O Campbell et Wollis
200 2 à 3 10g'O (2002)

__"!~g ~~9J.Q . _

_1Cl__.__. . >..1.1"92~. . . ~in.~.e~.~!..a!j~9.Q~L__..
30 > 2 10g'O Mofidi et al. (2002)

__~_9 ?__?_J~9.~Q_------------------------------------------~- .•~---~---
14 à 23 0,3 à > 4,410g'O Hayes et al. (2003)

Mode d'étude
suspension de l'inactivation

Espèce

Des variations importantes de l'inactivation par les UV sont constatées suivant les études. Ainsi,

Campbell et Wallis (2002) observent 2 10glO d'inactivation pour des doses supérieures à 100 J.m", alors que

Hayes et al. (2003) observent une inactivation supérieure à 2,9 loglQ pour des doses supérieures ou égales à

19 J.m". Linden et al. (2002) observent une inactivation supérieure à 4 10glQ pour une dose de 10 J.m-'. D'après

Craik et al. (2000) et Campbell et Wallis (2002) l'inactivation serait proportionnelle à la dose d'UV jusqu'à

200 J.rn-z. L'utilisation de valeurs supérieures à cette dose n'entraîne pas une augmentation significative de

l'inactivation. Campbell et Wallis (2002) et Hayes et al. (2003) montrent respectivement que l'association

PI/DAPI et le dékystement in vitro surestiment la viabilité des kystes après exposition aux UV. Ces deux

techniques ne semblent pas adaptées à l'étude de cette méthode d'inactivation des kystes.

10.1.2- Prévention de la giardiose: mesures d'hvgiène et vaccination.

10.1.2.1- Mesures d'hygiène.

La prévention de la giardiose passe essentiellement par le respect de mesures d'hygiène strictes. Le

lavage des mains, des surfaces et des aliments doit permettre de limiter la transmission du parasite mais peu de

données sont disponibles sur l'efficacité de ces pratiques vis-à-vis des protozoaires entériques. La plus gronde

résistance de Giardia aux désinfectants notamment par rapport aux virus entériques, pose le problème de la dose

à utiliser et du temps de contact. La destruction des kystes par la chaleur (ébullition) pour l'eau contaminée est

également une des possibilités envisageables (Rose et Slifko, 1999).

Lors d'une étude réalisée dans une crèche, Dupouy-Camet et al. (1990) montrent une forte diminution de

la prévalence avec 10 mise en place de quelques mesures comme le traitement médical de l'ensemble des enfants

et du personnel de l'établissement, l'installation de poubelles hermétiques, l'utilisation de vêtements supportant

l'ébullition, la prescription d'un examen parasitologique des selles pour tous les nouveoux enfants. Cody et al.

(1994) suggèrent également que l'omélioration des mesures d'hygiène et notamment un nettoyage efficace des

tables à langer pourrait limiter le risque de transmission de Giardia dans les crèches.
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10.1.2.2- La vaccination chez les animaux.

Le développement d'une immuno-prophylaxie efficace serait bénéfique aussi bien pour J'Homme que pour

les animaux. Un vaccin permettrait d'immuniser les réservoirs de Giardia constitués par l'homme et les animaux

favorisant la diminution du nombre de kystes excrétés dans l'envirannement. Il réduirait le risque de

transmission féca-orale ainsi que le niveau de contamination environnementale de J'eau et des aliments. De telles

perspectives seraient extrêmement bénéfiques dans les régions où la giardiose est endémique (Oison et al.,

2000).

Dans le domaine vétérinaire, un vaccin destiné aux animaux domestiques ou d'élevage, est justifié par la

prévalence élevée de Giardia chez certains animaux et le risque de transmission zoonotique. En Amérique du nord,

des vaccins destinés aux chiens et aux chats sont actuellement commercialisés sous les noms GiardiaVax® et Fel

O-Vax®. Le vaccin GiardiaVax® a notamment montré son efficacité sur les jeunes animaux qui présentent

généralement des prévalences plus élevées. Dans le cas où la protection n'est pas totale, la vaccination permet de

limiter l'intensité des signes cliniques, la durée du portage et donc la quantité de kystes excrétés. Lo vaccination

des animaux domestiques et d'élevage devrait également permettre de limiter la transmission intra et inter

espèce notamment avec les animaux sauvages (Oison et al., 2000).

10.2- Limitation de la contamination de l'environnement.

10.2.1- Agents théraveutiques.

La giordiose Se traduit habituellement par une résolutian spontanée en six semaines dans 90 % des cas.

Toutefois, un traitement approprié permet une résorption rapide des symptômes et l'éradication du parasite dans

94 à 100 % des cas (Butcher et al., 1994). Actuellement, le traitement de la giardiose est encore le sujet de

nombreuses controverses (Campanati et Monteiro-Leal, 2002). La furazolidone et surtout le métronidazale

constituent les principaux traitements utilisés pour cette parasitase (Campanati et Monteiro-Leal, 2002;

Gardner et Hill, 2001 ; Vesy et Peterson, 1999). In vitro, la concentration inhibitrice 50 'Y. (CI50) qui carrespond

à la concentration diminuant de 50 % la croissance des trophozoïtes et la concentration minimale inhibitrice

(CMI) sant utilisées pour évaluer et comparer la sensibilité des molécules (Butcher et at., 1994).

10.2.1.1- Les nifro-5 imidazolés.

Cette classe d'agents thérapeutiques qui regroupe le métronidazale, le tinidazole, l'ornidazole et le

secnidazole, a été découverte en 1955 et a montré son efficacité contre de nombreuses infections à

protozoaires. Ainsi, J'activité antiparasitaire du métronidazole a tout d'abord été montrée contre Trichomonas

vaginalis et Entamoeba histolytica (Gardner et Hill, 2001).

Le métronidazole (MTZ), molécule dont le mécanisme d'action est le plus étudié pour cette classe

thérapeutique, utilise la voie métabolique anaérobie. Après le passage de la paroi des trophozoïtes, le

métronidazole est transformé en forme active suite à fa réduction de son groupement nitro, il joue alors le rôle

d'accepteur terminal d'électron et se lie de façon covalente à l'ADN. Ce phénomène entraîne la perte de la

structure hélicoïdale de l'ADN et inhibe les étapes de réplication et transcription provoquant la mort des

trophozoïtes. De plus, le métronidazole inhibe totalement la respiration et la mobilité des trophozaïtes, par
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contre les kystes et les trophoz01tes au stade d'enkystement sont résistants (Jarroll et al., 2001). La réduction

de cette molécule entraîne également la formation de radicaux libres toxiques (Gardner et Hill, 2001).

Le tinidazole, l'ornidazole et le secnidazole ont une demi-vie plus longue que le métronidazole autorisant

un traitement monodose ce qui favorise la compliance et permet d'obtenir une efficacité clinique comprise entre

80 et 100 70 (Gardner et Hill, 2001).

Bien qu'il ait montré son efficacité lors d'essais cliniques et in vitro, et qu'il constitue l'agent

thérapeutique couramment prescrit dans le traitement de la giardiose, le métronidazole n'est pas approuvé par la

FDA (Food and Drug Administration) pour cette indication (Ali et Hill, 2003). En France, le métronidazole, le

tinidazole et l'ornidazole sont indiqués dans le traitement de cette parasitose. Les posologies adulte et enfant,

l'efficacité et les principaux effets secondaires des nitro-5 imidazolés sont présentés dans le tableau 42.

10.2.1.2- Traitements alternatifs.

La résistance occasionnelle de Giardia aux nitro-5 imidazolés ainsi que les effets secondaires de ces

molécules entraînent le recours à des traitements alternatifs.

La quinacrine initialement indiquée dans le traitement du paludisme et reconnue comme traitement de la

giardiose après la seconde guerre mondiale, avec une efficacité clinique supérieure ou égale à 90 10 (Gardner et

Hill, 2001). Malgré l'approbation de la FDA pour cette indication, sa production est arrêtée aux Etats-Unis à

partir de 1992 (Ali et Hill, 2003). En France, cette molécule a également été retirée du marché. Le mécanisme

d'action n'est pas totalement élucidé, toutefois, cette molécule est capable de s'intercaler entre les deux brins

d'ADN (Gardner et Hill, 2001).

La paromomycine est un antibiotique de la famille des aminosides, elle est indiquée dans le traitement

d'Entamoebo histolytica et de Trichomonas vagino/is. Elle est proposée comme alternative lors d'infections

résistantes et durant une grossesse. Son absorption intestinale est très faible et son action giardicide est due à

la perturbation de la synthèse protéique. In vitro, la paromomycine montre une efficacité inférieure aux

nitroimidazolés, à la quinacrine et à la furazolidone (Gardner et Hill, 2001).

La furazolidone (synonymes: furaxone, nifurazolidone) est un antibactérien intestinal appartenant à la

classe des nitrofuranes. Elle est utilisée dans le traitement de la giardiose à partir des années 1950 avec

l'approbation de la FDA (Gardner et Hill, 2001). Cette molécule est la moins tératogène des traitements possibles

de la giardiose (Vesy et Peterson, 1999). La toxicité de la furazolidone serait due notamment à la production de

radicaux toxiques lors de sa réduction (Gardner et Hill, 2001). In vitro, l'efficacité de la furazolidone sur la

croissance des trophoz01tes est supérieure à celle du métronidazole (Campanati et Monteiro-Leal, 2002).

Les benzimidazolés et plus particulièrement l'albendazole et le mébendazole sont des antihelminthiques

pouvant être utilisés comme traitement alternatif au métronidazoJe. Le site d'action des benzimidazoles se

situerait au niveau du cytosquelette. L'albendazole a montré une CI50 inférieure au métronidazole dans des tests

d'adhésion in vitro (Ali et Hill, 2003). Hall et Nahar (1993) ont montré une efficacité identique de l'albendazole

(95 %) et du métronidazole (97 7.) chez des enfants pour une posologie de 400 mg par jour, pendant cinq jours.

Ces molécules ne peuvent être utilisées en traitement monodose, par contre elles présentent les avantages

d'avoir peu d'effets secondaires du fait de leur faible absorption intestinale et d'être efficaces contre de
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nombreux helminthes ce qui permet un traitement unique contre plusieurs parasites (Gardner et Hill, 2001). En

France, ces molécules n'ont pas actuellement la giardiose comme indication thérapeutique.

Les posologies recommandées, ainsi que l'efficacité et les principaux effets secondaires de ces

traitements alternatifs au métronidazole sont présentés dans le tableau 42.

Tableau 42 : Dénomination. posologies recommandées, efficacité et principaux effets secondaires des molécules utilisées

dans le traitement de la giardiose (Gardner et Hill, 2001 ; Vesy et Peterson. 1999)

DCI Posologie Efficacité

(nom commercial) Adulte Enfant
métronidazole 250 mg, 3 fois / jour 5 mg.kg·!, 3 fois / jour 60-10070
(FLAGYL') 5 à 7jours 5 à 7jours

~ tinidazole 2g 50 mg.kg·' (max: 2 g) 80-10070
.~

(FASIGYNE') traitement monodose traitement monodose<5
N
d ornidazole 2g 40-50 mg.kg-' (max: 2 g) 95-10070"'E (TIBERAL') traitement monodose traitement monodose'0
L

secnidazole 2g 30 mg.kg-' (max: 2 g) 85-10070~

Z (FLAGENTYL~) traitement monodose 1 ou 2 doses
quinacrine 100 mg, 3 fois / jour 2 mg.kg l, 3 fois / jour 90-10070

5 à 7 jours 7 jours

paromomycine

furazolidone

albendazole
(ZENTEL")

mébendazole

500 mg, 3 fois / jour
5 à 10 jours
100 mg, 4 fois / jour
7 à 10 jours

400 mg, 1fois / jour
5 jours
200-400 mg, 1fois / jour
5 jours

10 mg.kg 1, 3 fois / jour
5 à 10 jours
2 mg. kg-l, 4 fois / jour
10 jours

15 mg.kg-1.jour-1

5 à 7 jours
15 mg.kg-1.jour-1

5 à 7 jours

55-88 %

80-95 %

90-100 %

Principaux effets
secondaires

Céphalées, vertiges, rash
cutané, urticaire, nausées,
neutropénie, bouche sèche,
effet antabuse

Nausées, vomissements,
céphalées, vertiges,
coloration orangé de la
peau et des muqueuses.
Ototoxicité,
néphrotoxicité.
Nausées, vomissements,
diarrhées, inhibiteur des
MAO.

Anorexie, constipation.

10.2.1.3- Nouvelles molécules.

Le nitazoxanide (NTZ) est décrit en 1984 comme efficace contre les parositoses à cestodes, mais c'est

en 1994 que son activité contre les protozoaires est mise en évidence. Cette molécule présente l'avantage majeur

d'être efficace vis-à-vis de Giardia mais aussi de Cryptosporidium et des helminthes (Gilles et Hoffman, 2002).

Cette molécule a été approuvée aux Etats-Unis en 2003 pour le traitement des diarrhées à Giardia et

Cryptosporidium chez les enfants de 1 à 11 ans. In vitro, le métabolite actif du nitazoxanide, le tizoxanide montre

une efficacité nettement supérieure au métronidozole (Ali et Hill, 2003).

Des dérivés de la pentamidine et des flavono"ides auraient égarement une activité giardicide. Les

protéines spécifiques de surface de la paroi des trophozoïtes (VS?) et les giardines font partie des nouvelles

cibles pour la recherche de traitement (Mineno et Avery, 2003).

10.2.2- Le traitement des eaux usées et des boues.

10_2.2.1- Traitement d'épuration des eaux usées.

Les stations d'épuration font appel à une succession de traitements afin d'éliminer la pollution des eaux

usées et permettre la production d'eau épurée répondant aux normes de rejet dans l'environnement. Un

prétraitement (dégrillage, dessablage, déshuilage) est tout d'abord appliqué aux eaux usées brutes qui sont
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ensuite acheminées dans un décanteur primaire. La décantation primaire peut dans certains cas être réalisée avec

un ajout de sels de fer ou d'aluminium (traitement physico-chimique) afin d'éliminer les polluants par caagulation

floculation. Un traitement secondaire est ensuite appliqué avec pour objectif l'élimination de la pollution

carbonée, azotée et phosphorée. Un traitement tertiaire par filtration sur sable, traitement UV ou chloration

peut également être réalisé sur certaines eaux épurées suivant leur utilisation.

Le tableau 43 regroupe les données bibliographiques concernant l'élimination des kystes de Giardia par

différentes étapes d'épuration des eaux puis par la combinaison de ces méthodes lorsque la totalité du

traitement est étudié.

Tableau 43 : Elimination des kystes de Giardia lors du traitement d'épuration des eaux usées

Traitement Elimination Références

Casson et al. (1990)- Traitement primaire
Elimination séquentielle des kystes de Giardia

Station 1 :
oà 0,53 10910

Station 2 :
. .. .. .. .. .. g~_6_~__~_9,29_!~~_è~ .. ..__.. .
- Coagulation au chlorure ferrique 110910 Mayer et Palmer (1996)

__:..I~~~!~~~!!!.E~È~ues_~~.!!~~~~ ~ ~__~__________ _ ~_l~9..~Q _
- Traitement biologique par boues activées et décantation 93 10/1,19 10glO Rose et al. (1996)
- Filtration sur sable 99 '10 / 2,00 10glO

__:_f~~o.':~!!~~ .?fl.,Q_~Lql~~_!~9!!'. __
_:.I!:~!~men!J~!i~~~~ ~ ~ "~ ~ ~ 9.'_~!_~~92Q ~~~~!:~.!_~.9!:_Q_~~J1 _

- Traitement primaire 24 à 47 '10 Robertson et al. (2000)
- Traitement secondaire 66 à 94 'i'o--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------_.
- Traitement UV (160 mWs.cm-2) sur eau clarifiée 55 '10 Liberti et al. (2002)
- Traitement UV (100 mWs.cm-2

) sur eau clarifiée et filtrée 62 '10

Elimination des kystes de Giardia au cours de la totalité du traitement d'épuration
__:_!:9E~~9E~,Ç~_~~~~i~_~L .22,2Z.~_~qQJ~ ~!~~!_~!_q!,_!! ~2.~L. __

- Traitement biologique par boues activées et décantation / Filtration sur sable 1 99,99310 Rose et al. (1996)
__ç~_~!:~_t!9..r:_L~!~_~_~~9_~ '!}_1_!~g!q .
__:_~!~_!i~_~_~_~~~E~~_'!!.~?_~_~~_~~_9_~_~~_~~_!!:~~!~~_ ~_~!._!~:..!~~~~~ ?_?-_~_~~_~~__?~ §~~_~~~~_~!_~~- __Q?-?_n _
__:-!?_~~~_f)!~_t~9_~E!:~~~i~_~_L?_9_~_~_~_<:!~~~~~_L~~~~!:~ !!~~ }~~9.._~~g!Q ~~~_~!:~!_!:!_C!L{!?_?_~ _
__:_I!:~}_!~~~!!!_p.!i~~i~~_~!._!!:~}!~~~!!!_~~~_~~~~J!:~ ?_?__~_?_~_!~ ~..?_~~!..!~~~_~!_~~·_i?_9..9E.L __
__:_~!~!~~_~_~~~!?_~~_!~9..~_'!Y_~_<:_!~~~!~_~~r:_!J~~'t~i~_l!_: <:hi~i9..~~ Z§_X~ ~_~Y_!!'_~_r:!_~~~:_(?_ 9..9..!1 _
______________________________________________________..__.. . . Ro_~_."t 0/. (~091l .
__:-~~~~_~!~.!!~!:~~<!i!'_~L?_~_~~_~_~!~~~~ __~!_~~~~_!~}~!!/_<:~~~!j_l!!!.. ~~~~?-_~2.~2.!J~ __l!9..~_~~~~~~!.5~!J?_QQ?_L_.

- Dégrillage, dessablage / oxydation / pas de traitement tertiaire 94,510 Cacdo et al. (2003)
- DégriHage, dessablage / décantation / boues activées / chloration (0,05 à 1 ppm) 87 - 96 'i'o
- Dégri/lage, dessablage 1 décantation 1 boues activées / filtration (60 Ilm) et acide 98,4 'i'o
péracétique (4 ppm)

Les différences de traitement mis en œuvre suivant les stations d'épuration étudiées, ainsi que les

variations de contamination de l'eau usée en entrée de station, rendent délicate l'analyse de ces données.

Toutefois, on peut constater que le traitement primaire est nettement moins efficace pour éliminer les kystes de

Giardia que le traitement secondaire par boues activées (Robertson et al., 2000). L'association de plusieurs

barrières de traitement permet dans les cas les plus favorables d'éliminer plus de 99,9 ')'0 des kystes. Toutefois,

certaines stations présentent des variations importantes de rendement avec des abattements de l'ordre de 66 à

76 ')'0 (Payment et al., 2001; Robertson et al., 2000). L'application d'un traitement tertiaire semble se développer.

Rose et al. (1996) étudient l'efficacité d'une station comportant une étape de filtration sur sable qui permet une

élimination de 99 ')'0 des kystes. L'utilisation de ce type de traitement peut être justifié par l'utilisation de l'eau
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traitée pour l'irrigation. La chloration permettrait l'élimination supplémentaire de 78 'Y, des kystes d'après Rose

et al. (1996). D'autres auteurs n'observent pas de variation significative de l'élimination des kystes de Giardia

entre les stations effectuant ou non un traitement tertiaire (Bukhari et al., 1997 ; Caccio et al., 2003 ; Robertson

et al., 2000). Bien que le traitement d'épuration permette l'élimination d'une grande partie des kystes présents

dans les eaux usées brutes, des quantités non négligeables de kystes peuvent être rejetées dans l'environnement

via les eaux usées épurées (Robertson et 0/.,2000).

10.2.2.2- Traitement des boues résiduaires.

L'épuration des eaux usées entraîne la production de boues résiduaires qui doivent être éliminées. La

stabilisation des boues vise à réduire leur teneur en matière organique fermentescible par traitement biologique,

chimique ou thermique.

La stabilisation biologique est basée sur la consommation de la matière organique et des composés

nutritifs (azote, phosphore... ) par la microflore, aérobie ou anaérobie, présente naturellement dans les eaux

usées. La stabilisation biologique peut se faire par voie aérobie ou par voie anaérobie (digestion anaérobie) et

peut être psychrophile (10 à 20°C), mésophile (35°C) ou thermophile (53°C). Le compostage constitue un procédé

de stabilisation aérobie réalisé sur un milieu solide et carboné. La stabilisation chimique est réalisée par chaulage

de la boue afin d'éliminer l'azote ammoniacal, de favoriser la décomposition de la matière organique. Le chaulage

est souvent employé sur des boues stabilisées biologiquement et constitue un traitement complémentaire de

stabilisation. La stabilisation thermique est réalisée sur des boues déjà déshydratées.

La diminution de la teneur en eau des boues, qui peuvent contenir 95 à 99 i'Q d'eau après stabilisation

biologique, est réalisable par épaississement, déshydratation (filtration ou centrifugation) ou séchage. Des

traitements tertiaires (déphosphatation, décontamination, élimination de la pollution non biodégradable) peuvent

également être appliqués.

Le tableau 44 présente quelques valeurs d'élimination des kystes de Giardia dans le traitement des

boues.

Tableau 44 : Elimination des kystes de Giardia lors du traitement des boues

_?-~~_~_~ di:!,~_~~~_~: !=f~_~L~:..J.!~~?_L _
__'L!,__ . .__... _-Bo!~__e_!_qLL~~~~J _
Pas de diminution du nombre de kystes. Thiriat et al. (1997)

_~_~i~_~i~i!!~!!9..~_<!l:!_!!~~~_~__~_~~~!~~_~~~_~l.~:_ _
Pas de diminution. Chauret et al. (1999)

Traitement
Digestion
(35°C)

anaérobie
Elimination

mésophile Pas de diminution.
Références
Soores et al. (1994)

Epaississement
Déshydratation

> 0,96 log", >897o Rose et al. (1996)
__!_1?9!~ .. ._. .__':lu"t.0LQ9J~L .. _
__9.,_?_3_!09!Q,JJ~ ._. ._.I<()SeEtaLL1~~~L .
Pas de diminution. Chauret et al. (1999)

Globalement, on constate que la digestion anaérobie mésophile, qui est une des techniques les plus

fréquemment évaluées, se révèle inefficace pour éliminer les kystes de Giardia. Concernant les techniques de

déshydratation et d'épaississement, elles pourraient permettre l'élimination d'environ 90 '10 des kystes d'après les
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travaux de Hu et al. (1996) et de Rose et al. (1996). Très peu de données sont disponibles concernant la viabilité

des kystes suite à ces traitements. On peut toutefois citer les travaux de Thiriat et al. (1997) qui ne détectent

aucun kyste viable par microscopie optique suite à la digestion anaérobie mésophile des boues.

Les boues résiduaires peuvent être utilisées soit en amendement, soit sous forme de compost (Hu et al.,

1996). La valorisation agricole des boues stabilisées tend à se développer pour des raisons économiques et

environnementales (Chauret et al., 1999). Comme nous l'avons vu précédemment, le traitement des eaux usées

entraîne la concentration d'une partie des micro-organismes et notamment des kystes de Giardia dans les boues.

L'épandage de ces boues contenant un grand nombre de micro-organismes peut dans certaines conditions

entraîner la contamination des eaux de surface et des eaux souterraines par ruissellement (Chauret et al., 1999).

L'absence d'un nombre suffisant de données concernant la viabilité et l'infectiosité des kystes, mais aussi le

manque de spécificité des techniques de détection couramment utilisées vis-à-vis des espèces et des génotypes,

ne permet pas actuellement une évaluation correcte du risque lié à l'utilisation de ces boues.
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Description du su jet de thèse et des ob jectifs

Les méthodes de référence actuellement développées pour la détection des kystes de Giardia dans le

milieu hydrique, sont adaptées à l'analyse d'eau patable, d'eau de surface ou d'eau souterraine. Par contre, aucune

norme n'est proposée pour la détection de ce protozoaire dans les matrices complexes et notamment les eaux

usées brutes ou pré-traitées qui constituent pourtant une des voies de contamination des ressources hydriques

environnementales.

A l'heure actuelle, le rôle des différents hôtes de Giardia dans la contamination de leur environnement

est mal connu, notamment pour Giardia lamblia qui est une espèce complexe composée de sept génotypes dont

seulement deux, A et B, sont pathogènes pour l'Homme. Ainsi, les premières d'études concernant l'évaluation des

différentes espèces de Giardia ou des génotypes de G. lamblia dans la contamination au niveau du milieu hydrique

ont été publiées récemment. De plus, aucune étude française ne porte sur la détection spécifique de Giardia

lamblia ou de ses génotypes dans des prélèvements environnementaux ou des échantillons biologiques

correspondant à des cas sporadiques de giardiose ou à des épidémies.

Si l'analyse d'eaux usées ou de prélèvements de selles humaines ou animales constitue un des moyens

d'évaluation du rôle des différents hôtes en tant que réservoir pour ce protozoaire, ce type d'étude nécessite de

disposer d'une technique de détection spécifique au niveau des espèces et des génotypes. Malheureusement,

l'étape finale de détection des protocoles de référence est réalisée par immunofluorescence qui ne permet pas

de distinguer ni les six espèces qui composent le genre Giardia, ni les génotypes de l'espèce Giardia lamblia.

Les objectifs de notre étude sont de détecter et de quantifier spécifiquement les kystes appartenant

auX espèces Giardia lamblia et Giardia muris, mais aussi d'être capables de distinguer les principaux génotypes de

Giardia lamblia dans différents types d'échantillons environnementaux ou biologiques. La présence de ces kystes

est alors étudiée dans des eaux usées pré-traitées provenant de trois sites sélectionnés en fonction leur

contamination fécale d'origine humaine et/ou animale. Des échantillons biologiques constitués par des selles

humaines naturellement contaminées par des kystes de Giardia et provenant de différents hôpitaux sont

également analysés lors de notre étude.

La première partie de nos travaux, réalisée à partir de suspensions purifiées de kystes de Giardia,

concerne le développement de systèmes de PCR en temps réel et de PCR qualitative destinés à une détection

spécifique d'espèce et de génotype. Cette partie primordiale pour la mise en place de notre étude comporte trois

étapes principales destinées à l'obtention de ces outils de détection:

'" Un bilan et une sélection des gènes cibles permettant soit de distinguer les espèces G. lamblia et G. muris, soit

de détecter spécifiquement les génotypes de l'espèce G. lamblia, suivis par une sélection des différentes amorces

et sondes à partir de ces séquences cibles.

*" L'optimisation des conditions d'amplification au niveau des paramètres constitués par les concentrations en

amorces et en sonde.

'" La validation des étapes d'extraction de l'ADN et d'amplification à partir de ces suspensions purifiées de

kystes.
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La deuxième partie de nos travaux concerne le transfert de ces outils à l'analyse d'échantillons 

d'eaux usées et de selles contenant des concentrations élevées en matière organique et en inhibiteurs 

pouvant entraîner la production de faux résultats négatifs. Lors de cette étude, /'immunofluorescence est 

réalisée en parallèle de la détection par PCR de façon systématique. Ainsi, un protocole est également 

nécessaire pour l'application de cette technique aux eaux usées. Cette deuxième partie de nos 

expérimentations comprend quatre étapes: 

"* Une comparaison des techniques de concentration et de purification pour la détection des kystes de Giardia 

par immunofluorescence. 

'" Une comparaison de protocoles d'extraction de l'ADN afin d'adapter les systèmes de détection à l'analyse 

d'échantillons d'eaux usées. 

'" Une comparaison de techniques de purification des kystes et de protocoles destinés à limiter l'effet des 

inhibiteurs de PCR. 

'" Une évaluation de l'IMS pour la détection par immunofluorescence et PCR en temps réel lors de l'analyse d'eaux 

usées pré-traitées. 

La troisième partie de nos expérimentations concerne la détection spécifique d'espèce et de génotype 

par PCR à partir de prélèvements provenant de deux stations d'épuration et d'un abattoir, mais aussi de selles 

humaines naturellement contaminées. Cette troisième partie est basée sur les protocoles développés au cours des 

deux étapes précédentes. Les objectifs de ces différentes analyses sont de réaliser: 

'" Une détection par PCR en temps réel des kystes de G. lamblia, en parallèle de l'analyse par immunofluorescence, 

dans des eaux usées caractérisées par une contamination d'origine domestique (station d'épuration de Nancy), 

animale (abattoir de Metz) ou mixte (station d'épuration de Metz), ainsi qu'une comparaison de leur niveau de 

contamination par ce protozoaire. 

'" Une détection par PCR en temps réel des deux génotypes A et B pathogènes pour l'Homme pour l'espèce 

G. lamblia. Une détection des génotypes .C et E considérés comme respectivement spécifiques d'animaux 

domestiques et d'élevage dans ces mêmes échantillons par PCR qualitative. L'évaluation du r61e de chacun de ces 

génotypes dans la contamination de ces trois types d'eau par G. lomblia. 

'" Le génotypage de kystes de G. lamblia isolés de selles humaines par PCR afin de déterminer notamment la 

proportion de génotypes A et B. 
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1- Schéma général des expérimentations.

La figure 1 présente les différentes étapes suivies par les suspensions purifiées de kystes de Giardia, les

prélèvements d'eaux usées et les selles humaines lors de notre étude. Les techniques d'immunofluorescence et de

PCR (en temps réel ou qualitative) sont appliquées en parallèle sur ceS trois types d'échantillons.

Suspensions purifiées de kystes
de G. lamblia ou de G. muris

Prélèvements d'eaux usées
prétraitées

~

Selles humaines

Etape de purification des kystes:
Comparaison de techniques de purification

t
Giardia lamblia

Détection des génotypes
A-I A-II B-III et B-IV:

PCR qualitative et
PCR-RFLP

- -,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
'"Extraction de "ADN:

Protocole optimisé sur les eaux usées,,

Etape de concentration
purification des kystes

/)
/

Extraction de j'ADN:
Adaptation aux eaux usées,,

t

-,,,,,, ~----:--.._-
--------- ~ 1,,,,,,,,,

...

Giardia lamblia
Quantification des génotypes A et Bà

portir des gammes étalon:
PCR en temps réel

Détection des génotypes C et E :
PCR qualitative

Etape de concentration des kystes :
Comparaison de techniques de concentration

l
,,,

; //
1 ...-..._./

",--=tc:::::=~.::::::::=-..~-.--~-~_ ..-
,,,,,,,

"Extraction de l'ADN,,,,,

"PCR en temps réel:
Optimisation des conditions d'amplification,

Gammes étalon

Réalisation de gammes
de dilution de raison 10

Marquage des kystes

<J
Immunofluorescence :
Numération des kystes

Figure 1 : Schéma général des différentes étapes réalisées sur chaque type d'échantillon (suspensions purifiées de kystes,

prélèvements d'eaux usées, selles humaines)

2- Matériel commun à plusieurs protocoles.

- Centrifugeuse à godets oscillants (.Jouan, réf. GT422) pour les tubes de 15 et 50 mL.

- Centrifugeuse à rotor fixe (Beckman Coulter, réf. Microfuge® 22R centrifuge) pour les tubes de 1,5 et 2 mL.

- pH mètre (Hanna instruments, réf. HI9622).

- Tampon PBS pH 7,2 (Phosphate Buffer Saline) (Biomérieux, réf. 75511).

- Tubes de 50 mL à fond conique en polypropylène NUNC (Polylabo, réf. 13260.01).

- Tubes de 15 mL à fond conique en polypropylène Greiner Bia-One (Dutscher, réf. 227261).

- Tubes de 1,5 mL Safe-Iock en polypropylène (Eppendorf, réf. 0030.120.086).

- Tubes de 2 mL Safe-Iock en polypropylène (Eppendorf, réf. 0030.120.094).

Le matériel spécifique à chaque protocole est présenté dans le paragraphe correspondant.
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3- Suspensions purifiées de kystes de Giardia lamblia et Giardia muris.

3.1- Suspensions purifiées de kystes fournies par Waterborne 'M.

Actuellement, G. lamblia et G. muris sont les seules espèces pour lesquelles des suspensions purifiées de

kystes sont commercialisées. Les suspensions purifiées de kystes utilisées dans le cadre de cette étude sont

fournies par Waterbornem
, Inc (New Orleans, USA).

Les kystes de G. lamblia appartiennent à la souche H3 (génotype B; Guy et al., 2003), ils ont été

initialement isolés de selles humaines. Leur multiplication se fait par passage sur gerbilles. Les kystes de G. muris

appartiennent à la souche Roberts-Thompson et sont multipliés sur souris.

Avant commercialisation, ces kystes sont purifiés à 95-99 7o par des gradients de Percoll~ et de

saccharose et des étapes de lavage. Ils sont stockés en suspension dans du tampon PBS (pH 7,4) en présence

d'antibiotiques (pénicilline, streptomycine, gentamicine et amphotéricine B). Au laboratoire, les suspensions de

kystes sont aliquotées et stockées à -80°C.

3.2- Réalisation de gamme de dilution de kystes.

Les gammes de dilution de kystes en suspensions purifiées, de raison 10, sont réalisées dans du tampon

PBS pH 7,2. Ces dilutions sont effectuées avant extraction de l'ADN. Elles sont ensuite utilisées pour la validation

des PCR, mais aussi comme gamme étalon pour la quantification des kystes contenus dans les prélèvements d'eaux

usées.

3.3- Extraction de l'ADN à partir de kystes en suspensions purifiées.

3.3.1- Matériel.

- QIAamp® DNA Stool Mini kit (Qiagen, réf. 51504).

- RNA Carrier®, tampon AVL (Qiagen, réf. 19073).

- Ethanol absolu Rectapur'" (VWR Prolabo, réf. 20819).

3.3.2- Protocole d'extraction de l'ADN.

Pour les suspensions purifiées de kystes de G. lamblia et G. muris, l'extraction de l'ADN est réalisée avec

Je kit QIAamp® DNA Stool Mini kit. Ce système d'extraction est destiné à la purification d'ADN à partir de selles

humaines congelées ou non, ou à partir d'autres échantillons contenant des concentrations élevées en inhibiteurs de

PCR.

Ce kit d'extraction est tout d'abord testé suivant le protocole recommandé par Qiagen® avec une première

étape de lyse de la paroi des kystes qui est réalisée à 95°C (au lieu de 70°C), cette température est recommandée

pour la lyse des parasites et de certaines bactéries dont la paroi est plus résistante. Sur les suspensions purifiées

de kystes, une première optimisation est également évaluée, par l'incorporation de RNA Carrier® (1I-'g.I-'L-1 dans du

tampon AVL) lors de l'étape de digestion des protéines.
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le protocole d'extraction de l'ADN incluant le RNA Carrier®, nommé REF dans notre étude, est le suivant:

1
Lyse de la paroi des kystes

2
Adsorption des inhibiteurs

3
Digestion des protéines

4
Purification de l'ADN

sur colonne

4- Eaux usées,

- Ajout de 1,4 mL de tampon ASl à 200 !,l de suspension purifiée de kystes
dans un tube de 2 mL.
- Agitation au vortex 1 minute puis incubation 5 minutes à 95°C.
- Agitation au vortex 15 secondes puis centrifugation 20000 g, 1 minute.

- Dépôt de 1,2 ml de surnageant dans un nouveau tube de 2 ml, ajout de la
résine InhibitEX®'
- Agitation au vortex 1 minute. Incubation 1 minute à 15-25°C.
- Centrifugation 20000 g, 3 minutes.
- Transfert du surnageant dans un tube de 1,5 mL.
- Centrifugation 20 000 g, 3 minutes.

- Dépôt de 15 !,l de protéinase K dans un nouveau tube de 1,5 mL.
- Ajout de 200 !,l de surnageant, 200 !,l de tampon Al et
5 !,l de RNA Carrier® (1 !'g.!'l-l dans du tampon AVl).
- Agitatian au vortex 15 secondes puis incubation-IO minutes à 70°C.

- Ajout de 200 !,l d'éthanol absolu et agitation au vortex.
- Dépôt Sur une mini-colonne QIAamp et centrifugation 20 000 g, 1 minute.
- Récupération de la colonne et dépôt de 500 !,l de tampon AW1.
Centrifugation 20 000 g, 1 minute.
- Récupération de la colonne et dépôt de 500 !,l de tampon AW2.
Centrifugation 20 000 g, 3 minutes.
- Récupération de la colonne dans un tube de 1,5 ml et élution de l'ADN:
dépôt de 200 !,l de tampon AE, incubation 5 minutes à 15-25°C
puis centrifugation 20 000 g, 1 minute. Stockage de l'extrait à -80°C.

4.1- Sites de prélèvement des eaux usées.

Les échantillons d'eaux usées ont été prélevés sur trois sites caractérisés notamment par l'origine

humaine et/ou animale de leur contamination fécale. Ces trois sites sont constitués par la filière urbaine de la

station d'épuration de Nancy-Maxéville (54), la station d'épuration de Metz (57) et l'abattoir de Metz. les eaux

usées analysées dans le cadre de notre étude sont prélevées après l'étape de pré-traitement (dégrillage,

dessablage, déshuilage).

La station d'épuration de Nancy-MaxéviJJe comprend deux filières distinctes, une filière urbaine et une

filière industrielle traitant les effluents de la brasserie de Champigneulles. les prélèvements sont uniquement

effectués sur la filière urbaine qui reçoit les effluents des 20 communes composant la Communauté Urbaine du

Grand Nancy, elle présente une capacité de 340 000 équivalents habitants. Cette filière ne reçoit pas d'eau usée

contaminée par des selles d'animaux d'élevage car aucun abattoir n'est en activité sur ce site.

la station d'épuration de Metz (SIVOM) ne comprend qu'une seule filière qui reçoit les eaux usées de 25

communes et peut traiter une pollution équivalent à 444 000 habitants. Cette filière reçoit des eaux usées

domestiques, mais aussi des eaux usées industrielles et notamment celles provenant de l'abattoir situé à proximité.

- 91 -



Matériel et Méthodes

La filière urbaine de Nancy-Maxéville et la station d'épuration de Metz comportent une étape de pré

traitement, une décantation lamellaire, un traitement biologique avec des zones aérobies et anaérobies. Ce

traitement biologique permet l'élimination de la pollution carbonée et de la pollution azotée par nitrification

dénitrification. Le traitement d'épuration se termine par une décantation secondaire et un traitement tertiaire de

déphosphatation par coagulation au chlorure ferrique et décantation lamellaire.

Le traitement biologique de la filière urbaine de Nancy-Maxéville fait appel à un réacteur biologique de

type BIOLIFT qui utilise la technique des bactéries fixées sur un lit de sable fluidisé. Ces deux stations

d'épuration permettent de satisfaire les normeS de rejets de la réglementation européenne pour la totalité des

paramètres et notamment au niveau des concentrations en azote total (10 mg.L~') et en phosphore total (1 mgr').

Le tableau 1 présente les paramètres moyens journaliers des effluents à l'entrée des stations d'épuration de

Nancy-Maxéville et de Metz.

Tableau 1 : Paramètres moyens journaliers des effluents en entrée des stations d'épuration des agglomérations nancéienne

et messine

Site
Débit
DCO (Demande Chimique en Oxygène)
DB05 (Demande Biologique en Oxygène)
MEST (Matière En Suspension Totale)
NTK
(Azote Kjeldahl : azote organique et ammoniacal)
NGL (Quantité d'Azote Globale)
PT (Phosphore Total)

Remarques; NGL =NTK + nitrites + nitrates

Nancy - Maxéville
100000 m'
260 mg.L~'

120 mg.L~'

150 mg.L~'

30 mg.L~1

_ 30 mg.L~'

10 mg.L~'

Metz
58340 m'
552 mg.L~'

272 mg.L~1

225 mg.L~'

46,8 mg.L~'

NR
6,9 mg.L~'

Le troisième site de prélèvement d'eaux usées est constitué par l'abattoir de Metz. Le volume d'eaux

usées rejeté par l'abattoir est de 400 m'.jour~l Ces eaux usées sont prétraitées avant d'être acheminées à la

station d'épuration de Metz.

4.2- Description des étapes suivies par les échantillons.

La figure 2 résume de façon schématique les différentes étapes suivies par les prélèvements d'eaux usées

lors de leur analyse par immunofluorescence et PCR.
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Prélèvements d'eaux usées prétraitées

Analyse physico-chimique,

numération des coliformes thermotolérants

Etape de concentration

des kystes

...........................,............. .~.::•... . "'..

Il Immunofluorescence II

Etape de purification des kystes :

Evaluation de technIques de purification et
d'optimisation de la détection en présence d'inhibiteurs de PCR

~
Extraction de l'ADN

~

{
lMS

.f······
.... ........... ...

Séparation FEA

Flottation sur solution

de Percoll""-saccharose

1 PCR quantitative ou qualitative j

Figure 2 : Schéma des différentes étapes suivies par les prélèvements d'eaux usées prétraitées lors de leur analyse par

immunofluorescence et PCR en temps réel

4.3- Analyse physico-chimique et numération des coliformes thermotolérants.

4.3.1- Mesure du pH et de la turbidité.

la meSure de pH est réalisée pour chaque prélèvement, sous agitation et à température ambiante. le

pHmètre (Hanna instruments HI 9622) est équipé d'une sonde pH préalablement étalonnée à température

ambiante avec des solutions étalon à des valeurs de pH de 4,0 et 7,0.

la mesure de la turbidité des différents échantillons d'eaux usées est effectuée avec un turbidimètre de

laboratoire (pe compact, Aqualytic", réf. 4206020), la gamme de mesure de turbidité de cet appareil est comprise

entre 0,1 et 1 000 NTU (Unités Néphélémétriques de Turbidité). 30 ml de chaque échantillon d'eau sont

homogénéisés par retournements. Pour les échantillons présentant une turbidité supérieure à 1 000 NTU une

dilution est réalisée avec de l'eau désionisée et la turbidité réelle (T) est calculée avec la formule:

T = Td . (Vs + Vd) / Vs (T: turbidité réelle; Td : turbidité mesurée après dilution; Vs : volume

d'échantillon; Vd : volume d'eau de dilution).

4.3.2- Numération des coUronnes thennotolérants.

4.3.2.1- Matériel.

- Milieu M-Fe-Agar (Merck, réf.1.l1278.o500).

- Acide rosolique (Aldrich, réf. 86,132-4) à 1 ')'0 dans NaOH 0,2 M.

- Rampe de filtration (Sartorius GmbH, réf. SM16824).

- Membranes stériles quadrillées en nitrocellulose (diamètre: 47 mm, porosité: 0,45 ~m) (Millipore, réf.

HAWG04753).
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- Préparatian des géloses en boîtes de Pétri: 52 g de milieu M-FC-Agar sont portés à ébullition au bain

marie dans 1 L d'eau désionisée. Puis 10 mL d'acide rosolique à 1 7. dans NaOH 0,2 N sont ajoutés. Le milieu

est agité et porté à ébullition pendant 1 minute. Les géloses sont ensuite coulées en boîtes de Pétri

(diamètre: 50 mm) et stockées à + 4°C.

4.3.2.2- Protocole.

Dans notre étude, la numération des coliformes thermotolérants est réalisée d'après la norme ISO

9308/1 (1990). 400 pl.. d'eau usée sont prélevés et dilués au 1/10 dans 3,6 mL de PBS stérile, des dilutions sont

ensuite réalisées au 1/10. 1 mL de dilution connue est filtré sur la rampe de filtration, au travers d'une membrane

stérile. Après filtration, la membrane est déposée, face de retenue vers le haut, sur une gélose au M-FC-Agar. Les

différents points de la gamme de dilution sont analysés en triplicat.

Après incubation à 44°C ± O,5°C pendant 18 à 24 heures, les colonies présentant une coloration bleue sont

dénombrées. Pour chaque échantillon, le logarithme du nombre d'unités formant colonie pour 100 mL

(log UFC.100 mL") est calculé selon la formule:

log (lOO,N.F / V) (N : nombre de colonies comptées; F: facteur de dilution; V: volume analysé)

4.4- Techniques de concentration des kystes à partir des eaux usées.

La floculation au carbonate de calcium et la centrifugation sont les deux techniques de concentration des

kystes de Giardia évaluées dans notre étude.

4.4.1- Procédure de concentration Dar centrifugation.

100 mL d'eau sont filtrés sur un tamis en inox de porosité 300 /lm puis concentrés par deux

centrifugations successives à 2000 g pendant 15 minutes dans des tubes de 50 mL. Après chaque centrifugation, le

surnageant est éliminé. Les culots obtenus suite à la première centrifugation sont regroupés dans un seul tube avec

de l'eau désionisée. Le culot résultant de la deuxième centrifugation est conservé dans les 4 derniers mL à 4°C

avant l'étape de purification des kystes. La filtration sur tamis permet d'éliminer les débris les plus volumineux

présents notamment dans l'eau usée d'abattoir.

4.4.2- Protocole de concentration par floculation au carbonate de calcium.

La floculation au carbonate de calcium est réalisée sur 10 litres d'eau usée brute selon la méthode décrite

par Vesey et al. (1993).

4.4.2.1- Matériel.

- Cuve en palypropylène Nalgène (Bioblack, réf. F99131).

- Agitateur à palles (Heidolph, réf. RZRI).

- Pots à centrifuger de 250 mL en polypropylène (Beckman, réf. 356 987).

- Acide sulfamique à 10 7. (VWR Prolabo,réf. 20671.366).

- Tween 80 (VWR Prolabo, réf. 28830.291).

- CaCl, (1 M), NaHC03 (1 M), NaOH (1 M), HCI (1 M).
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4.4.2.2- Procédure de concentration par floculation.

10 L d'eau usée sant versés dans une cuve en palypropylène, meSure du pH initial sous agitation.

Ajout de 100 mL de CaCl, (1 M), puis de 100 mL de NaHCO, (1 M).

Le pH est ajusté à 10 par ajout de NaOH (1 M).

Sédimentation du floculat pendant 4 heures à température ambiante.

\(

Le surnageant est éliminé. Le floculat est dissous dans 200 mL d'acide sulfamique,

puis réparti dans les pots à centrifuger de 250 mL.

La cuve est rincée par 200 mL puis 100 mL de tween 80 (0,01 70) répartis dans les pots à centrifuger.

\(

Centrifugation 3 000 g, 10 minutes.

Les culots sont remis en suspension par agitation au vortex et transvasés dans un tube de 250 mL.

\(

Centrifugation 3000 g, 10 minutes.

Le surnageant est éliminé puis le volume est ajusté à 200 mL avec de l'eau désionisée.

Le pH est ajusté à 7 (papier pH). L'échantillon est conservé à + 4°C avant purification.

4,5- Techniques de purification des kystes.

4.5.1- Filtration.

Deux filtrations sous pression négative sont réalisées sur des toiles à bluter Scrynel en polyester de

porosité décroissante de 102 pm et 59 pm (Polylabo, réf. 87440.02 et 87442.01). Le filtrat est ensuite concentré

par centrifugation (2000 g, 15 min, paragraphe 4.4.1).

4.5.2- Technique de séparation Formaldéhvde-Acétate d'éthyle (FEAl.

Il s'agit d'une séparation biphasique réalisée selon le protocole initialement décrit par Weber et al. (1992)

pour la purification des oocystes de Cryptosporidium à partir de selles humaines. Les graisses contenues dans les

selles se concentrent sous forme d'un gâteau dans la phase hydrophobe que constitue l'acétate d'éthyle, alors que

les matières en suspension hydrophiles (y compris les kystes de Giardia et les oocystes de Cryptosporidium)

s'accumulent dans la phase hydrophile constituée par le formaldéhyde dilué (10 70).

4.5.2.1-Matériel.

- Formaldéhyde à 10 70 dans de l'eau désionisée à partir de formaldéhyde à 37 70 dans l'eau, stabilisé par

10-15 70 de méthanol (Acros, réf. 11969).

- Acétate d'éthyle (Riedel-deHaën, réf. 33211).
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4.5.2.2- Protocole de purification FEA.

La figure 3 décrit le protocole de la séparation biphasique Formaldéhyde-Acétate d'éthyle.

] 3 ml d'acétate d'éthyle

] 6 mL d, focmaldéhyde' 10 ,.

] 4 mL d'é,ha";Ii,,

1) Vortex 30 s

DD ::=:=--
2) Centrifugation
500 g, 5 min

]
Débris liposolubles en suspension
dans l'acétate d'éthyle

J

Débris hydrosolubles en suspension
dans le formoldéhyde à 10 %

Culot formé par les sédiments
hydrophiles et notamment
les kystes de Giardia

1) Le culot est remis en suspension
dans de J'eau désionisée (qsp 13 ml)

DD====:~

2) Centrifugation 500 g, 10 min

le culot lavé est remis en suspension dons
DOC'===~::=:=- un volume approprié d'eau désionisée pour

la réalisation de l'étape supplémentaire de
purification.

Figure 3 : Procédure de séparation biphasique Formaldéhyde-Acétate d'éthyle d'après Weber et al. (1992)

4.5.3- Technique de séparation à l'acétate d'éthyle.

La technique de séparation à l'acétate d'éthyle est basée sur le protocole de la séparation FEA. Dans un

tube en polypropylène de 15 mL, le volume de culot est porté à 10 mL avec de l'eau désionisée et 3 mL d'acétate

d'éthyle sont ajoutés. Les étapes de centrifugation et de lavage sont identiques à celles appliquées pour la

séparation FEA.

4.5.4- Flottation sur solution de Percoll-saccharose.

Cette technique de purification des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium à partir d'eaux

de surface a été proposée par LeChevailier et al. (1995). La norme US-EPA de 1995 recommande son utilisation

pour la détection de ces deux parasites par immunofluorescence dans les eaux.

4.5.4.1- Matériel.

- PercolP" (Sigma, réf. P-1644).

- Saccharose (Acros, réf. 42450).

- Préparation de 100 mL de solution de Percoll~-saccharosede densité 1,10 : 10 mL de saccharose (2,5 M),

45 mL d'eau désionisée et 45 mL de Percoll~.

4.5.4.2- Procédure de flottation sur solution de Percolr--saccharose.

La figure 4 présente le protocole de la purification sur solution de Percoll~-saccharose (densité: 1,10).
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] 20 mL d'échantillon

]

30 mL de solution de
Percoll-saccharose
(d,I)O)

Centrifugation: 1050 g, 10 min

DO CI====::=::=-
- Accélération très progressive
- Pas de freinage

Matériel et Méthodes

] Suspension aqueuse

f!m~~<lf----Kystes de Giardia

J
Solution de Percoll
Saccharose (d : 1,10)

~ Débris de
densité> 1.10

Les 20 ml de suspension aqueuse
et les 5 mL supérieurs de solution de
Percoll-saccharose sont repris.
Homogénéisation au vortex.
le volume est complété à 50 ml
avec de l'eau désionisée

DOCI====:=-
Centrifugation 1050 g, 10 min

Culot contenant notamment
les kystes de Giardia

Remise en suspension du culot
avec de l'eau désionisée (qsp 50 mL).
Homogénéisation au vortex.
Centrifugation 1050 g, 10 min

00 CI====::=::=-
Centrifugation 1050 g, 10 min

X2

Le culot lavé est conservé
dans les 5 derniers mL.

Figure 4 : Procédure de purification par flottation sur solution de Percoll"W,-saccharose

4.5.5- Gradient de densité sur solutions de bromure de potassium.

Lors de la comparaison de différentes procédures de purification des kystes de Giardia, nous évaluons

notamment le gradient de densité sur solutions de bromure de potassium. Le protocole utilisé a été proposé par

Chesnot et Schwartzbrod (2004) et fait intervenir quatre couches de densité 1,01,1,04, U2 et 1,23. Ces auteurs

ont développé ce protocole pour la purification des oocystes de Cryptosporidium dont la densité est très proche de

celle des kystes de Giardia. La figure 5 décrit la mise en oeuvre de ce protocole et le tableau 2 rapporte la

composition des solutions de bromure de potassium. Trois lavages des solutions récupérées sont réalisés à l'eau

désionisée par centrifugation (1050 g, 10 min).

Densité de la Masse de KBr dissoute dans du Tris-
solution EDTA (pH 7,2) en g.L-'

1.01 20,25
1.04 62,56
1,l2 179,90
1,23 346,70

1 ml de
1 ../ fuspension

=~ }à' purifier
_dol.DI

d=lj)4 4*2 mL de=d=1,12 solution de
d=123 KBr

V · _

Centrifugation
3000 g, 60 min

Figure 5 : Protocole proposé par Chesnot et

Schwartzbrod (2004). la zone grisée correspond

à la partie récupérée après centrifugation.

Tableau 2

potassium
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4.5.6- Gradient de densité sur solutions de saccharose.

Le protocole de purification sur solutions de saccharose est comparable à celui basé sur les solutions de

bromure de potassium. Quatre couches de densité 1,01, 1,04, 1,11 et 1,30 sont utilisées. La figure 6 décrit le

protocole de purification et le tableau 3 précise les concentrations en saccharose des solutions utilisées. Trois

lavages des solutions récupérées sont réalisés à l'eau désionisée par centrifugation (1050 g, 10 min).

4ml de
suspension
à purifier

d~Üjï}
d::104 4*8 mL de
d::Ùl solution de
d::1.30 saccharose

Centrifugation
3000 g, 60 min

Figure 6 : Protocole de purification sur

solutions de saccharose

Tableau 3 : Composition des solutions de saccharose

Densité de la Masse de saccharose dissoute
solution dans de l'eau dés ionisée (g.L-1

)

1,01 30,3
1,04 114,7
1,11 300,5
1,30 804,9

4.5.7- Gradient de densité sur solutions de Nvcodenz™.

Un protocole de gradient de densité sur solutions de Nycodenz'" (Sigma D-2158) est réalisé suivant le

mode opératoire développé par Chesnot et Schwartzbrod (2004) pour la purification des oocystes de

Cryptosporidium. Comme dans le cas des gradients de densité sur solutions de saccharose et de bromure de

potassium, l'échantillon à purifier est déposé sur quatre couches de densité décroissante. Le protocole est décrit

sur la figure 7. Trois lavages des solutions récupérées sont réalisés à l'eau désionisée par centrifugation (1050 g,

10 min).

_ 1 ml de
_ ~uspension à
_ purifier

'~d;ï.iïï}
_~~1.05 4*2 mL de

.~ d=l,l0 solution de

. d=l 21 Nycodenz
: V ' _

Centrifugation
3000 g, 60 mn

Figure 7 : Protocole de purification sur

solutions de Nycodenz--

Les densités de ces couches sont 1,01, 1,05, 1,10 et 1,21, leur

composition est reportée dans le tableau 4.

Tableau 4 : Composition des solutions de Nycodenz™

Densité de la Masse de Nycodenz'" dissoute dans
solution du Tris-EDTA pH 7,2 en g.L-1

1,01 25
1,05 50
1,10 100
1,21 200
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4.5.8- Séparation immunomagnétique OMS).

Le kit IMS utilisé dans cette étude est basé sur l'utilisation de billes microscopiques, uniformes,

monodispersées, paramagnétiques, recouvertes d'anticorps purifiés dirigés contre les kystes de Giardia et liés par

covalence à leur surface. Cette purification des kystes de Giardia est s'effectue en deux étapes principales:

- La séparation immunamagnétique est réalisée par la formation des complexes billes-kystes, suivie de leur

séparation de l'échantillon environnemental.

- La dissociation des complexes billes-kystes de Giardia.

4.5.8.1- Matériel.

- Kit Dynabeads· GC-Comba (Dynal, réf. 730.12) contenant: tampon'" SL-A 10 X, tampon'" SL-B 10 X,

billes Dynabeads® Cryptosporidium et Dynabeads® Giardia. Les billes sont fournies en suspension dans du tampon

PBS pH 7,4 avec 0,1 70 de BSA.

- Tubes Leighton à côté plat llO (Dynal, réf.740.03).

- Agitateur rotatif MX2 (Dynal, réf.159.0S).

- Concentrateur de particules magnétiques pour tubes Dynal llO MPC®-1 (Dynal, réf. 120.01).

- Concentrateur de particules magnétiques pour tubes de 1,5 mL MPC®-S (Dynal, réf. 120.20).

- Pour chaque échantillon, préparer 1 mL de tampon SL-A à une concentration IX à partir du tampon SL-A

lOX par dilution au 1/10 dans de l'eau désionisée.

- HCI 0,1 M et NaOH 1 M.

4.5.8.2- Procédure IM5.

Dans un tube llO à côté plat:

déposer 1 mL de tampon SL-4 10X, 1 mL de tampon SL-B lOX et les 10 mL d'échantillon.

Ajouter 100lJ,L de billes anti-Giardia après les avoir bien remises en suspension par agitation au vortex.

v

Placer le tube dans l'agitateur rotatif pendant 1 heure à température ambiante.

Placer ensuite le tube dans le concentrateur de particules MPC-l.

Incfiner le tube de 900 d'un côté puis de l'autre, à raison d'un mouvement par seconde,

pendant deux minutes.

Eliminer ensuite le surnageant sans enlever le tube du concentrateur de particules.

v

Enlever le tube du concentrateur de particules,

Mettre l'échantillon en suspension dans 1 mL de tampon SL-A IX.

Remettre les billes en suspension sans agitation au vortex et les transférer dans un tube de 1,5 mL.

v

Placer ce tube dans le concentrateur de particules MPC-S avec la barre aimantée.

Incliner le tube de 900 d'un côté puis de l'autre à raison d'un mouvement par seconde,

pendant deux minutes.

Les complexes billes-kystes forment alors une tache rouge distincte à l'arrière du tube.
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Enlever la barre aimantée du concentrateur de particules et ajouter 50 [1L d'HCI (O,1M).

Homogénéiser par agitation au vortex pendant 10 secondes.

Laisser reposer en position verticale pendant 10 minutes.

Homogénéiser de nouveau par agitation au vortex pendant 10 secondes.

Placer le tube dans le concentrateur de particules MPC-S et remettre la barre aimantée.

Laisser le tube au repos pendant 10 secondes.

Déposer 5 [1L de NaOH (lM) dans un nouveau tube de 1,5 mL et y déposer la suspension acide contenant

les kystes de Giardia dissociés des billes.

4.5.8.3- Modifications apportées au protocole initial.

Deux lavages des complexes billes-Giardia, par 5 mL de tampon PBS (pH 7,2), sont ajoutés avant la mise en

suspension des complexes dans le tampon SL-A lX afin d'améliorer l'élimination des débris présents en quantité

importante dans les échantillons d'eaux usées.

L'action de la chaleur (BO°C, 10 minutes dans un bain-marie) sur la dissociation des complexes billes

anticorps est comparée à l'utilisation d'acide chlorhydrique.

4.6- Procédés visant à améliorer la détection par peR à partir d'échantillons environnementaux.

4.6.1- Techniques visant à améliorer la lvse des kYstes.

Deux méthodes, les cycles de congélation-décongélation et les ultrasons, sont évalués pour l'optimisation

de la lyse de la paroi des kystes présents dans les échantillons environnementaux.

Les cycles de congélation-décongélation sont constitués de deux étapes de quatre minutes chacune, à

-BO°C et +90°C. Ces cycles sont répétés cinq fois.

Lors du traitement par les ultrasons, les échantillons sont placés pendant 20 minutes dans un bain-marie

(50°C) à ultrasons d'une puissance de 120 W (Deltasonic, réf. OllC).

4.6.2- Procédés visant à limiter l'erret des inhibiteurs lors de la détection par peRo

Différentes molécules sont testées pour masquer l'effet des inhibiteurs lors de la détection par PCR, elles

sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Produits testés pour masquer l'effet des inhibiteurs lors des réactions de peR

Avant amplification

Pendant l'amplification

Produit

PVP 360 (Polyvinylpyrrolidone)

Chelex-lOO
B5A (Bovine Serum Albumin)

Glycérol

DMSO

Référence

Sigma, P-5288
BioRad,142-1253

Sigma, B-8894

Sigma, G-5516

Sigma, D-8418

La BSA, le glycérol et le DMSO sont inclus dans le milieu réactionnel lors de la PCR.

Le Chelex-100 est soit utilisé au cours du protocole d'extraction, soit à la fin de ce protocole. Dans le

premier cas, 500 f.J1.. de surnageant obtenu après traitement par la résine InhibitEx® et 500 f.J1.. de Chelex-100 à

une concentration finale de 2510 sont placés à 56°C pendant 20 minutes et centrifugés à 20000 g pendant 3
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minutes. Le surnageant est récupéré et utilisé pour la suite du protocole d'extraction. Dans le deuxième cas,

200 JJ!- d'extrait et 200 JJ!- de Chelex-IOO à une concentration finale de 25 '7'0 sont placés à 56°C pendant 20

minutes, puis centrifugés à 20 000 g pendant 3 minutes. le surnageant est récupéré et stocké à -80°C.

lors du traitement associant le chelex-IOO et la PVP-360, 1,2 ml de surnageant obtenus suite à l'étape de

lyse des kystes et 400 JJ!- de Chelex-IOO et PVP-360 à une concentration finale de 2 et 20 '7'0 sont placés 30

minutes à 55°C. Après centrifugation à 20000 g pendant 3 minutes, 1,2 ml de surnageant sont récupérés et mis en

présence de la résine InhibitEx®.

4.7- Extraction de l'ADN

4.7.1- Matériel.

Réactifs utilisés spécifiquement pour l'extraction d'ADN à partir d'eaux usées

- Glycogène (VWR Prolabo, réf. 24405).

- Ethanol 70 '7'0 vol. à partir d'éthanol 95-96 '7'0 vol. Rectapur'" (VWR Prolabo, réf. 20824).

4.7.2- Protocole d'extraction de l'ADN à partir d'échantillons d'eaux usées.

Paur les suspensions de kystes de Giardia obtenues à partir des prélèvements d'eaux usées brutes, six

variantes du protocole REF sont testées.

• Protocole A : la première étape de l'extraction de l'ADN est modifiée par augmentation du volume de tampon

Asl à 2,6 ml afin d'optimiser l'efficacité de la lyse de la paroi des kystes.

• Protocole B : les étapes de lyse de la paroi des kystes et d'adsorption des inhibiteurs sur la résine InhibitEX®

sont optimisées par augmentation du temps d'incubation à 95°C de 5 à 10 minutes et par augmentation du temps de

contact avec la résine de 1 à 3 minutes.

• Protocole C : les étapes de digestion des protéines et de purification sur mini-colonne sont doublées. En effet,

après la première élution de la mini-colonne avec le tampon AE, le protocole est repris à l'étape de digestion des

protéines avec l'éluat.

• Protocole D : la précipitation à l'éthanol du protocole de Chomczynski et Sacchi (1987) est réalisée sur

J'extrait obtenu après élution de la mini-colonne avec le tampon AE.

400 ~l d'éthanol absolu et 1 ~l de glycogène (20 mg .ml") sont ajoutés à J'éluat.

v
Incubation 60 minutes à -20°C puis centrifugation à 10 000 g, 15 minutes.

v
le culot est remis en suspension dans 1 ml d'éthanol à 70 '7'0 vol. et centrifugé à 10 000 g, 15 minutes.

v
le culot est remis en suspension dans 30 ~l de tampon AE est stocké à -80°C.

• Protocole E : Cette alternative au protocole REF est une combinaison des protocoles B et C.

• Protocole F : Cette alternative au protocole REF est une combinaison des protocoles A et C.
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Le tableau 6 présente les différents niveaux d'action des six variantes du protocole REF.

Tableau 6 : les différents niveaux d'action des six variantes du protocole REF (protocoles A, B. C, D. E et F)

Protocole A
Protocole B Protocole B

Etapes du protocole d'extraction
1- Lyse de la paroi 2- Adsorption des
des kystes inhibiteurs

Protocole E
Protocole F

Protocole E
Protocole F

5- Selles humaines.

Protocole E

3 - Digestion
des protéines

Protocole C

Protocole E
Protocole F

4- Purification de l'ADN 1ADN extrait
sur colonne !

'",1Protocole C
f Protocole D

1

5.2- Origine des prélèvements analysés.

41 prélèvements de selles provenant de patients de différents hôpitaux sont analysés dans le cadre de

cette étude. Parmi ces échantillons, 26 correspondent à des cas sporadiques de giardiase et proviennent des

hôpitaux publics de Nancy-Brabois (n = 11), de la Pitié-Salpêtrière (n = 6) et Bichat (n = 1) à Paris ou de l'hôpital

militaire Legouest à Metz (n = 8). Par contre, 15 échantillons correspondent à des cas regroupés de giardiase et

proviennent de l'hôpital militaire Legouest. Les échantillons sont conservés à +4°C et analysés dans les 24 heures

suivant leur arrivée au laboratoire.

5.2- Procédures de purification-concentration des kystes de Giardia à partir de selles.

L'étape de purification concentration est réalisée soit avec le protocole développé par Thiriat et al. (1998)

qui correspond à une chromatographie gel filtration, soit par une séparation à l'acétate d'éthyle.

5.2.1- SéDaration à l'acétate d'éthyle.

Le protocole de séparation diphasique à l'acétate d'éthyle est décrit dans le paragraphe 4.5.3.

5.2.2- Purification-concentration Dar chromatographie gel-filtration.

Ce' protocole développé dans ce laboratoire par Thiriat et al. (1998) est constitué d'une première étape de

filtration sur des toiles à bluter en polyester de porosité décroissante suivie par une chromatographie sur gel de

Sephadex.

5.2.2.1- Matériel.

Matériel utilisé pour l'étape de filtration

Cette première étape est réalisée sous pression négative en utilisant une trompe à vide.

- Fiole à vide en pyrex, 250 mL (Polylabo, réf. 11311).

- Entonnoir 100 mL (Millipore, réf. XX1004706).

- Embase avec bouchon, sans grille (Millipore, réf. XXI004733).

- Pince d'assemblage, 47 mm (Millipore, réf. XX1004703).
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- Toiles à bluter Scrynel en polyester de porosité décroissante: 300 l'm, 102 l'm et 59 l'm (Polylabo, réf.

87435.01,87440.02 et 87442.01).

- Tween 20 (VWR Prolabo, réf. 20880.296).

Matériel utilisé pour l'étape de chromatographie gel filtration:

- 4,5 g de Sephadex G-50 medium (Pharmacia Biotech, réf. 17004302) dans 100 ml de Tween 20 à

0,001 io dans de l'eau désionisée_ Incubation à température ambiante pendant trois heures.

- Une seringue en polypropylène de 60 cm3 est utilisée comme colonne (hauteur 11 cm, diamètre 2,5 cm)

(Polylabo, réf. 49808).

- Disque de toile à bluter Scrynel (diamètre: 2,5 cm) de porosité 59 l'm pour retenir le gel de Sephadex

dans la colonne.

5.2.2.2- Protocole.

Triturer la selle avec la solution de Tween 20 à 0,001 %.

V

Filtrer sur les 3 toiles à bluter Scrynel de porosité décroissante (300, 102 et 59 l'm).

V

Centrifuger le filtrat dans les tubes de 50 ml à 1050 g pendant 10 minutes.

Regrouper les culots avec la solution de Tween 20 à 0,00170.

V

Filtrer le culot sur le gel de Sephadex.

Eluer 7 fractions de 50 ml avec la solution de Tween 20 à 0,001 %.

V

Centrifuger les éluats 10 minutes à 1050 g.

Regrouper les culots avec la solution de Tween 20 à 0,001 %.

5.3-0btention d'une suspension purifiée de kystes à partir de selles humaines.

Une suspension purifiée de kystes de G. lamblia appartenant à l'assemblage A est obtenue à partir d'une

selle humaine d'un patient du C.H.U. de Nancy-Brabois. Trois étapes sont réalisées successivement afin d'obtenir

un niveau de purification satisfaisant. la première étape est une purification à l'acétate d'éthyle (paragraphe

4.5.3), suivie par une flottation sur solution de Percoll~-saccharose de densité 1,10 (paragraphe 4.5.4) et enfin par

une purification sur gradient de saccharose (paragraphe 4.5.6).

5.4- Extraction de l'ADN.

l'extraction d'ADN à partir des kystes isolés de selles humaines est réalisée avec le protocole E décrit

dans le paragraphe 4.7.2.
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6- Quantification des kystes de Giardia en immunofluorescence.

Dans notre étude, la quantification microscopique des kystes de Giardia est réalisée grâce à un double

marquage afin de détecter l'ensemble des kystes de Giardia et les kystes contenant encore leurs noyaux.

L'immunofluorescence directe est réalisée grâce à un anticorps monoclonal couplé à un fluorochrome

constitué par le FITC (IsoThioCyanate de Fluorescéine). Cet anticorps produit sur souris est spécifique de la paroi

externe des kystes, il permet d'identifier les kystes mais n'autorise pas la spécification de l'espèce,

La coloration fluorogénique est réalisée grâce à l'utilisation de PI (iodure de propidium). L'iodure de

propidium est un colorant basique, marqueur de létalité car il est inclus uniquement dans les cellules non viables

dont la membrane est endommagée (Schupp et Erlandsen, 1987). Le PI permet le marquage de l'ADN des cellules

non viables. Ainsi, nous utilisons ce colorant sur les échantillons congelés à - aDoC ce qui entraîne la mort des

kystes de Giardia. Il autorise alors la mise en évidence des noyaux dans les kystes ce qui permet de connaître les

concentrations en kystes contenant leur matériel nucléaire et pouvant être détectés par PCR en temps réel lors de

l'utilisation en parallèle de ces deux techniques de quantification.

6.1- Matériel.

Pour le marquage

- Anticorps monoclonal conjugué au FITC : Giardia-a-Glo (Waterbornem Inc., réf. A300FLR-20 X).

- BSA 1 1'0 (Bovine Serum Albumin) (Sigma, réf. A9647).

- NGS 10 % (Normal Goat Serum) (Sigma, réf. G9023).

- PI (Sigma, réf. P-4170).

- L'anticorps Giardi-a-Glo~ est dilué au 1/20 dans une solution de dilution constituée par du tampon PBS

pH 7,2 contenant des agents bloquants: BSA 1 1'0 et NGS 10 l'o.

- La solution stock de PI à 1 mg.mL·! est préparée dans du tampon PBS pH 7,2.

Pour l'observation microscopique :

- Lames porte-objet en verre de dimension 76 x 26 x 1 mm (CML, réf. LLR).

- Lamelles standard en verre de dimension 24 x 32 mm (CML, réf. LC02432M).

- Microscope à fluorescence de type Axioskop (Zeiss), lampe à vapeur de mercure (HBO, 100 W).

- Filtres chromatiques FITC (Zeiss, réf. 487909) et PI (Zeiss, réf. 487915).

6.2- Protocole de marquage.

Dans un tube Eppendorf de 1,5 mL :

100 ~L de suspension de kystes purifiés, 40 ~L d'anticorps dilué et 10 ~L de solution stock de PI.

V

Incuber à 3rC en étuve pendant 35 à 45 min.

V

Laver avec 850 ~L de tampon PBS. Centrifuger 6000 g, 2 min.

V

Conserver 100 ~L de culot pour l'observation microscopique.
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6.3- Observation microscopique.

La totalité du culot est observée au microscope à épifluorescence en fractions de 10 [!L entre lame et

lamelle. Le tableau 7 présente les longueurs d'onde d'excitation et d'émission du FITC et du PL

Tableau 7 : Longueurs d'onde d'excitation et d'émission du FITe et du PI

Fluorochrome

FITC
PI

Longueurs d'onde (nm)
Excitation Emission
450 à 490 520

546 590

Le repérage initial des kystes est réalisé avec le filtre FITC au grossissement x 100. Les structures

ovoïdes, de 8 à 16 j.JtrI Sur 5 à 15 j.JtrI, présentant au niveau de leur paroi cellulaire une fluorescence verte distincte

due au FITC, sont identifiées comme des kystes de Giardia.

L'analyse avec le filtre PI est réalisée au grossissement x 200. Les kystes présentant une coloration rouge

avec le filtre chromatique PI sont comptabilisés comme des kystes contenant encore leurs noyaux et pouvant être

détectés par PCR.

Le nombre total de kystes (FITC positifs) et le nombre de kystes contenant encore leurs noyaux (PI

positifs) sont déterminés pour chaque échantillon. Lors de notre étude, l'observation microscopique d'un échantillon

de 100 [!L a nécessité de 3 à 7 heures suivant sa turbidité.

7- Détection par PCR en temps réel et PCR qualitative.

7.1- Séquences des gènes TPl et EF1A disponibles sur la base de données Genbank.

Les caractéristiques des différentes séquences des gènes TPI et EFIA disponibles sur la base de données

Genbank pour plusieurs espèces du genre Giardia et plusieurs génotypes de l'espèce G. lamblia sont présentées

dans les tableaux BA à 8D regroupés à la fin de ce chapitre Matériels et Méthodes (pages 115 à 117). Ces

séquences sont utilisées pour la réalisation des arbres phylogénétiques et pour la sélection des amorces et des

sondes.

7.2- Quantification des espèces G. lamblia et G. muris et des génotypes A et B de G. lamblia par

PCR en temps réel.

7.2.1- Matériel.

- Tubes PCR MicroAmp de 200 [!L (Applied Biosystems, réf. N801-0540).

- Microplaque de 96 puits pour PCR quantitative (Applied Biosystems, réf. 4306737).

- Barette de capuchons pour microplaque de 96 puits (Applied Biosystems, réf. N801-0935).

- Thermocycleur ABI Prism 7700 Sequence Detector, logiciel sDs version 1.6.3 (Applied Biosystems).

- Taq Man Universal Master Mix (Applied Biosystems, réf. 4304437).

- Eau Rnase-DNase free (Sigma, réf. W4502).

- Sonde (Applied Biosystems) et amorces sens et antisens (Proligo).
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7.2.1.1- Critères de sélection des amorces et des sondes TaqMan et TaqMan MGB.

Les amorces, ainsi que les sondes Taq Man et TaqMan MGB pour la PCR en temps réel sont dessinées à

l'aide des logiciels Primer Express versions 1.0 et 1.5 respectivement. A partir de la séquence nucléotidique à

quantifier et en tenant compte des critères de sélection présentés dans le tableau 9, ces logiciels proposent un

choix de sondes et d'amorces permettant d'obtenir un amplicon d'environ 100 paires de bases.

Tableau 9 : Critères à appliquer pour dessiner les amorces et sondes Taq Man (logiciel Primer Express, version 1.0) et

TaqMan MGB (logiciel Primer Express, version 1.5) pour la PCR en temps réel (AB! Prism nOO)

Critères communs aux systèmes TaqMan et TaqMan MGB

- Eviter les répétitions de bases identiques.

- Pas de répétitions de 4 bases et plus, surtout pour la guanine.

- Placer les amorces sens et antisens le plus près possible de la sonde sans la chevaucher.

Amorces

- Tm compris entre 58 et 60 oC.

- Pas plus de 2 bases G ou C dans les 5 derniers

nucléotides en 3'.

Sonde

- Pas de base G en 5' (risque de quenching).

Critères spécifiques aux systèmes Taq Man MGB

Amorces

- Pourcentage de GC compris entre 20 et 80 /0.

Sonde TaqMan MGB

- Tm compris entre 65 et 67 oc.
- Sonde la plus courte possible mais comportant au minimum

13 nucléotides.

- Positionner la variation de séquence dans le tiers central de

la sonde.

Amorces

Critères spécifiques aux systèmes Taq Man

Sonde TaqMan

- Pourcentage de GC compris entre 30 et 80 /0. ~ - Tm compris entre 68 et 70°C.

: - Pourcentage de GC compris entre 30 et 80 10.

i -Sélectionner une sonde contenant plus de bases C que de

: bases G.

7.2.1. 2- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour la quantification des espèces G. lamblia
et G. muris.

Le tableau 10 présente les séquences nucléotidiques et les caractéristiques des amorces et des sondes

TaqMan MGB utilisées pour la quantification spécifique des espèces G. lamblia et G. muris. Les amorces sens et

antisens sont communes aux deux PCR en temps réel (PCRq-lamblia et PCRq-muris). Pour les deux sondes, les bases

encadrées correspondent aux variations de séquences entre G. lamblia et G. muris.

7.2.1.3- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour la quantification des assemblages A et B
de l'espèce G. lamblia.

Les séquences et les caractéristiques des amorces et des sondes TaqMan utilisées pour la quantification

des assemblages A et B de l'espèce G. lamblia sont présentées dans le tableau 11.

- 106 -



Matériel et Métbode_s

Tableau 10 ; Séquences et caractéristiques des amorces et des sondes TaqMan MGB utilisées pour la quantification de G. lamblia (PCRq-lamblia) et G. muris (PCRq-muris)

Cible Dénomination Fonction Séquence (5' .. 3') GC 7o Tm (OC) Longueur
(bases)

Position

G. lamblia et GIAF2 Amorce sens GAG ATG AYG AAG CAG CTC AAG AAC 46 58 24 338 .. 361

G, muris GIARI Amorce antisens CTC GTA CCA SGG CAT CTT GTC 57 58 21 460 .. 440....- ---.-.---- --- -- - --..---.-.-- -- --.-.-.-.--.--.- - - -- -- ·-g---·---·ill·-----·-----------------------..-·-..-..---..·--..·-..-..---.-----.---..---..-..-- -----..-- --.- ----..-----.-.
G. lamblia LAP-I Sonde FAM - TTC GA TAC A CC - NFQ 50 66 14 386 - 399--G·.-..;;;;;~i~·---------- ..·~ïüp~ï·----·--- ....--S_;,-;;d;-..-----....---..-..VIë':A"GT';:ëG AffiTA'C"A Tf2fc·C·~ï\iFQ ......--·--..·-....--·---..·-·-·-:i8..----·-..6·5---..---..---..16"-----..-----..·3-s4..:-:ï99-....

La position des amorces et des sondes est donnée sur la séquence de l'isolat BAH-12 (réf. Genbonk : Af069569) pour G. lamblia et de "isolat Ad-120 (réf. Genbank : Af069566) pour G, muris,

Les bases encadrées correspondent aux variations de séquence entre ces deux espèces.

Remarque: Y =Cou Tet 5 =Cou G.

Tableau 11 : Séquences et caractéristiques des amorces et sondes TaqMan utilisées pour la quantification des génotypes A (PCRq-A) et B (PCRq~B) de G. lamblia.

Cible Dénomination Fonction Séquence (5' .. 3') GC 7o Tm (OC)
Longueur

Position
(bases)

A-for Amorce Sens GGA GAC CGA CGA GCA AAG C 63 60 19 839 - 857

G. lamblia
A-rev Amorce antisens cn GCC AAG CGC CTC AA 59 58 17 970 - 986

Génotype A
Giardia-A Sonde FAM - TCT TCT GCG TCG GAG AGA CCT TGG A - TAMRA 56 68 25 901 - 925

B-for Amorce sens AAT AGC AGC ACA RAA CGT GTA TCT G 44 59 25 126 - 150

G. lamblia
B-rev Amorce antisens CCC ATG TCC AGC AGC ATC T 58 58 19 188 - 206

Génotype B
Giardia-B Sonde FAM - CAT GGA CCG GCG AGA CAA GCG T - TAMRA 64 69 22 164 - 185

La position des amorces et des sondes est donnée Sur la séquence de l'isolat WB (réf, Genbonk : L02120) pour le génotype A et de "isolat BAH·12 (réf, Genbank : AF069561) pour le génotype B,
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7.2.2- Préparation du milieu réactionnel.

Les concentrations initiales et finales, ainsi que le volume de chaque réactif entrant dans la composition du

milieu réactionnel de PCR quantitative sont présentés dans le tableau 12. Le volume réactionnel est de 50 ~L par

puits. Les volumes utilisés et les concentrations finales des amorces et des sondes sont donnés pour des

concentrations optimisées.

Tableau 12 : Composition du milieu réactionnel utilisé en PCR quantitative

Réactif

TaqMan Universal Master Mix

Amorce sens

Amorce antisens

Sonde

Eau RNase-DNase free

ADN extrait

Concentration initiale

2X
lO~M

lO~M

5 ~M-6 ~M

Volume par puits Concentration finale

IX
0,5-1 ~M

0,5 -1 ~M

0,25 ~M-O,30 ~M

Le réactif TaqMan Universal Master Mix contient les différents éléments constitutifs du milieu

réactionnel de PCR hormis les amorces et la sonde. Les différents composants de ce réactif sont l'AmpliTaq Gold

DNA polymérase, l'AmpErase®uracil-N-glycosylase (UNG), des dNTP dont les dUTP, une référence passive (ROX)

permettant la normalisation du signal lors des variations de température, un tampon PCR optimisé contenant

notamment du MgCl, (5 mM). L'utilisation de ce réactif destiné à la PCR en temps réel permet de limiter

l'optimisation des conditions de PCR à la détermination des concentrations optimales en amorces et en sonde.

7.2.3- Conditions d'amplification.

L'amplification de l'ADN par PCR en temps réel est réalisée en plusieurs étapes. L'étape initiale de 2

minutes à 50°C est suivie d'une activation enzymatique de 10 minutes à 95°C et enfin de 50 cycles composés

chacun de 15 secondes à 95°C et 1 minute à 60°C.

7.2.4- Analyse des résultats en PCR quantitative.

La meSure de l'intensité de fluorescence émise par le fluorochrome libéré du quencher est réalisée lors de

chaque cycle d'amplification. Le paramètre utilisé pour l'analyse des résultats est le Ct qui représente le cycle seuil

à partir duquel la fluorescence est considérée comme significativement supérieure à la ligne de base ou seuil. Cette

ligne de base est fixée par le logiciel et correspond à l'intensité de fluorescence mesurée soit dans des tubes

témoins ne contenant pas d'ADN, soit lors des 15 premiers cycles d'amplification. La valeur du Ct est inversement

proportionnelle à la quantité initiale d'ADN.
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7.3- Détection des génotypes A, B, Cet E de Giardia lamblia par PCR qualitative.

Concernant les prélèvements d'eaux usées de l'abattoir et des stations d'épuration de Nancy et Metz, les

kystes appartenant aux génotypes A et B sont quantifiés par PCR en temps réel. En revanche, pour les kystes de

G. lamblia des génotypes C et E, la détection est effectuée par PCR qualitative puisqu'i1 ne nous a pas été possible

d'obtenir ces kystes en suspensions purifiées pour la réalisation d'une gamme étalon.

Les kystes de G. lamblia isolés de selles humaines sont analysés par PCR et PCR-RFLP afin de déterminer

leur génotype. La PCR-RFLP associe l'amplification de l'ADN à une étape de digestion par une enzyme de

restriction. Lors de notre étude, deux enzymes de restriction sont utilisées afin de distinguer les génotypes A-I,

A-II, B-III et B-IV. La figure 8 présente les différentes étapes suivies par un extrait cfADN obtenu à partir de

kystes isolés de selles humaines.

ADN extrait des kystes

2 PCR
« laboratoire»

2 PCR
Amar et al. (2002)

~~

1 PCR
Read et al. (2004)

"j',.,
"/! 'V

A B

.;'
A-I

A,,
.,:

RFLP,
Rsa l

B +

•RFLP,
NIa-IV

of'···..·········'!"··......····,.
A-I A-II B..

RFLP,
Rsa l

.., "C

B-III B-IV

Figure 8 : Etapes suivies par un extrait d'ADN obtenu à partir de kystes de GÎardÎa lambNa isolés d'une selle humaine

les étapes d'amplification par PCR et de restriction enzymatique sont décrites dans les paragraphes 7.3.2 et 7.3.3

respectivement.

7.3.1- Matériel.

Pour l'amplification de l'ADN

- Tubes PCR MicroAmp de 200 ~L (Applied Biosystems. réf. N801-05540).

- Thermocycleur GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems).

- Amorces Sens et antisens (Proligo).

- Enzyme HotStar Taq DNA polymérase et tampon PCR 10 X contenant 15 mM de MgClz (Qiagen. réf.

203203).

- GeneAmp dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP. dTTP) (Applied Biosystems, réf. N8080260).
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- Eau DNase-RNase free (Sigma, réf. W4502).

Pour la restriction enzymatique :

- enzymes de restriction: Nia IV (New England Biolabs, réf. ROI26S) et Rsa l (Promega, réf. R6371)

Pour la révélation des produits d'amplification et de digestion enzymatique

- Cuve à électrophorèse (VWR, réf. 6364301).

- Transluminateur U.V. (À =312 nm).

- Tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) (Sigma, réf. T-3913).

- Agarose LE, Analytical Grade (Promega, réf. V3121).

- Bromure d'éthidium (BET) à 10 mg.mL-! (Sigma, réf. E-151O).

- Tampon de charge et marqueur de taille, 100 pb DNA ladder (Promega, réf. G2101).

7.3.1.1- Critères de sélection des amorces pour la PCR qualitative.

Les amorceS utilisées pour la détection par PCR qualitative sont sélectionnées avec le logiciel Primer

Express version 1.0 (Applied Biosystems). Les critères de sélection des amorces sont présentés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Critères de sélection des amorces pour la PCR qualitative Oogiciel Primer Express, version 1.0)

Choix d'une amorce

- taille: environ 20 bases.
- Tm proche de 60°C.
- Eviter les structures secondaires par des liaisons GC.

i Choix d'un couple d'amorces
!-Amorces de taille et de Tm homogènes.
!- Eviter les dimères d'amorces par complémentarité et
! liaisons Ge.

7.3.1.1- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des génotypes A et B de l'espèce G. lamblia

Les tableaux 14 à 18 regroupent les séquences et les caractéristiques des amorces utilisées pour la

détection des génotypes A et Bde l'espèce G. lamblia.

7.3.1.2- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des génotypes Cet E de l'espèce G. lamblia

Les tableaux 19 et 20 présentent les séquences et les caractéristiques des amorces utilisées

respectivement pour la détection des génotypes e et E de l'espèce G. lamblia.

7.3.2- Détection par peRo

7.3.2.1- Préparation du milieu réactionnel.

Les concentrations initiales et finales, ainsi que le volume de chaque réactif entrant dans la composition du

milieu réactionnel de peR qualitative dont le volume total est de 50 ~L par tube sont présentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Composition du milieu réactionnel utilisé en PCR qualitative

Réactif
Amorce sens

Amorce antisens

Tampon PCR

dNTP
HotStar Taq DNA polymérase
Eau RNase-DNase free
ADN extrait

Concentration initiale
IO~M

10 ~M
10 X, 15 mM de MgCI,

10 mM (2.5 mM de chaque)

Volume par tube

2.5 "L
2,5 "L

5 "L
4 ~L

0,5 "L
17.5 "L
5 "L
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7.3.2.2- Conditions d'amplification par PCR.

Les conditions expérimentales d'amplification de l'ADN par peR qualitative sont les suivantes:

Activation de la Taq polymérose : 95°e, 15 minutes

50 cycles composés de trois étapes:

- Dénaturation du double brin d'ADN: 94°e, 30 secondes.

- Hybridation des amorces avec l'ADN cible: 62°e, 30 secondes.

- Elongation du brin complémentaire: 72°e, 30 secandes.

Elongation terminale des brins d'ADN: 72°e, 7 minutes.

7.3.3- Restriction enzymatique Dour la détermination des génotYPes des /œstes isolés de selles.

Trois réactions de restriction enzymatique sont utilisées dans notre étude pour le génatypage de kystes

de Giardia lamblia isolés de selles humaines. La restriction proposée par Amar et al. (2002) fait intervenir la RsaI

comme enzyme de restriction et permet de distinguer les génotypes A-I et A-II. Read et al. (2004) utilisent la

Nia IV pour diagnostiquer les génotypes A-I, A-II et B, mais aussi la Rsa I pour séparer les génotypes B-III et B-

IV.

7.3.3.1- Préparation du milieu réactionnel.

La compositian des milieux réactionnels, d'un volume final de 20 j.lL, utilisés pour les différentes

restrictions enzymatiques sont présentées dans le tableau 22. La restriction enzymatique est réalisée en 3 heures

dans un bain-marie à 37°C.

Tableau 22: Composition des milieux réactionnels pour les restrictions enzymatiques

Volumes et/ou concentrations finales

Eou
Tampon 10 x
B5A
Enzyme de restriction
ADN amplifié

Nia IV
(Read et of., 2004)

13,3 ~L

2"L/lX
0,2 "L / 0.1 ['9. ~L-'

2"Ll2U
2,5 !U-

Rsa l
(Arnar et of., 2002 ; Read et of., 2004)

15.1 "L
2j.lL/IX

0,2 "L / 0.1 ['9. "L-'
0,2 "LI 2 U

2,5 "L

7.3.3.2- Profils électrophorétiques.

Les différents profils électrophorétiques attendus suite auX restrictions enzymatiques avec les enzymes

Nia IV et Rsa l sont regroupés dans le tableau 23_

Les fragments de taille inférieure ou égale à 39 pb ne sont pas observables par électrophorèse Sur gel

d'agarose et sont notés sous une barre en pointillés dans ce tableau.
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Tableau 23 : Profils attendus suite aux différentes restrictions enzymatiques

Référence Read et al. (2004) Amar et al. (2002)
Taille du fragment amplifié 432 pb 577 pb
Enzyme de restriction Nia IV Rsa 1 RsaI
Génotype A-I A-II B B-III B-IV A-I A-II
Taille des fragments 149 123 291 297 432 538 336
obtenus après restriction 123 87 123 135 202
enzymatique 87 77

72
--~-~-~-----~--------~------------------- --------------------------------_.

39 39 18 39 39
18 18
16 16

7.3.4- Révélation des Droduits d'amplification et de restriction enzymatique.

la révélation des produits de chaque PCR qualitative est réalisée par électrophorèse sur gel d'agarose à

270 après PCR. Cette concentration en agarose permet la séparation de molécules d'ADN linéaire de taille comprise

entre 0,1 et 2 kb (Sambrook et Russel, 2001). Pour l'analyse des produits de restriction enzymatique, le gel

contient 3,2 70 d'agarose. le bromure d'éthidium (BET) est un agent intercalant qui permet la mise en évidence des

produits amplifiés (BET, excitation' 302 nm, émission ,590 nm, rouge-orangé).

1,6 g (ou 2,6 g) d'agarose sont portés à ébullition pendant 10 minutes dans 80 ml de tampon TBE.

Après refroidissement 10 minutes à température ambiante, ajouter 7 ~l de BET (0,9 ~g.ml).

Couler le gel et le laisser refroidir.

'if

Déposer le gel dans la cuve d'életrophorèse et le recouvrir de tampon TBE.

Déposer les échantillons' 6 ~l d'ADN amplifié (ou de marqueur de taille) pour 1,5 ~l de tampon de charge.

'if

laisser migrer 40 minutes à 160V (voltage constant) puis révéler les fragment amplifiés sur la table U.V.

8- Analyse statistique des résultats,

les tests statistiques utilisés lors cette étude sont réalisés à l'aide du logiciel Minitab 13, il s'agit des

test suivants:

Test de Snedecor ou test d'égalité des variances, appliqué avant le test de Student pour les

petits échantillons (n < 30).

Test de Student ou test-t pour la comparaison des moyennes.

Test de corrélation de Spearman (rs) pour la recherche de corrélations.

- 112 -



148

577

81

209

Matériel et Méthodes

Tableau 14 : Séquences et caractéristiques des amorces dessinées au laboratoire pour Ja détection du génotype A de G. lamblia par PCR qualitative (gène cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC ')', Tm ('C) Longueur (bases) Position Taille de l'amplieon (pb)
A-for sens GGA GAC CGA CGA GCA AAG C 63 60 19 839 - 857
A-rev antisens CTT GCC AAG CGC CTC AA 59 58 17 970 - 986

Les positions des amorces sont données Sur la séquence de l'isolat WB (réf. Genbank : L02120),

Tableau 15 : Séquences et carQctéristiques des amorces de Amal' et al. (2002) pour la détection du génotype A de G. lamblia par PCR qualitative (gène cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC ')', Tm ('C) Longueur (bases) Position Taille de l'amplieon (pb)
TPIA-F Sens CGA GAC AAG TGT TGA GAT G 47 48 19 758 - 776
TPIA-R antisens GGT CAA GAG CTT ACA ACA CG 50 52 20 1315 - 1334

Les positions des amorces sont données sur la séquence de /'isolat WB (réf. Genbank: L02120),

Tableau 16 ; Séquences et caractéristiques des amorces dessinées au laboratoire pour la détection du génotype B de G. lamblia par PCR qualitative (gène cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC ')', Tm ('C) Longueur (bases) Position Taille de l'amplieon (pb)
B-for Sens AAT AGC AGC ACA GAA CGT GTA TCT G 44 59 25 126 - 150
B-rev antisens CCC ATG TCC AGC AGC ATC T 58 58 19 188 - 206

Les positions des amorceS sont données sur Ja séquence de l'isolat BAH-12 (réf. Genbank : Af069561),

Tableau 17 : Séquences et caractéristiques des amorces de Amar et al. (2002) pour la détection du génotype B de G. lamblia par PCR qualitative(gène cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC % Tm ('C) Longueur (bases) Position Taille de l'amplieon (pb)
TPIB-F sens GTT GCT CCC TCC TTT GTG C 58 57 19 64 - 82
TPIB-R antisens CTC TGC TCA TTG GTC TCG C 58 56 19 254 - 272

Les positions des amorces sont données sur la séquence de l'isolat BAH-12 (réf. Genbank: Af069561).
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Tableau 18 Séquences et caractéristiques des amorces de Read et al. (2004) pour la détection des génotypes A et B de G. lamblia par PCR qualitative (cible: GDH)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC '7', Tm ('C) Longueur (bases) Position

GDHiF sens CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG 57 53 20 64 - 83
GDHiR antisens GTT RTC CTT GCA CAT CTC C 50 49 19 477 - 495

Taille de l'amplicon (pb)

432

309

Les positions des amorces sont données pour l'isolat Ad-! (réf. Genbank : L40509) pour l'assemblage A et pour l'isolat Ad-? (réf. Genbank : L4050S) pour l'assemblage B. Les positions sont

identiques pour les deux séquences.

y ;: Cou T; R ;: A ou G.

Tableau 19 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour la détection du génotype C de G. lamblia par PCR qualitative (cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC % Tm CC) Longueur (bases) Position Taille de l'amplicon (pb)
C-for sens CCT CGT CCG TGC ATC TGT CTA C 59 60 22 94 - 115
C-rev antisens CAA TGT TCA CAT CCA TAG TCT TGT TGG 41 61 27 376 - 402

Les positions des amorces sont données sur Ja séquence de l'isolat Ad~136 (réf. Genbank : AF069563).

Tableau 20 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour la détection du génotype E de G. lamblia par PCR qualitative (cible: TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') GC '7',
E-for sens CCC CTT CTG CCG TAC ATT TAT CA 48
E-rev antisens AAT GCC CTA TTA TCA CGT ACT CCA A 40

Les positions des amorces sont données sur la séquence de l'isolat P-!5 (réf. Genbank: AF069559).

Tm ('C)
61
59

Longueur (bases)
23
25

Position
91 - 113

231 - 255

Taille de l'amplieon (pb)

!65
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Tableau B(A) : Caractéristiques des séquences disponibles pour le gène de la TPI pour G. lamblia sur la base de

données Genbank (date de mise à jour : 29/09/2004)

Génotype Isolat Taille Hôte ou source Référence Genbank Référence bibliographique

A

B

C

E

F
G

·_VV~ 1?_~~_p_~ ___ Homme ~()?}_20 ~~~a!!_~t_ q!J~9~~) _
Jt-:t 1~!?_ p_b__ _ _ l!!5~~5!~ B~!,_uc:h_ ~t: ~/J!?5!6) _
Ad-l 466 pb AF069556 Monis et al (1999)

_Aci-_~ ~??_ Pi:>._ __ _ ~!:0é>~?_~7 _
._~?()7 4_~!_p_b AX??~?_~! s_,!19j~an_~_tal,(?()0_3.l. _
· 5g?_ Pi:>. fe~f ~X~()~?_~2 T!,_".,!!_et_q!_(~9.cm _
._~2-,~() . 532 pb Eaux usées ~X36_~~61 sulaiman et al. (2004)
4218 AY368160

· --- - ~- ----- ~. .- ---- ----- -- -- ---- ----
4220 AY368159._----------_. ._---------------~-----

3906 AY368158
· --- --- ---- - _. .- -- ----- -- -- --- --- ----
1503 AY368157

._GS/~ ~~_3 J'b Homme LO_~~I? c:~~~~~!c:,!!io~_per:~~~n_,"I!~ __
BAH-12 456 pb AF069561 Monis et al. (1999)
_Aci-.1~ 4!5! J'b_ __ _ ~!:9_69?_~9 _
2924 532 pb AY228628 Sulaiman et al. (2003)
2582 449 pb AY228629
2506 468 pb AY228630
2887 468 pb AY228631
2902 469 pb AY228632
2877 468 pb AY228633
2900 468 pb AY228634

·_2?()~ ~?_8 J'~ AX????_~? _
3470 468 pb Rat musqué AY228636
3565 469 pb AY228637
.3??~ ~~~J'b AX?_~~6_~? _
·.1!?_~ ~?_8 J'~ '-:.a.pin AX?_~~?_~? _
._5~()~ . 532 pb Eaux usées AX~?_8~?1. sulaiman et al. (2004)
2100 AY368170

· ---- ---- - - - _. .- - -- -- -- ---- --- -------
2476 AY368169._----------_. ._-------------~-------

7327 AY368168
· ---- ------ -_. .- - ------ ---- ---- --- ---
7115 AY368167._----------_. ._---------------------
3920 AY368166

· ---- -------_. .- ---- --- ---- --- ---- ---
2434 AY368165._----------_. ._---------------------
1794 AY368164._----------_. ._---------------------
2436 AY368163._----------_. ----------------------
2623 AY368162
-'~9 13? 47~J'~ Chien A!:()é>9?_~~ ~~~!s _et_q(_(1?~~) _
2643 532 pb AY228641 sulaiman et al. (2003)
2669 468 pb AY228642
2674 468 pb AY228643
2665 468 pb AY228644

·f'~~? 4!5!J'~ ~_".rc~~ A!:0_~95_~? ~an!~_~t a!._(19~~) _
109 457 pb Bovin AY228645 sulaiman et al. (2003)
15 457 pb AY228646
Ad-23 479 pb Chat AF069558 Monis et al (1999)

Aci-}_57_ ____ __468J'b__ _ Rat A!:9_~95_62_ _ ___~on!~_ ~t aI.(19~~L __ _
2135 428 pb AY228640 sulaiman et al. (2003)
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Tableau 8(B) : Caractéristiques des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le gène de la TPI pour les

espèces G. muris, G. ardeae et G. microti (date de mise à jour : 29/09/2004)

Ad-120 456 pb

3463 533 pb
3460 533 pb

Espèce
Giardia ardeae

Giardia microti

Giardia muris

Isolat Taille

477 pb

Hôte Référence Genbank Référence bibliographique

Héron bleu Af069562 Monis et al. (1999)

Rat musqué AY228648 Sulaiman et al. (2003)
AY228649

Souris Af069565 Monis et al. (1999)

Tableau 8(C) : Caractéristiques des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le gène de l'EFIA pour les

espèces G. lamblia, G. muris et G. ardeae (date de mise à jour : 29/09/2004)

Espèce / Génotype Isolat Taille Hôte d'origine Référence Genbank Référence bibliographique

Giardia lamblia
· .... _.57~1_ .. 7~~_pb ~?_~??X B?I~a.ufet _Palm.er ,<}~93.l. _
· 57~1__ . 11_88_pb ..._.. __ . _. . [)}~~~~ J:l_,!~~i~_ot~ _et_ql._(19~4) .. _. _

A . ~d 2 ?~6_pb Homme -,~f.0?~?!~ ~~n!~_~t_q~ _(I_?92L ...
· v\l~:C6 _.._342é>5_pb _. _... __ . ~A_C?_q!O~()!?_~ ~ ... _.._.. _

B BAH-12 643 pb H Af069569 Monis et al. (1999)
· ~~:?.fl 6_~4_pb o~tl\e... _. _. .A!".()?25!() _

· ~.... A_~~I?_~ ?~?_e~ C_~i_,:~ A!,,06.5:5!.4 _

· ~ . __ A.d~! 4_8 __ .. 6_2~_e~..._C_hi_,:~ ~!,,~6.5:?!.? _
· != .__ ._~__ 1.5 .. _. _é>?!_pb.. __ Por:ci_,,- A!i)é>??X! _
· f !I_d:?:S .. ..6.55_pb. __ C_hat. . f':f.qWj!~ _

G Ad-157 642 pb Rat Af069568
Giardia ardeae

Giardia muris
655 pb Héron bleu Af069567

Monis et al., 1999

Monis et al., 1999

Ad-120 643 pb Souris Af069566
Giardia sp. 706 pb Rongeur AY309065 Adams etaI. (2004)

* : Séquence reportée sur le site NCBI et provenant du projet de séquençage du génome de Giardia lamblia.
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Tableau 8(D) : Caractéristiques des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le gène de la

GDH pour les espèces G. lamblia et G. ardeae (date de mise à jour : 29/09/2004)

Espèce /
Génotype

Isolat Taille Hôte d'origine Référence Genbank Référence bibliographique

A

Giardia lamblia
______________ 'vY_~:~6__ " Çi179C!_~~ Homme __~_~fBO}5?9_qgl~ ~ .
______________B~~~:~~6__ __ 1122 pb ~l'IX?X3~ communication
_______________ !\d~!13____ 1122 pb ~l'IX?X3? personnelle
______ _ ~~_-_l 112_~ _~~___ _ Al'~~??~? _
___________~ortl~~,J-L 16~! J>~_ __ _ M_8~_~Oi _
__ ___ ____ _~d_-L __ 690 pb !-_~g_50Çi Monis et al. (1996)

Ad-2 L40510

B

C

D

E

F

G

______________ r=~5~FI 110_8 J>b Homme Al'~7??5? communication
_______________~_~:8? I!??J>b____ ~y}X?X5? personnelle
________________,\d:?? 11~1_~~___ _ AY}X??5~ _
________________~_~:45 IJJ_q_~b____ Al'IX??~ÇI _
___ _______ _ ~_~:2~ I!?_~ _~b___ _ ~l'IX8X~~ _
__ ____ ___ __ __ __ !'.-'H 6?~J>~_ __ _ !:~9_~0~ ~?~!~_~t_al-_ (~??_6) .
______________ ~~_I:l~ 1.2. ~?_~ J>b !\~9.~?_O?ÇI ~?~!~_~t_ ~/-_(!?ÇI?) .
_______________~_~:158 l}}_~_~b Singe ~Y_~7?_~?? communication
_____ ________~_~:!?6 II_~I J>b AY_~~??5.2. personnelle
_______________~~:~0? I}_2~J>b Ç_~i_nc~!IJ~ ~X!!_~7?~ _
__ Xa~~!_~?/_l!Il.~!~5? }J_~~_~b Chien !\Y}X???9 _

CZ :D-47 1119 pb AYI78749
_______________A_~:~~? IO?_~J>~ Chien ~_~0~82 Monis et al. (1998)

Ad-137 1114 pb U60983
_______________ !\d:!~_~ ~?_0J>~ Chien LJ~9~?~ Monis et 01_ (1998)

Ad-147 690 pb U60985
Ad-148 1120 pb U60986

_______________~,J:~~3 }1}_~ J>b y-,,~u AY}X??49. communication
__________________P~!5 11}_4J>b ~!,!:cin AX!!_~!i ~ ~er_s:?n~~IIe .

608 pb Bétail U47632 Ey et al. (1997)
___________ ___ _~~~~?_~ }}}_~.R~ Chat ~YX!??~_~ communication
_______________~_d:~~2 }l_~! J>b_ ~Y}~??~L __ personnelle

__ _ A,J:~~~ II?_~ J>b_ __ _ ~l'~~?X~i --,-------,----,--::-::c=c,-----
Ad-23 1119 pb AF069057 Monis et al. (1999)

___ ____ ___ _____~~:~~? JJX!.~~ Rat, souris . ~'!}???~?. communication
_______________~_~:I~?: Jl1? J>~_ __ . ~l'IX??~? personnelle
______________!\d:l?:I JI}_4_~~____ Al'~~8?~?: _
_______________~_~:I79. 1~11 J>~___ . ~l'IX??~~____ .

Ad-157 1085 pb AF069058 Monis et al. (1999)
Giardia ardeae 1080 pb Héron AF069060 Manis et 01_ (1999)

>1; : Séquence reportée sur le site NCBI et provenant du projet de séquençage du génome de Giardia lamblia
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Résultats: Chapitre 1 

Développement et validation des protocoles 

de détection sur des suspensions purifiées de kystes. 

'+ Quantification spécifique de Giardia lamblia et Giardia muris. 

'+ Détection / quantification de différents génotypes de Giardia lamblia. 

++++++++++++ 



Résultats; Chapitre 1

Les premières études portant sur l'utilisation de la PCR en temps réel pour la détection ou la quantification

de Giardia lamblia dans des prélèvements biologiques ou environnementaux ont été publiées très récemment. En

2003, Johnson et al. publient une étude dans laquelle ils développent deux PCR quantitatives avec pour objectif la

quantification spécifique des génotypes A et B (souches: Portland-1 et BAH-12). Lors de cette étude, les PCR

quantitatives sont testées uniquement sur des suspensions purifiées de trophozoïtes de Giardia lamblia. Amar et

al. (2003) utilisent la technique SYBR Green l pour la détection spécifique des génotypes A et B dans des selles

humaines. Toutefois, cette technique est précédée d'une PCR multiplex conventionnelle et ne permet pas la

quantification des kystes. Guy et al. (2003) et Verweij et al. (2003) développent des PCR en temps réel basées

sur deux cibles différentes: giardine et ARNr. Leur objectif est alors de quantifier les kystes de G. lamblia

respectivement dans des prélèvements environnementaux (eaux de surface et eaux usées) et des selles humaines.

Lors de nos travaux, nous avons choisi de développer des PCR en temps réel pour la quantification

spécifique des espèces G. lamblia et G. muris et des génotypes (ou assemblages) A et B dans des prélèvements

environnementaux, mais aussi des PCR qualitatives permettant la détection des génotypes A, B, C et E dans des

des selles ou dans des prélèvements environnementaux. Ce premier chapitre se compose de trois parties réalisées

à partir des séquences disponibles sur la base de données Genbank et sur des suspensions purifiées de kystes de

G. lamblia et G. muris. La première partie porte sur la comparaison des différentes séquences disponibles, leur

évaluation pour une détection spécifique d'espèce ou de génotype et la sélection des amorces et des sondes. La

deuxième partie concerne "optimisation des concentrations en amorces et en sonde. Dans la troisième partie,

nous validons les différents systèmes en évaluant leurs spécificité et sensibilité, ainsi que leurs variations intra

essai et inter-essai et enfin leur domaine de linéarité et leur rendement.

1ÈRE PARTIE : Développement des PCR quantitatives et qualitatives.

Le développement des PCR quantitatives et qualitatives est réalisé en trois étapes:

+ Bilan des différents gènes cibles utilisables pour obtenir une détection spécifique des espèces

G. lomblia ou G. muris ou des génotypes appartenant à l'espèce G. lamblia.

+ Sélection des gènes cibles.

+- Sélection des amorces et des sondes.

1- Gènes actuellement séquencés chez plusieurs espèces de Giardia.

Actuellement, cinq gènes sont partiellement ou entièrement séquencés pour plusieurs espèces du genre

Giardia et plusieurs génotypes de l'espèce G. lamblia. Il s'agit des gènes de l'ARNI8S, de l'EF1A (Facteur

d'Elongation 1 Alpha), de la TPI (Triose Phosphate Isomérase), de la GDH (Glutamate Deshydrogenase) et de la ~

giardine. Différentes séquences sont également disponibles pour les variants spécifiques des protéines de

surface (VSP), toutefois elles concernent uniquement certains génotypes de l'espèce G. lamblia et ne permettent

pas de s'assurer de la spécificité d'espèce. L'ensemble des séquences sont regroupées dans la base de données
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Genbank sur le site NCBI (National Center for Biotechnology Information): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Les

références et caractéristiques des séquences actuellement disponibles sur cette base de données pour les gènes

de l'EF1A, de la TPI et de la GDH sont présentées dans les tableaux 8(A) à 8(D) (chapitre Matériel et Méthodes).

Lors de la mise en place de cette étude, les séquences de quatre gènes étaient disponibles pour le

développement des PCR quantitatives et qualitatives. Parmi ces gènes, seul l'ARNr 185 était séquencé pour cinq

espèces: G. lamblia, G. muris, G. microti, G. ardeae et G. psittaci. Les gènes de la TPI et de l'EFIA étaient

séquencés pour trois espèces: G. lamblia, G. muris et G. ardeae. Par contre, le gène de la GDH était séquencé

pour seulement deux espèces: G. lamblia et G. ardeae. Actuellement, le gène de la TPI est également séquencé

pour l'espèce G. microti (Sulaiman et al., 2003).

2- Sélection des gènes cibles.

2.1- ARN18S: une cible idéale?

L'ARN185 étant le seul gène séquencé chez cinq espèces du genre Giardia, il apparaît comme la cible

préférentielle pour notre étude. Toutefois, les séquences de l'ARN 185 contiennent entre 70 et 75 'Y. de bases G

ou C. Or, pour les séquences des amorces et des sondes, le pourcentage de bases G et C (G-C 'Y.) doit être

compris entre 20 et 80 'Y. et il est indispensable d'éviter les répétitions de bases identiques surtout pour la

guanine (Chapitre Matériel et Méthodes, tableau 9, paragraphe 7.2.1.1). Ces critères rendent difficile la sélection

de sondes et d'amorces pour cette cible. De plus, l'utilisation du logiciel Primer Express sur cette cible n'a pas

permis la sélection d'amorces ou de sondes.

Lors de leurs expérimentations, Weiss et al. (1992) observent une amplification de l'ARN185 de Giardia

par PCR conventionnelle uniquement après addition de glycérol (10 %) et DM50 (Diméthylsulfoxide, 5 'Y.) dans le

milieu réactionnel. En outre, les amorces amplifient également l'ADN de G. muris, G. ardeoe, mais aussi celui

d'autres protozoaires tels Entamoeba histolytica, Leishmania major et Trypanosoma brucei. L'utilisation d'une

sonde permet toutefois d'obtenir une détection spécifique de G. lamblia. En 1997, Rochelle et 01., utilisent les

mêmes amorces et les mêmes conditions expérimentales que Weiss et al. (1992), ils observent alors une

amplification avec un rendement insuffisant pour des kystes en suspension purifiée et n'obtiennent aucune

amplification pour des échantillons d'eaux usées brutes dopées en kystes de Giardia.

Etant donné les discordances observées selon les équipes, l'ARN185 n'est pas retenu comme cible pour la

quantification des kystes de G. lamblia et G. muris.

2.2- La sélection des gènes cibles pour la distinction des espèces et des génotypes.

La sélection du gène cible est précédée par l'alignement des séquences avec le logiciel ClustalX qui

permet également la réalisation d'arbres phylogénétiques. Le gène de la GDH n'étant séquencé que pour deux

espèces, la sélection de gènes cibles est tout d'abord réalisée par l'alignement des séquences des gènes de l'EFIA

et de la TPI.
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Pour la quantification spécifique de G. lamblia ou de G. muris, le gène cible doit présenter un nombre de

variations qui soit suffisant pour permettre le choix de sondes et d'amorces spécifiques, mais pas trop élevé afin

d'obtenir une amplification de l'ensemble des assemblages de l'espèce G. lamblia.

Par contre, la cible à privilégier pour une distinction au niveau des génotypes de l'espèée G. lamblia, doit

présenter un niveau d'hétérogénéité suffisant entre les génotypes,

La figure 1 correspond aux arbres phylogénétiques obtenus avec les séquences disponibles au début de

notre étude pour les gènes de l'EF1A et de la TPI. L'arbre phylogénétique obtenu pour la TPI par Sulaiman et al.

(2003) est présenté dans le paragraphe 3.3.2 (figure 3(B)) de l'étude bibliographique.

AF069557-G lambJia.-A

l)57397-G Jamblia-A

AFOS9573-GJamblia-A

L02120-GJamblia-A
D14342-G.lamblia

AFI)69556-G.lamblia.-A
L23957-G.lamblia.

(A)

AF069569-G.famblia-B

AF 1) 6957O-G.IMrI blia-B

AF 069568-G .IMr1blia.-G

AF069574-G.lamblia.-e

,- AF069575-GJamblia-D

,..- AF06951l6-G.mutîs

'-__ AFû69567-G.~deae

AFÛ69571-GJamblia-E

AFû 69572-G.Iam bllfi-F
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.-__ AFÛ69562-G.lamblia-G

p..- AFÛ69563-G.Ji<mblia.-e

AFû69561-G.lamblia-B

{

F06956Û-G.li<ffiblia.-B

L02116-G.lMrlblia.-B

,.-__AFÛ69565-G.mUlis
1
1'- AFÛ69564-G_~deae

r--AF069558-GJamblia-F

'-__ AF069559-G.larnblJa.-E

0.1

(B)

Figure 1 : Arbre phylogénétique obtenu avec la méthode Neighbour-Joining pour le gène de l'EFIA (A) et pour le gène

de la TPI (B) à partir des séquences disponibles sur la base de données Genbank

Les alignements de séquences et les arbres phylogénétiques ont montré que le gène EF1A est celui pour

lequel les variations de séquences entre les espèces du genre Giardia et les génotypes (ou assemblages) de

l'espèce G. lamblia offraient les meilleures possibilités de choix d'amorces et de sondes spécifiques pour les

espèces G. lamblia ou G. muris. Le gène de la TPI présente un niveau d'hétérogénéité plus important que celui de

l'EF1A (Monis et al., 1999:Sulaiman et al., 2003). La TPI serait ainsi une cible à privilégier pour la distinction au

niveau des génotypes. En effet, la comparaison des arbres phylogénétiques montre une meilleure séparation des

génotypes composant l'espèce G. lamblia avec le gène de la TPI.

Ainsi, dans le cadre de notre étude, les gènes de l'EF1A et la TPI sont utilisés respectivement pour la

distinction au niveau des espèces et des génotypes.
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3- Sélection des amorces et des sondes.

L'alignement des séquences réalisé précédemment a mis en évidence les régions utilisables pour la

sélection d'amorces et de sondes pour les PCR qualitatives et quantitatives.

3.1- Sélection d'amorces et de sondes pour les peR en temps rée!.

Deux types de sondes, Taq Man et Taq Man MGB sont utilisées dans notre étude pour la quantification

par PCR en temps réel. L'alignement des séquences du gène EFIA avec le logiciel ClustalX a montré que le nombre

de variations de séquences est relativement faible et l'utilisation de sondes TaqMan MGB nous a semblé plus

appropriée. Ces sondes initialement destinées à la discrimination allélique, différencient deux séquences ne

variant que d'un seul nucléotide. Les critères de sélection des amorces et des sondes avec les logiciels Primer

Express version 1.0 et version 1.5 (Applied Biosystem) sont présentés dans le paragraphe 7.2.1.1 de la partie

Matériel et Méthodes.

3.1.1- Les systèmes destinés à la quantification spécifique de G. lamblia et G. muris

En tenant compte de ces critères, un couple d'amorces et deux sondes TaqMan MGB sont sélectionnés

pour la quantification des espèces G. lamblia et G. muris. Les amorces GIAF2 et GIARI permettent l'amplification

de l'ADN de G. lamblia et G. muris, alors que les deux sondes TaqMan MGB sont spécifiques soit de G. lamblia

(LAP-I), soit de G. muris (MUP-I). Les séquences des souches Ad-2B (réf. Genbank : AF069570) pour G. lamblia et

Ad-120 (réf. Genbank: AF069566) pour G. muris sont représentées avec leurs amorces et leur sonde sur les

figures 2(A) et 2(B) respectivement.

GGTCMGTAC TCGMGtiAGC GCTACGACGA GATCMUGGC @AGATGATGf 350
CCAGTTCATG AGCTTCCTCG CGATGCTGCT CTAGTTCCCG CTCTACTAC

IAGCAGCTCM G~TCGGC TGGMGMGG CCGAGGAq~_~ çggç_tgçg:!:çJ 400
TCGTCGAGTT C TAGCCG ACCTTCTIC[ GGCTCCTCaa gctgoigtog

CMGTATTCG MGGAGCGTT ACGAGGAGAT CMGACq:lAG ATGATGMG~ 350
GTTCATMGC TTCCTCGCM TGCTCCTCTA GTTCTGCCTC TACTACTTC

@.GCTCMUM 1:ATAGGCTGG MGMGGCTG 'G~@I~~~~~~ 4lJ0
TCGAGTTCTT tTATCCGACC TTCTTCCGAC :;;

BJ;ACGTCCG GCTGGI\[(GG GGACMrATC ATGGAGAGGT C;MGAL
ggCTGCAfiGC CGACCTGGCC CCTGTTGTAG TACCTCTCCA G TGTTCT

450 ACCTCGGGCT GGACGGGCGA CMCATCAW GAGAGGTCC ACMGATGCC 450
TGGAGCCCGA CCTGCCCGCT GTTGTAGTAC CTCTCCAG TGTTCTACGG

CCTGGTAC GAGGGCCCGT GCCTGATCGA CGCGATCGAC GGGCTCMGG 500
GGGACCATG CTC CGGGCA CGGACTAGCT GCGCTAGCTG CCCGAGTTCC

(A) Giardia lamblia

(souche Ad-ZB, référence Genbank : AF069570)

~::GTACGAG GGCCCCTGTC TTATCGACGC GATCGACGGG CTCMGGCAC 500
:::,:CATGCTCI CCGGGGACAG AATAGCTGCG CTAGCTGCCC GAGTTCCGTG

(B) Giardia muris

(souche Ad-IZO. référence Genbank : AF069566)

Figure 2 : Position des amorces et sondes TaqMan MGB pour les cibles Giardia lamblia (A) et Giardia muris (B)

3.1.2- Les svstèmes destinés à la quantification spécifique des génotypes A et B.

Pour la quantification des génotypes ou assemblages A et B, deux systèmes distincts sont sélectionnés.

Les amorces A-for et A-rev associées à la sonde Giardia-A permettent la quantification du génotype A. Les

amorces B-for, B-rev et la sonde Giardia-B sont spécifiques du génotype B. Les séquences des souches Ad-I (réf.

Genbank: AF069556) pour le génotype A et Ad-19 (réf. Genbank: AF069560) pour le génotype B sont

représentées avec leurs amorces et leur sonde sur les figures 3(A) et 3(B) respectivement.
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GCACTCTGM Mi~GCA!iM TCATGGGGGA G~CG~GA!i CMA!i~CCA 300
CGTGAGACTT TCTGCGTCTI AGTACCCCCT CTGGCTGCT( GIl IC GGT

MiMGGCTM GCGTGCCCTG GMMGGGGA TGACGGTcot [tt"909t[ 350
TCTICCGATI CGCACGGGAC CTIlTCCCCT ACTGCCAgta gocgacgcag

ggaGAGA(CT TGGti(GAGCG CAiiriGCCAAC CGCA(CATGG AGGTGAACAT 400
[ctCTCTGGA ACCTGCTCGC GTTCCGGTTG GCGTGGT~C TCC~TTGTA

CGCCCA!iCTT GA!iGCGCTTG GCMGGA!iCT CGGA!iA!iTCC MGATGCTCT 450
GCGGGTCGM CTCCGCGM( CGTICCTCGA GCCTCTCAGG TTCTAŒAGA...

(A) G. lamblia - génotype A

(souche Ad-l. référence Genbank : AF069556)

Résultats: Chapitre 1

TGTGC~CTT TCT~A!iCTA TTGCGGCGM T~TTCGMG TGTCTGMM 150
~~GTGGM A!iATGTCGAT MCGCCGCTT ATGMGCTTC ~ACTTii'

TA!iCA!iC~A GMCGTGTAT CTGGMGGGA ~GGTGCQtg goccggcgog 200
ATCGTŒTGT CTTGC~ATA GAtCTICCCT TGCC~gtac ctggccgc±c

OCQQg[gtCG MiATGCTGCT GGACATGGGG tTGMiCCATG TMTMTA!iG 250
tgttcgcoGC TCTACGACGA CCTGT~CCC GACTCGGTAC ATTATTATCC,

(B) G. lamblia - génotype B

(souche Ad-19. référence Genbank : AF069560)

Figure 3 : Position des amorces et des sondes permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia

3.2- Sélection de couples d'amorces pour les peR qualitalives.

Quatre PCR qualitatives sont utilisées pour la détection. soit des génotypes A et B dans les selles. soit

des génotypes C et E dans des prélèvements d'eaux usées. En l'absence de source de kystes de G. lamblia

appartenant aux génotypes C et E et permettant l'élaboration de gammes étalon. nous avons choisi de

sélectionner uniquement des amorces pour une détection par PCR qualitative. Les amorces utilisées pour la

détection des génotypes A et B sont identiques à celles sélectionnées pour les PCR en temps réel. La sélection

d'amorces permettant la détection des génotypes C et E est effectuée avec le logiciel Primer Express version

1.0. les critères à appliquer sont présentés dans le paragraphe 7.3.1.1 du chapitre Matériel et Méthodes.

Les séquences des souches Ad-136 (réf. Genbank: Af069563) pour le génotype C et P-15

(réf. Genbank : Af069559) pour le génotype E sont représentées avec leurs amorces sur les figures 4(A) et 4(B)

respectivement.

GCGT(((ACA AGATICCCGA CTCTGTIGAT GTGATCATCG CCCCCTCGTC 101'
CGCAGGGTGT TCTAAGGGCT GNJAUK.TA CACTAGTAGC·GGG~

CGTGCATCTG TCT~GGCCA TCGCAGCGM CACATCGÀAG CAGCTGMGA 150
GCACGTAGAC AGA CCGGT AGCGTCGClT GTGTAGCTTC GTCGACTTCT

TAGCAGCGCA GMTGTGTA( CTCGAGGGAA ACGGCGCATG GACGGGCGAG 200
ATCGTCGCGT CTTACACATG GAGCTCCCTI TG(CGCGTAC CTGCCCGCTC

ACAAGTGTTG AGATGCTICA GGACATGGGC tTGAGTCACG TGATAGTAGG 250
TGTTCACMC TCTACGAAGT CCTGTACCCG GACTCAGTGC ACTATCATC(

GCACTCTGtlA AGACGTAGGA TCATGGGCGA GACCAACGAG CAGAGTGCCA 301'
CGTGAGACTT TCTGCATCCT AGTACCCGCT CTGGTIGCTC GTCTCACGGT

AfJAAGGCTM GCGTGC1UG GAGMGGGCA TGATGGTCAT CTTCTGCACT 350
TCTIC(GATT CGCACGAGAC CTCTICCCGT ACTACCAGTA GAAGACGTGA

GGGGAGACAC TGGACGAGCG CMGGCCAAC MGAGTATGG ATGTGMCAT 401'
CCCCTCTGTG ACCTGCTCGC GT1CCGGTIG TTCTGATACC TACACTTGTA,
(A) G. lamblia - génotype C

(souche Ad-136, réf. Genbank : AF069563)

GCTGCCC~A AGATCCCCGA TTCCATAGAC GTTGTTGTTG CCCCTICTGC 100
CG~GGGTGT TCTAGGGGCT MGGTATCTG CMCMCMC GGGGMG~G

CGTACAmA TC~CTA TTGCAGC/WI C~GTCIJt.M CAGTTGMGA 150
GCATGT/WIT AGTTGTCGAT AACGTCGm GTGCAGTTTT GTCMCTICT

TAGCGGCGCA GMTGTGTAC CTAGMiGGGA ATGGAGCGTG G~TGGTGAG 200
ATCGCCGCGT CITACACATG GATCTCCCCT TACCTCGCAC CTGACCACTC

ACGAGTGTIG AGATGCTICA GGACATGGGC lTGGAGTACG TGATAATAGG 250
TGCTC~MC TCTACGMGT CCTGTACCCG MCCTCATGC ~TATTATCC

1

GCATTCTGM AGGCGTAGM TCATGGGGGA GA[(G~GI:fi CAGAGTGCCA 300
CGTMGACTI IT(GCATCTI AGTACCCCCT CTGGCTGCTC GTCTCACGGT

(B) G. lamblia - génotype E

(souche P-15, réf. Genbank : AF069559)

Figure 4 : Position des amorces permettant la détection des génotypes C et E de Giardia lamblia
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En résumé,

Lors de cette première partie, quatre systèmes ont été sélectionnés pour la quantification des

espèces G. lamblia, G. muris et des génotypes A et B de l'espèce G. lamblia dans des échantillons

environnementaux. Deux couples d'amorces ont été dessinés pour la détection des génotypes C et E de

G. lamblia dans des échantillons environnementaux, Les amorces sélectionnées pour la quantification

des génotypes A et B par PCR en temps réel permettront également de génotyper les kystes de

G, lamblia provenant de selles humaines par PCR qualitative.

2èm
• PARTIE : Optimisation des PCR quantitatives

Lors de cette étape, deux paramètres sont optimisés: + La concentration en amorces

+ La concentration en sonde

1- Détermination des concentrations optimales en amorces.

Pour chaque protocole d'amplification, il est indispensable d'optimiser les concentrations d'amorces sens

et antisens à utiliser. En effet, selon la nature du couple d'amorces et la concentration utilisée, le cycle seuil (Ct)

et l'intensité de fluorescence (If) peuvent présenter des variations. Ainsi, de faibles concentrations d'amorces

peuvent diminuer le rendement d'amplification ce qui entraîne une augmentation du Ct et une baisse de l'intensité

de fluorescence. De même, des concentrations trop élevées peuvent provoquer la synthèse de produits non

spécifiques et une diminution du rendement d'amplification. L'analyse conjointe des valeurs de Ct et d'intensité de

fluorescence permet de déterminer la concentration optimale en amorces.

Lors de cette étude, trois couples de concentrations d'amorces sont comparés. Il s'agit des couples

0.1/0,1 /lM, 0,5/0,5 /lM et 1/1 /lM dénommés respectivement Cl, C2 et C3. Seules des concentrations équilibrées

sont testées car elles doivent être privilégiées lors de la sélection des concentrations optimales en amorces. La

concentration en sonde est fixée arbitrairement à 0,2 pM.

Pour chaque PCR quantitative, nous plaçons sur le même graphique la moyenne des Ct observés en

fonction de la moyenne des intensités de fluorescence générées lors de l'amplification d'une même quantité

donnée de kystes de Giardia. Les concentrations initiales en kystes de Giardia indiquées pour les différentes PCR

correspondent aux valeurs avant extraction de l'ADN pour 200 III de suspension.

1.1- Concentration optimale en amorces pour la PCRq-lamblia.

Les Ct ainsi que les intensités de fluorescence (If) observés pour chaque combinaison de concentration

sont présentés sur la figure 5.

L'analyse de la figure 5 montre que pour une même concentration initiale de kystes de G. lamblia

(1,8.105 kystes.200 Ill"), les Ct varient de 32,51 (C2) à 33,92 (Cl), ce qui correspond à une différence de 1,41 Ct

pour ces valeurs extrêmes. Concernant les valeurs d'intensité de fluorescence, elles sont maximales (1,05) pour

les deux combinaisons C2 et C3. Ainsi, on constate que la combinaison C2 (0,5/0,5 /lM) permet d'obtenir le Ct le

plus faible et l'intensité de fluorescence la plus élevée.
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Figure 5 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrotions en amorces (CI: 0,1/0,1 /lM ; C2 : 0,5/0,5 /lM ; C3 : 1/1 /lM) pour la PCRq-lomblia

Nos expérimentations sont réalisées avec des concentrations en amorceS sens (GIAF2) et antisens

(GIAR1) de 0,5 /lM (C2) dans le milieu réactionnel pour la quantification des kystes de G_ lamblia_

12- Concentration optimale en amorces pour la PCRq-muris.

La figure 6 regroupe les valeurs de Ct et d'intensité de fluorescence (If) observées pour chaque

combinaison de concentration.

0,8 ..-- -- - --- - ---- .. --..... --.. -- --- ---- -. -. - --' -. -- -- ----

1,2 .. - --. --- .--.. --- - -- -- -. - - --- - ----- -- -- - - -. -······1
[
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1

1___________ ----------1
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1 -Cl OC2 .C3 Il
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1,6

0,6 -.- -.--.- -- ---- - ---- - -.- -.-

34,53433,533

Ct (Cycle seuil)

32,532
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Figure 6 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (CI: 0,1/0,1 pM ; C2 : 0,5/0,5 J.lM ; C3 : 1/1 pM) pour la PCRq-muris
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Il apparaît que pour une même concentration initiale de 1,8.105 kystes de G. muris .200 pL-l, les Ct

varient de 31,99 (C2) à 33,61 (Cl), ce qui correspond à une différence de 1,62 Ct pour ceS valeurs extrêmes.

Concernant les valeurs d'intensité de fluorescence, elles sont comprises entre 0,49 pour la combinaison Cl et 1,52

pour la combinaison C3. La combinaison C2 (0,5/0,5/lM) permet d'obtenir la valeur de Ct la plus faible et une

valeur d'intensité de fluorescence de 1,37 proche de la valeur maximale observée.

Lors de nos expérimentations, les amorces sens (GIAF2) et antisens (GIAR1) sont utilisées à la

concentration 0,5 /lM (C2) dans le milieu réactionnel pour la quantification des kystes de G. muris.

1.3- Concentrations optimales en amorces pour la PCRq-A.

Les valeurs de Ct et d'intensité de fluorescence observées pour chaque combinaison de concentration

pour la quantification des kystes de G. lamblia du génotype A sont présentées sur la figure 7.

0,6 --- ---- -- ----,::::1=---------------------------- ---------------------------------------------i
~ 1

!i0,4 n ---. --. -. - .. - • -- •• -- -.- n_. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - n - - -,- - - - - - - n - - '1- ----......--------------

1 ,---------------- - ~-~_----_-~-:_~~::~~_~__ : __:j_-_·~Cl--_ 0-"-.~~]
0,8 J_I

,

0,2 -----------------------. -..----------------- ---- ---------------------------- --'--.--.--. ---1

1

3433,53332,53231,53130,5

0+--~--~--~--~-~--~--~-___1

30

Ct (Cycle seuil)

Figure 7 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (Cl' 0,1/0,1 /lM ; C2 : 0,5/0,5 /lM ; C3 , 1/1 /lM) pour la PCRq-A

L'analyse de la figure 7 montre que pour une même concentration initiale de 1,8.105 kystes.200 pL-', les

valeurs de Ct sont comprises entre 30,74 (C2) et 32,91 (Cl), ce qui correspond à une différence de 2,17 Ct.

Concernant les intensités de fluorescence, la valeur maximale est obtenue pour la combinaison CZ, mais reste

inférieure à 1. La combinaison C2 permet d'obtenir la valeur de Ct la plus faible et l'intensité de fluorescence la

plus élevée.

Notre étude est réalisée avec des concentrations en amorces sens (A-for) et antisens (A-rev) de 0,5 /lM

(C2) dans le milieu réactionnel, pour la quantification des kystes de G. lamblia appartenant au génotype A.
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1.4- Concentrations optimales en amorces pour la PCRq-B.

La figure 8 correspond aux valeurs de Ct et d'intensité de fluorescence observées pour chaque

combinaison de concentration pour la quantification des kystes de G. lamblia appartenant au génotype B.

4

., 3,5
u
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t!-
'+-
H 1,5 ..

1
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1 -Cl
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OC2
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34

+C3 1
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Figure 8 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (CI: 0,1/0,1 pM ; C2 : 0,5/0,5 pM ; C3 : 1/1 pM) pour la PCRq-B

Pour une même concentration initiale de 1,8.10' kystes.200 IL', les valeurs de Ct varient entre 28,02

(C3) et 34,04 (Cl), ce qui correspond à une différence de 6,02 Ct pour ces valeurs extrêmes. Les valeurs

d'intensité de fluorescence sont comprises entre 1.l5 (Cl) et 3,29 (C3). La combinaison C3 (111 pM) permet

d'obtenir la valeur de Ct la plus faible pour une intensité de fluorescence maximale.

La quantification des kystes de G. lamblia appartenant au génotype B est réalisée avec des

concentrations en amorces sens (B-for) et antisens (B-rev) de 1 IfM (C3) dans le milieu réactionnel.

2- Détermination de la concentration optimale en sonde.

Après avoir fixé les concentrations optimales en amorces Sens et antisens, nous déterminons la

concentration optimale en sonde pour chacune de ces quatre PCR quantitatives. En effet, des variations de

concentration de la sonde peuvent, comme dans le cas des amorces, provoquer des variations de Ct. Ainsi, une

concentration trop faible en sonde (condition Iimitante) provoque une augmentation de la valeur du Ct. Par contre,

l'utilisation d'une concentration trop élevée en sonde est susceptible de générer une fluorescence résiduelle

pouvant perturber l'interprétation des résultats.

Afin de déterminer la concentration optimale de chaque sonde TaqMan ou TaqMan MGB, nous testons six

concentrations comprises entre 0.15 et 0,40 JlM aveC des incréments de 0,05 JlM. La concentration optimale en

sonde est celle fournissant le plus faible Ct. Nous avons également pris la précaution de vérifier que l'intensité de
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fluorescence est bien supérieure à 1 et qu'il n'y a pas d'émission de fluorescence résiduelle dans les tubes témoins

négatifs ne contenant pas d'ADN cible.

Les concentrations initiales en kystes de Giardia indiquées pour les différentes PCR correspondent aux

valeurs avant extraction de l'ADN pour 200 /A.. de suspension.

2.1· Concentration optimale en sonde pour la PCRq·lamblia.

La concentration initiale correspond à 1,8.105 kystes de G. lamblia .200 /A..'! avant extraction de l'ADN.

Chaque concentration de sonde LAP·1 est testée en triplicat. Les valeurs moyennes des Ct et des If sont

représentées en fonction de la concentration en sonde sur la figure 9.

Ct (Cycle seuil) If (Intensité de fluorescence)
30 ----.- ------------.--.- - - 2

29,5

29

28,5

28

27,5

E1 Evolution des Ct

• Evolution des If

27 +-.JliZil--j_==--j----"tLZ"---+----""'=_t--=""---+---'="--+ 0,5

0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Concentration en sonde LAP-l (pM)

Figure 9 Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde LAP-1 comprises entre 0,15 et

0,40 /lM

Concernant les valeurs de Ct, elles s'échelonnent entre 27,73 et 28,92, ce qui correspond à un écart de

1,19 unités pour cette gamme de concentration. On constate que les valeurs de Ct diminuent avec l'augmentation

de la concentration en sonde et que l'If devient supérieure à 1 pour une concentration en sonde supérieure ou

égale à 0,25 J1M. D'après le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en

sonde LAP·1 peuvent être comparées (p > 0,05). Le test de Student (test·t) montre une différence significative

entre les valeurs de Ct obtenues pour les concentrations 0,15 et 0,40 /lM (p < 0,05). Par contre, aucune

différence significative n'est montrée pour les concentrations comprises entre 0,20 et 0,40 J1M (p > 0,05).

Etant donné que les valeurs de Ct diminuent lorsque la concentration en sonde augmente pour la gamme

de concentration testée, deux concentrations (0,25 et 0,35 fJM) sont comparées sur une gamme de dilution de

kystes de G. lamblia de raison 10. Les valeurs moyennes des Ct observées en fonction de la concentration en

sonde, pour chaque point de la gamme de dilution, sont présentées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Valeurs de Ct observées pour une gamme de dilution de kystes de G. lamblia de raison 10 amplifiée avec des

concentrations en sonde LAP-l de 0,25 pM ou 0,35 pM

Concentration en
sonde LAP-l

0,25 fJM

1,8.105

28,46 ± 0,09

Concentration initiale (kystes de G. lamblia.200pL-1
)

1,8.104 1,8.103 1,8.10' 1,8.10'
31,88 ± 0,25 35,41 ± 0,81 39,03 .1/3 X

1,8

X

0,35 fJM

*1/3: 1 réaction positive / triplicat ; *2/3 : 2 réactions positives / triplicat. X: pas d'émission de fluorescence

On constate que les valeurs de Ct sont très proches pour ces deux concentrations en sonde LAP-l. Ainsi,

pour une concentration initiale de 1,8.105 kystes de G. lamblia.200 fJL·1, les valeurs moyennes des Ct sont de 28,46

pour une concentration de 0,25 fJM et 29,28 pour une concentration de 0,35 fJM. Pour la plus faible concentration

détectée par les deux PCR (1,8.10' kystes.200 fJL·1), la valeur de Ct est de 39,03 pour une concentration de

0,25 fJM et 39,33 pour une concentration de 0,35 fJM.

Etant donné que l'utilisation de la plus faible des deux concentrations (0,25 }lM) n'entraîne pas

d'augmentation des valeurs des Ct, la sonde LAP-I est utilisée à une concentration de 0,25 fJM pour la

quantification des kystes de G. lamblia lors de nos expérimentations.

2.2- Concenlration optimale en sonde pour la PCRq-muris.

Chaque concentration en sonde MUP-l est testée en triplicat avec une concentration initiale

correspondant à 1,8.105 kystes de G. muris.200 fJL·l Les résultats présentés Sur la figure la correspondent aux

valeurs moyennes des Ct et des If en fonction de la concentration en sonde.

Ct (Cycle seui 1)

33,5 --~---_._---~

33

32,5

32

31,5

If (Intensité de fluorescence)

2,5

2

1,5 0 Evolution des Ct

• Evolution des If

1

0,5

0.15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Concentration en sonde MUP-l (pM)

Figure 10 : Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde MUP-l comprises entre 0,15 et

0,40 fJM
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Concernant les valeurs de Ct, elles sont comprises entre 31,78 et 32,80 et présentent donc de très

faibles variations. La valeur de Ct la plus faible est observée pour une concentration en sonde de 0,35 /lM et l'If

devient supérieure à 1 pour une concentration en sonde supérieure ou égale à 0,20 jJM. D'après te test de

Snedecor i les valeurs moyennes observées pour ces six concentrations en sonde MUP-l peuvent être comparées

(p > 0,05). Le test de Student (test-t) ne montre pas de différence significative entre les valeurs de Ct pour des

concentrations en sonde comprises entre 0,20 et 0,40 /lM (p > 0,05).

Au vu de ces résultats, la sonde TaqMan MGB MUP-l est utilisée pour la quantification des kystes de

G. muris à la concentration 0,30 [lM car elle permet d'obtenir un Ct de 31,91 présentant le coefficient de

variation le plus faible (0,09 70), mais aussi d'atteindre une If de 1,68.

2.3- Concentration optimale en sonde pour la PCRq-Assemblage A.

Choque concentration en sonde Giardio-A est testée en triplicat pour une concentration initiale de

2,5.104 kystes.200 pL-l avant extraction de l'ADN. Les valeurs de Ct et d'If obtenues en fonction de la

concentration en sonde sont présentées sur la figure 11.

0,5

~ Valeurs des Ct

• Valeurs des If

o

1,5

If (Intensité de fluorescence)

"---

!
i~~

!

0 ~ ~
._-

~-

~
-~~ -

'l.1
--I~---

---~-
~~-,. W/l- .

Y.:

~ -

29

30

27

31

28

32

Ct (Cycle seuil)

33

0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Concentration en sonde Giardia -A (J1M)

Figure 11 Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde Giardia-A comprises entre 0,15 et

0,40 /lM

Les valeurs moyennes des Ct sont comprises entre 29,36 et 31,65, ce qui correspond à un intervalle de

2,29 Ct pour cette gamme de concentration en sonde. L'intensité de fluorescence varie entre 0,43 et 1,2.

L'intensité de fluorescence est supérieure à 1 quand la concentration en sonde Giardia-A est supérieure ou égale

à 0,30 /lM.

D'après le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en sonde

Giardia-A peuvent être comparées (p > 0,05). Le test de Student (test-t) ne montre pas de différence

significative pour les valeurs de Ct observées pour des concentrations en sonde comprises entre 0,25 et 0 AD jJM
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(p > 0,05). Une concentration en sonde de 0,35 /lM permet d'atteindre un Ct moyen de 30,06 avec une intensité

de fluorescence comprise entre 1,13 et 1,26.

La quantification des kystes de G. lamblia du génotype A est réalisée avec une concentration en sonde

Giardia-A de 0,35 /lM durant nos expérimentations.

2.4- Concentration optimale en sonde pour la PCRq-Assemblage B.

Les expérimentations sont réalisées en triplicat pour chaque concentration en sonde Giardia-B avec une

concentration initiale de 1,8.105 kystes. 200 J.IL-1 avant extraction de l'ADN. Les valeurs de Ct et d'intensité de

fluorescence observées sont présentées sur la figure 12.

Ct (Cycle seuil) If (Intensité de fluorescence)

33 -,----------------------------, 5

l
32,5

32 -------- -/------ ._. . . . 11 __ -.-. ---- + 4

31,5 - ••~---~
fi31 - fi - y;

------:----T~~=--~0_--.--- + 3 101 Evolution des Ct
• Evolution des If

30,5 +----t';I:%'j--M7A-------j>:;;%I}--------f;%<I:;r------- 0 -----

o
30

29,5

0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

'-- 1

0,40

Concentration en sonde Giardia -B (pM)

Figure 12 Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde Giardia-B comprises entre 0,15 et

0,40/lM

Les valeurs moyennes des Ct sont comprises entre 30,67 et 31,70, ce qui correspond à un écart de

seulement 1,03 Ct pour cette gamme de concentration en sonde. L'intensité de fluorescence varie entre 1,36 et

4,73, mais on observe une production de fluorescence parasite dans les tubes ne contenant pas d'ADN cible pour

des concentrations en sonde supérieures ou égales à 0,35 /lM- Ce phénomène peut être expliqué par le fait que le

"quenching" n'est pas optimal. A partir de cette valeur de 0,35 /lM, la concentration en sonde est saturante.

D'après le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en sonde

Giardia-B peuvent être comparées (p > 0,05). Le test de 5tudent (test-t) ne montre pas de différence

significative pour les valeurs de Ct correspondant à des concentrations en sonde s'échelonnant entre 0,10 et

0,30/lM (p > 0,05). La plus faible valeur d'écart-type est obtenue pour un concentration en sonde de 0,30 /lM et

l'intensité de fluorescence est alors nettement supérieure à 1.

Nos expérimentations concernant la quantification des kystes de G. lamblia appartenant au génotype B

sont réalisées avec une concentration en sonde de 0,30 pM.
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En résumé,

Lors de nos expérimentations, le couple d'amorces GIAF2/ GIAR1 est utilisé à la concentration

0,51 0,5 ~M pour la quantification des kystes de G. lamblia et de G. muris.

Les couples d'amorces A - forlA - rev et B- for/B - rev destinés à la quantification des génotypes

A et B de l'espèce G. lamblia sont utilisés aux concentrations 0,5/0,5 ~M et 1/1 [.lM respectivement.

La sonde LAP-1 est utilisée à la concentration 0,25 ~M pour la quantification des kystes de

G. lamblia. La quantification des kystes de G. muris est réalisée avec une concentration en sonde MUP-1

de 0,35 ~M.

Les sondes Giardia-A et Giardia-B sont utilisées respectivement aux concentrations 0,35 ~M et

0,30 [.lM pour la détection des génotypes A et B de G. lamblia.

3ème PARTIE: Validation des techniques de détection.

Lors de cette étape de validation, plusieurs caractéristiques sont vérifiées:

+ Spécificité des amorces et sondes

+ Sensibilité

+ Variations intra et inter-essai de l'étape d'amplification

+ Domaine de linéarité et rendement

+ Variation inter-essai de l'étape d'extraction de l'ADN

+ Compétition des kystes de G. muris vis-à-vis de la détection des kystes de G. lamblia

1- Evaluation de la spécificité des PCR quantitatives et qualitatives.

1.1- Evaluation de la spécificité par comparaison avec la base de données Genbank.

Dons une première étape, la spécificité des amorces et sondes est évoluée par le test BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLA5T/) qui est disponible sur le site NCBI. Ce test permet de comparer les

séquences des amorces et des sondes avec toutes les séquences répertoriées sur la base de données Genbank et

de savoir si des amplifications non spécifiques peuvent être observées avec nos systèmes. Ce test est d'autant

plus important que ces amorces et sondes seront utilisées pour l'analyse de selles et d'échantillons

environnementaux.

1.1.1.- Spécificité des systèmes PCRa-lamblia et PCRq-muris.

1.1.1.1- Spécificité des amorces GIAF2 et GIAR1.

D'après le test BLAST, le couple d'amorces utilisé pour ces deux PCR quantitatives (GIAF2 et GIARl)

amplifie le gène de l'EFIA pour G. lamblia, G. muris et G. ardeae. Aucun outre gène ne devrait être amplifié par

ces amorces selon les données actuelles.
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1.1.1.2- Spécificité des sondes LAP1 et MUP1.

La version BLAST adaptée aux séquences courtes a été utilisée pour les sondes LAP-I et MUP-I car elles

sont composées de 14 et 16 nucléotides respectivement.

Pour la sonde LAP-l, la recherche fournit 15 autres gènes présentant une homologie complète, mais ces

gènes ne sont pas reconnus par les deux amorces. La sonde LAP-I présente une homologie complète avec le gène

EFIA de l'espèce G. ardeae et pourrait s'hybrider avec celui-ci.

Pour la sonde MUP-I, la recherche BLAST a montré une homologie complète avec l'espèce G. muris et

avec une autre séquence qui n'est pas amplifiée par les deux amorces. De plus, la sonde MUP-I ne s'hybriderait

pas avec les gènes EFIA des espèces G. lamblia et G. ardeae.

Des gènes, autres que les gènes cibles, présentant au minÎmum une variation de séquence avec les sondes

LAP-I ou MUP-I ne sont pas retrouvés lors du test des amorces.

1.1.2- Spécificité du svstéme peRg-A.

D'après le test BLAST, le couple d'amorces utilisé pour la PCRq-A (A-for et A-rev) serait spécifique de

du génotype A. Le test de l'amorce sens montre quatre variations de séquence avec les génotypes E et F, mais

l'amorce antisens ne présente aucune homologie de séquence significative avec ces deux génotypes.

La version BLAST adaptée aux séquences courtes a été utilisée pour la sonde Giardia-A car elle ne

contient que 16 nucléotides. Cette sonde présente une homologie complète avec deux autres séquences qui ne

sont pas amplifiées par les amorces.

1.1.3- Spécificité du système PCRq-B.

Le couple d'amorces B-for et B-rev serait spécifique du génotype B. De plus, la sonde Giardia-B présente

une forte spécificité pour ce génotype puisque le test BLAST ne fournit qu'un seul autre gène qui présente six

différences de séquence par rapport à celle de la sonde qui contient 22 nucléotides.

1.1.4- Spécificité des amorces destinées à la détection des génotypes Cet E.

D'après le test BLAST, les couples d'amorces permettant la détection des génotypes C (C-for et C-rev)

et E (E-for et E-rev) seraient spécifiques de leur génotype.

1.2- Evaluation de la spécificité des sondes par peRo

Dans cette deuxième étape, la spéCificité des systèmes est évaluée par PCR qualitatives ou quantitatives.

Les PCRq-lamblia et la PCRq-muris sont testées en présence d'ADN provenant uniquement de kystes de

G. muris et G. lamblia respectivement. La concentration initiale par réaction correspond à 1,8.105 kystes de

G. muris ou de G. lamblia pour 200 Il'- de suspension purifiée. Les deux sondes sont testées en triplicat et aucune

émission de fluorescence n'est observée. Ainsi, les sondes LAPI et MUPI ne s'hybrident pas avec l'ADN de

G. muris et G. lamblia respectivement, alors que la partie de la séquence EFIA utilisée pour dessiner ces deux

sondes ne comporte que deux nucléotides de différence entre les espèces G. lamblia et G. muris.

De même les PCRq-A et PCRq-B sont testées sur des kystes de G. lamblia appartenant aux génotypes Bet

A respectivement. Les concentrations initiales par réaction correspondent à 2,5.104 et 1,8.105 kystes pour 200 Il'-
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de suspension pour les génotypes A et B. Aucune émission de fluorescence n'est observée pour ces deux PCR

quantitatives.

Les PCR qualitatives permettant la détection des génotypes C et E sont testées sur des concentrations

en kystes appartenant aux génotypes A ou B identiques aux PCR quantitatives. Lors de la révélation sur gel

d'agarose aucune bande d'amplification n'est observée.

2- Evaluation de la sensibilité des PCR.

La sensibilité des PCR quantitatives est évaluée en amplifiant des gammes de dilution de raison 10

réalisées avant l'extraction d'ADN. Les concentrations initiales en kystes de Giardia sont précisées pour un

volume de 200 iL de suspension purifiée de kystes avant extraction de l'ADN.

2.1- Evaluation de la sensibilité des systémes PCRq-lamblia et PCRq-muris.

2.1.1- Sensibilité observée avec le protocole initial d'extraction de l'ADN.

Le tableau 2 présente les valeurs de Ct observées en triplicat pour les gammes de dilution de kystes de

G. lamblia et G. muris dont l'ADN est extrait avec le protocole initial non modifié.

Tableau 2 : Valeurs de Ct observées pour les gammes de dilution logarithmique de G. lamblia et G. muris amplifiées en

triplicat après extraction de l'ADN avec le protocole initial

Concentration initiale (kystes.200 plot)

1,8.105 1,8.104 1,8.10' 1,8.102 1,810' 1,8

XXXX33,05 ± 0,54

X : pas d'émission de fluorescence

29,42 ± 0,25

G.lamblia X
00~!0'!'~Yo":~~0~~~~!:!YP~00000028:406±0,09.. 00 .. 30~'~~0±0~:~~0000000~5.'~~~0?:~~00000039:00~00~~/'oooooooo~00000ooooooooo.

G. murÎs
Ct moyen + écart-type

*113: 1 réaction positive / trip/jcat.

Concernant la PCRq-lamblia, 100 10 de réactions positives sont obtenues pour une concentration initiale

de 1,8.10' kystes.ZOO iLo1 et 33 70 de réactions positives sont observées pour une concentration initiale de

1,8.102 kystes.ZOO iLol

Par contre, pour la PCRq-muris, 10010 de réactions positives ne sont obtenues que pour une

concentration initiale supérieure ou égale à 1,8.104 kystes.ZOO iLol L'amplification de nouvelles gammes de

dilution de kystes de G. muris n'a pas permis d'améliorer ce seuil de détection. Ainsi, la PCRq-muris présente une

sensibilité de détection 10 à 100 fois plus faible que la PCRq-lamblia.

2.1.2- Sensibilité observée suite à l'ovtÎmisation duprotocole d'extraction avec le RNA Carrier@.

Suite à ces résultats, une optimisation du protocole d'extraction de l'ADN est évaluée en utilisant le

RNA Carrier® qui est une séquence polyA. Le RNA Carrier® est inclus dans le protocole d'extraction lors de

l'étape de lyse des protéines. L'ADN de nouvelles gammes de dilution de kystes de G. lamblia et de G. muris est

alors extrait en présence de RNA Carrier® puis amplifié en trip/icat. Les valeurs des Ct observées en présence de

cette molécule sont présentées dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Valeurs de Ct observées en triplicat suite à une extraction d'ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des

1,8.105

gammes de dilution de kystes de G. lamblia oU de G. muris

Concentration initiale (kystes.200 pL-1
)

1,8.104 1,8.10' 1,8.10' 1,8.10' 1,8

X: pas d'émission de fluorescence

G./amblia
..Ct.~oY.".~ ±.écar~:!ype ~~,~~ _~ _0:24. ~8~~_~ _± ~,!_~ ~ 2,~~,~_~ :~~ _

G. muris , 28 44 ± 0 05 33 91 ± 0 25 38 86 *213
Ct moyen ± ecart-type ' , " ,

*1/3: 1 réaction positive / triplicat. *2/3: 2 réactions positives / triplicat.

35,67 ± 0,48

x

38,36 *11'

x

x

x

Concernant les kystes de G. lamblia, une réponse positive est observée pour la totalité des triplicats

correspondant à des concentrations initiales comprises entre 1,8.105 et 1,8.10' kystes.200 pL" et une seule

courbe d'amplification a été obtenue pour le triplicat correspondant à 1,8.10' kystes.200 IL'. Ainsi, une

sensibilité de détection correspondant à 1,8.10' kystes.200 pL" ou 0,45 kyste par puits de PCR peut être obtenue

avec cette PCRq-lamblia.

Pour les kystes de G. muris, une amélioration de la sensibilité est également observée. Toutefois, la

sensibilité reste nettement inférieure à celle atteinte pour les kystes de G. lamblia puisqu'une réponse positive

est obtenue dans la totalité des cas, uniquement pour une concentration initiale supérieure ou égale à

1,8.10< kystes.200 lA:'. Deux puits du triplicat correspondant à 1,8.10' kystes.200 pL" sont positifs pour cette

espèce. Pour ces deux PCR quantitatives, aucune émission de fluorescence n'est observée dans les tubes témoins

ne contenant pas d'ADN.

Ainsi, l'utilisation de cette séquence polyA lors de J'extraction d'ADN permet d'améliorer sensiblement la

sensibilité de détection de ces deux PCR quantitatives. En effet, le gain en terme de seuil de détection de ces

deux systèmes correspond à une dilution logarithmique. La sensibilité de chacune de ces PCR est donc multipliée

par 10. Toutefois, malgré J'utilisation du RNA Carrier®, la sensibilité de détection pour les kystes de G. muris

reste 10 à 100 fois inférieure à celle obtenue pour les kystes de G. lamblia.

2.1.3- Séquençage de l'amplicon de la PCRq-muris.

Suite au plus faible niveau de sensibilité observé pour la PCRq-muris par rapport à la PCRq-lamblia,

J'amplicon obtenu pour la cible G. muris est séquencé. L'amplicon utilisé pour le séquençage est obtenu par PCR

qualitative (50 cycles, température d'hybridation de 60°C, chapitre Matériel et Méthodes, paragraphe 7.3.2.2) en

utilisant les amorceS GIAF2 et GIARI et une concentration initiale de 1,8.105 kystes de G. muris.200 pL''. Le

séquençage est ensuite réalisé par la société Qbiogène research services (ESGS-génopôle, Evry, France).

Ce séquençage a permis d'obtenir la séquence complète de J'amplicon de 120 pb. Le résultat est comparé

avec la séquence EFIA de G. muris provenant de la base de données Genbank utilisée pour la sélection des

amorces et de la sonde TaqMan MGB. La comparaison des deux séquences ne montre aucune variation entre le

résultat du séquençage et la séquence provenant de la base de données.

Suite à ces résultats, les expérimentations ne sont pas poursuivies avec la PCRq-muris qui ne permet pas

une détection suffisamment sensible des kystes de G. muris.
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2.2- Evaluation de la sensibilité du système PCRq-A.

Le tableau 4 présente les valeurs de Ct Cn = 5) observées avec le système PCRq-A pour une gamme de

dilution de kystes de G. lamblia, du génotype A obtenue à partir de selles humaines. L'ADN de cette gamme est

extrait avec le protocole optimisé précédemment. Pour ce système, des points intermédiaires sont inclus entre

les points de la gamme de raison 10 afin d'obtenir un nombre suffisant de valeurs.

Tableau 4 : Valeurs de Ct observées (n ;; 5) suite à une extraction d'ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des gammes de

dilution de kystes de G. lamblia, génotype A
--------,,----,---,-...,--;----:c-:---:-:,---;-----,------=-=-=--,--;-:-----

Concentration initiale, G. lamblia - génotype A (kystes.200 pl. 1)

2,5.10' 1,25.10' 2,5.10' 1,25.10' 2,5.10' 1,25.10' 2,5.10'

Ct moyen ± écart-type 28,72 ± 0,39 29,84 ± 0,27 32,58 ± 0,27 34,84 ± 0,64 36,37 ± l.l1

X: pas d'émission de fluorescence / * : 2 analyses positives sur 5

38,03* x x

1,8

100 ïo de réactions positives sont observées pour les concentrations supérieures ou égales à

2,5.10' kystes. ZOO )!l.I Pour une concentration initiale de I,Z5.10' kystes. ZOO ILl, deux analyses sur cinq

permettent d'obtenir une amplification. Ainsi, une sensibilité de détection correspondant 1,Z5.IO' kystes. ZOO )!l-l

ou 3 kystes par puits de PCR peut être atteinte avec cette PCRq-A.

2.3- Evaluation de la sensibilité du système PCRq-B.

Le tableau 5 présente les valeurs de Ct Cn = 5) observées avec le système PCRq-B pour une gamme de

dilution de kystes de G. lamblia du génotype B identique à celle utilisée pour la PCRq-lamblia et dont l'ADN est

extrait avec le protocole optimisé précédemment.

Tableau 5 : Valeurs de Ct observées (n ::- 5) suite à une extraction d'ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des gammes de

dilution de kystes de G. lamblia, Assemblage B
--------::---,---,---,----:---::-:--:-:::-----:-----:::-;;------=-=-=--,--;-:,------

Concentration initiale, G. lamblia - génotype B (kystes.200 pL- 1
)

1,8.10' 1,8.104 1,8.10' 1,8.10' 1,8.10'

Ct moyen ± écart-type 27,70 ± 0,06 31,36 ± 0,10 35.14 ± 0,26 38,11 ± 0,80 X

X : pas d'émission de fluorescence

X

On observe 100 'i'o de réactions positives pour une concentration initiale comprise entre 1,8.102 et 1,8.105

kystes.ZOO pL-t. Aucune émission de fluorescence n'est observée pour les puits contenant une concentration

correspondant à 1,8.101 kystes.ZOO )!l-I Ainsi, la sensibilité de détection de cette PCRq-B est comprise entre

1,8.101et 1,8.10' kystes.ZOO )!l-l, c'est-à-dire entre 0.45 et 4,5 kystes de Giardia par réaction.

2.4- Evaluation de la sensibilité des PCR qualitatives.

Concernant les PCR qualitatives destinées à la mise en évidence de quatre génotypes de l'espèce

G. lamblia, la sensibilité est évaluée uniquement pour les PCR permettant la détection des génotypes A et B. En

effet, il ne nous a pas été possible d'obtenir des kystes de G.lambliaappartenant aux génotypes C et E.
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Les résultats abtenus pour les PCR qualitatives spécifiques des génotypes A et B réalisées en triplicat

sont présentés dans le tobleau 6.

Tableau 6 : Résultats obtenus par PCR qualitative pour des kystes de G. lamblia appartenant aux génotypes A et B

Génotype A

(n = 3)

Génotype B

(n = 3)

Concentration initiale (kystes.200 pL- I
)

2,5.10' 1,25.10' 2,5.10' 1,25.10' 2,5.10'

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

Concentration initiale (kystes.2oo pL- I
)

1,8.105 1,8.10' 1,8.10' 1,8.10' 1,8.10'

+ + + +

+ + + +

+ + + +

1,25.10'

1,8

La PCR qualitative destinée à la mise en évidence du génotype A permet de détecter entre 1,25.102 et

2,5.102 kystes.200 pl" en suspension purifiée. Le seuil de détection de la PCR qualitative du génotype B est

compris entre 1,8.10' et 1,8.102 kystes.200 JJl.l en suspension purifiée. Ainsi, les seuils de détection de ces deux

PCR qualitatives sont compris entre 3 et 6 kystes par réaction pour le génotype A et entre 0,45 et 4,5 kystes par

réaction pour le génotype B.

3- Variations infra et inter-essai de l'étape de quantification,

Afin de valider le protocole de quantification des kystes de Giardia en suspension purifiée, il est

nécessaire d'estimer les variations intra-essai et inter-essai de ces PCR quantitatives. Lors de cette étape, nous

évaluons également la variation inter-essai du protocole d'extraction d'ADN à partir de kystes en suspensions

purifiées.

Quel que soit le niveau de variation étudié, son estimation est basée sur le calcul du coefficient de

variation (CV) qui est obtenu à partir des valeurs moyennes des Ct et des valeurs des écart-types. Le coefficient

de variation est exprimé en pourcentage.

3.1- Variation intra-essai.

CV (70)
Ecart - type des Ct

x 100

Moyenne des Ct

La variation intra-essai des trois PCR quantitatives (PCRq-lamblia, PCRq-A et PCRq-B) est déterminée en

amplifiant les différents points des gammes de dilution de kystes de G. lamblia (génotype A ou B) en cinq fois lors

de la même PCR. Les valeurs des coefficients de variation (CV 70) obtenus pour les systèmes PCRq-lamblia, PCRq-A

et PCRq-B sont présentées dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Valeurs des coefficients de variation (CV %) pour l'estimation de la variation intra-essai pour les systèmes

1,8.10'

PCRq-/amblia, PCRq-B et PCRq-A

Système: PCRq-lamblia

Concentration (kystes.200 pL-l) 1,8.105 1,8.104 1,8.103 1,8.102

CV Y. (n =5) 0,9 0,5 0,6 1,1

Système : PCRq-B
Concentration (kystes.200 pL-1

) 1,8.105 1,8.104 1,8.103 1,8.102

CV Y. (n - 5) 0,2 0,3 0,7 2,1

Système: PCRq-A
Concentration (kystes. 200 pL-1) 2,5.104 1,25.104 2,5.103 1,25.103

CV YoCn =5) 1,4 0,9 0,8 1,8

ne : non calculable / * : 1 analyse positive sur 5 / ** : 2 analyses positives sur 5

nc*

2,5.102

3,1
1,25.102

nc**

Concernant la variation intra-essai de la PCRq-/amblia, les valeurs des coefficients de variation sont

comprises entre 0,53 Y. (1,8.104 kystes.200 pl") et 1,071'. (1,8.102 kystes.200 pl").

Les valeurs des coefficients de variation de la PCRq-B s'échelonnent de 0,21 l'. (1,8.105 kystes.200 pl") à

2,11 Y. (1,8.102 kystes.200 pl").

Pour la PCRq-A, les coefficients de variation varient de 0,8 l'. (2,5.103 kystes.200 pl") à 3,1 %

(2,5.102 kystes.200 pl").

La PCRq-lamblia est caractérisée par des coefficients de variation inférieurs ou très proches de l %.

Concernant la PCRq-A, les valeurs des coefficients de variation sont globalement plus élevées et atteignent 3,11'.

pour une concentration de 2,5.102 kystes.200 pl''. Les coefficients de variation intra-essai de la PCRq-B sont

inférieurs à 1 '0 pour une concentration supérieure ou égale à 1,8.103 kystes.200 pL-l, par contre pour une

concentration plus faible le coefficient de variation atteint 2,1 Y•.

Hormis pour une des valeurs obtenues avec la PCRq-A, les coefficients de variation sont inférieurs ou

proches de 2 l'. qui est la valeur maximale observée par Heid et al. (1996) lors de l'évaluation de la variation intra

-essai en PCR quantitative.

3.2- Varia/ion in/er-essai.

La variation inter-essai de chacune des PCR (PCRq-/amblia, PCRq-A et PCRq-B) est évaluée en amplifiant

les différents points des gammes de dilution de kystes de G. lamblia (génotype A ou B) en différentes PCR. Les

gammes de dilution sont réalisées avant l'extraction d'ADN. Les valeurs des coefficients de variation sont

présentées dans le tableau 8.

Les valeurs des coefficients de variation des PCRq-/amblia et PCRq-B correspondent à sept amplifications

distinctes et elles sont calculées à partir de cinq amplifications pour la PCRq-A.
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Tableau 8 : Valeurs des Ct moyens, des écart-types et des coefficients de variation pour l'estimation de la variation.

inter-essai

1,8.10'
Système: PCRq-lamblia

Concentration (kystes.2oo IIt- l
) 1,8.105 1,8.104 1,8.10' 1,8.10'

cv 7. (n =7) 0,5 0,8 0,7 1,6

Système : PCRq-B
Concentration (kystes,ZOO .uL-1

) 1,8.105 1,8.104 1,8.10' 1,8.10'
cv 70(n - 7) 0,8 0,9 0,7 2,4

Système: PCRq-A
Concentration (kystes. ZOO .ul~l) 2,5.104 1,25.104 2,5.10' 1,25.10'
CV 7. (n =5) 0,7 0,8 1,8 1,6

X : pas d'émission de fluorescence / "" : 3 analyses positives sur 7 / """" 2 analyses positives Sur 5

2,2*

2,5.10'
2,2

1,25.10'
nc**

Concernant la PCRq-lamblia, trois courbes d'amplification sont obtenues pour une concentration initiale

de 1,8.10' kystes.200 JÀ..1 Les valeurs des coefficients de variation inter-essai s'échelonnent entre 0,57.

(1,8.105 kystes.200 JÀ.") et 2,2 7. (1,8.10' kystes.200 JÀ.").

Pour la PCRq-B, les coefficients de variation inter-essai sont compris entre 0,7 7. (1,8.10' kystes.200JÀ.·')

et 2,4 % (1,8.10' kystes.200 JÀ.").

Les coefficients de variation inter-essai de la PCRq-A varient entre 0,77. (2,5.104 kystes.200 JÀ.") et

2,27. (2,5.10' kystes.200 JÀ."). Deux courbes d'amplification sant obtenues pour la concentration 1,25.10'

kystes.200 JÀ.-l

Globalement, ces valeurs sont inférieures à 2 10, excepté pour les coefficients de variation des

concentrations initiales les plus faibles qui sont compris entre 2,2 /0 et 2,4 10. Ces valeurs restent proches de

celles observées par Heid et al. (1996) qui observent des coefficients de variation inter-essai inférieurs à 2 7•.

4- Evaluation du domaine de linéarité et du rendement.

Dans cette étape, nous avonS évalué le rendement de la PCR quantitative à partir de la droite standard

obtenue lors de l'amplification de la gamme de dilution 109arithmique d'ADN. La formule permettant le calcul du

rendement à partir de la pente de cette droite standard est la suivante (Ibekwe et al., 2003) :

Rendement (%) = (10 .1/",,", d, 10 ,"t') - 1

Ainsi, une PCR quantitative présentant un rendement de 100 7. aura une pente de - 3,32. Si le rendement de

la PCR quantitative est compris entre 75 '1. (pente = -4,10) et 100 '1. (pente = -3,32) alors il existe une relation

linéaire entre la valeur du Ct et le 10glO du nombre de copies.
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4.1- Domaine de linéarité et rendement de la PCRq-lamblia.

La figure 13 correspond à la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de G. lamblia de

raison 10, amplifiée cinq fois simultanément.
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Figure 13 : Droite étalon de la PCRq-lamb/ia obtenue avec une gamme de dilution de kystes de

G. lamblia de raison 10 (n :::: 5). Pente:::: -3,34 ; Ordonnée à l'origine:::: 43,14 ; R2
:::: 0,991

La pente de cette droite est de - 3,34 et le coefficient de détermination (R2
) est de 0,991. D'après la

pente de cette droite, le rendement de la PCRq-lamblia est estimé à 99 %. Le domaine de linéarité de

l'amplification s'étend sur 4 10glO, c'est-à-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 1,8.105 et

1,8.101 kystes.ZOO IJl...I

4.2- Domaine de linéarité et rendement de la PCRq..A.

La figure 14 correspand à la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de G. lamblia,

génotype A amplifiée cinq fois simultanément. Des points intermédiaires sont inclus entre les points de la gamme

de raison 10 afin d'obtenir un nombre suffisant de valeurs pour la réalisation de la représentation graphique.

La pente de cette droite est de - 4,00 et le caefficient de détermination (R2
) est 0,985. D'après la valeur

de la pente, le rendement de la PCRq..A est estimé à 78 70. Le domaine de linéarité de l'amplification s'étend sur

plus de 2 10910, c'est-à-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 2,5.104 et

1,Z5.10' kystes.ZOO IJl.- I
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Figure 14 : Droite étalon de la PCRq-A obtenue avec une gamme de dilution de kystes de G. lamblia génotype

A (n ;; 5). Pente;; -4,00 ; Ordonnée à l'origine;; 46,42 ; R2
;; 0,985

4.3- Domaine de linéarité et rendement de la PCRq-B.

La figure 15 correspond à la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de G, lamblia,

génotype B de raison 10 amplifiée cinq fois simultanément.
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Figure 15 : Droite étalon de la PCRq-B obtenue avec une gamme de dilution de kystes de G. lamblia

génotype B (n ;; 5). Pente;; -3,50 ; Ordonnée à l'origine;; 46,22 ; R2 = 0,997
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La pente de cette droite est de - 3,50 et le coefficient de détermination (R') a pour valeur 0,997. Le

rendement de la PCRq-B est estimé à 93 'Y. d'après la valeur de la pente. Le domaine de linéarité de l'amplification

s'étend sur 3 10glO, c'est-à-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 1,8.105 et

1,8.10' kystes.200 tA--1

5- Variation inter-essai de l'étape d'extraction de l'ADN.

La variation inter-essai du protocole d'extraction d'ADN est évaluée en réalisant quatre extractions

d'ADN distinctes sur des kystes de G. lamblia. Chaque extraction d'ADN est précédée d'une dilution de raison 10

des kystes de G. lamblia. Les quatre gammes d'extrait d'ADN ont été amplifiées lors de la même PCRq-/amblia. Les

valeurs des coefficients de variation obtenues lors de cette PCR, sont présentées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs des coefficients de variation observés lors de l'estimation de la variation inter-essai de l'étape

d'extraction (n = 4)

Concentration initiale
(kystes.ZOO 1Il."') 1,8.10' 1,8.104 1,8.10' 1,8.10' 1,8.101 1,8

Coefficient de variation ('10) 1,81 2,49 1,43 2,86 X X

X ; pas d'émission de fluorescence

Les valeurs des coefficients de variation sont comprises entre 1,43 'Y. (1,8.10' kystes.200 tA--1
) et 2,86 'Y.

(1,8.10' kystes.200 tA-' I ). Ces valeurs sont nettement inférieures à 5 'Y. et nous semblent tout à fait

satisfaisantes, d'autant plus qu'elles tiennent compte de la variation entraînée par la réalisation de la gamme de

dilution de raison 10. Ces coefficients de variation nous permettent de conclure que l'étape d'extraction de

l'ADN, n'engendre pas de variations importantes de la quantification des kystes de G. lamblia en suspension

purifiée pour la gamme de dilution testée.

6- Compétition des kystes de G. muris sur la quantification des kystes de G. lamblia.

La sonde LAP-l s'hybride uniquement à l'ADN de G. lamblia, mais les amorces GIAF2 et GIARI

permettent l'amplification de l'ADN de G. lamblia et de G. muris. Suite à cette compétition possible entre les

kystes de Giardia provenant de ces deux espèces, nous évaluons l'impact de la présence de kystes de G. muris sur

l'extraction d'ADN et la détection des kystes de G. lamblia.

Une quantité constante de kystes de G. muris est ajoutée à chaque point de la gamme de dilution de

kystes de G. lamblia de raison 10, avant l'étape d'extraction de l'ADN. La quantité ajoutée à chaque point de la

gamme de dilution correspond à une concentration de 1,8.105 kystes G. muris .200 tA-' l

Le tableau 10 regroupe les valeurs de Ct observées pour les différents ratio G. muris / G. lamblia de

cette droite standard.
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Tableau 10 : Valeurs de Ct observées pour les différents ratios G. muris / G. lamblia

Concentration en kystes de G. lamblia (kystes.ZOO pL-t)

...... 1,8,10' !,~J.()' !,.~J.()3 1)l}9.' }'.8.}9.' 1,8 .
Concentration en kystes de G. muris (kystes.200 pL-I

)

1,8.10' 1,8JO' 1,8.10' 1,8J05 1,8.105 1,8J05

Valeurs des ratios G lamblia / G. muris

1.10" ua·' 1.10.3 ua··
Valeurs moyennes des CT ± écart-type

24,37 ± 0,15 27,67 ± 0,21 32,22 ± 0,54 37,24 x x
*113; 1 réaction positive / triplicat. X : pas d'émission de truorescence

La figure 16(A) représente la droite standard pour les kystes de G. lamblia pour une extraction et une

amplification réalisées en l'absence de kystes de G. muris. La figure 16(B) correspond à la droite standard

observée pour les kystes de G. lamblia en présence des kystes de G. muris.

111111

(A) (B)
Pente: - 3,44 Pente: - 4,43
Ordannée à l'origine: 43,16 Ordonnée à l'origine: 46,66
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/

26 1 Il! 1 III1 1 1 li! 1,1 Ilii l'1 1 Il ,l'-,' !

24 -- ITiln!-l ~ ti11' 1rill--iii --_ott' i iN,--r i li
22 -~T -I-~. .,.; :---.1 _--'-.1 -+- "---' -- -, ~ 1.··tl'1 i" 1 i' i 1 i i i lj il! 1 li "i 1

,Il' il ! 'II Il,11 1 1 Il' "IIIr!1 '1 1 Il l ,l" ,11 1,1. l' 1 li; 1 Il ,i l '1)' 1 j ,Inl 1f 1 i j 1 il !)20 +---.....L..Ll.l.J.l.u;........L.....LLLl.illf_.L..l..Ll.LWf----..L......LJ.J.J.Ll(--.L.....L-.Ll1.!j-_.....L-.Lw.y

40 --

38

: r-lrjP:, r--T)--il ml 11111111
, 1l! [j fA •GIardia lamblia

I iI li' l""t 1 j j l,', j 1

\ 1 \! 1 \ l' 1 ~l'\t!~ 1j , 1 ~ Giardi~ lamblia + Giardia ~uris
36 +-+++-H+tH----++H+t+Jf'''<:i'PI.:++t-Htf---+-t+i+H-H---+-H--+H-ftt--+-+ffi-tfH

! 1 III t fi' i l"1,,1~ 1 1 1.1jJ l !
34 1---. ~I+. l' '.: r; -- + IIII--I~I; '11,' '~' ~ p..; ,~I-- -1 j l '1

' ," l' i fi'! "j - : 1 ! l' 1; ; i
! i1 i 1 1 f j j 1 1 ) i"'-" 1 j,II j Il !!~ _-1 1

.,. 32-"" . -+ 1+ lt-"-I--n- 'tti--tttttHI --~ ': -r--, 1: 1 1 Il 1
~ l '!lll 1 Il [! ri ilt!11 1 j~' 1 fi! Il Il 1

fO 1 1 li I--I-!' 1 l, 1 1111' 1 III 1~ i! Il 1 Il

G 28 _o. - +, ',1"'" f-" 1 + 1 +"'!-t-r -1'1--; 11'1 ]';'" .,"'''W /11
1111 Il, Iii Il 1 1 Il ! l'N,II

1,OOE+00 1.00E+01 1,OOE+02 I,OOE+03 I,OOE+04 1,OOE+05 l,OOE+06

Concentration initiale (kystes.200 tA--1
)

Figure 16 ~ Droites standard observées pour les kystes de G. lamblia

(A) Droite standard obtenue pour la gamme de dilution de raison 10 de kystes de G. lamblia seuls

(B) Droite standard obtenue pour le même type de gamme de dilution de kystes de G. lamblia en

présence d'une concentration constante de kystes de G. muris
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En présence de kystes de G. muris, des courbes d'amplification sont obtenues pour des concentrations

initiales comprises entre 1,8.105 et 1,8.102 kystes de G. lamblia .200 pl''. La pente de la droite standard a alors

une valeur de - 4,34 avec un coefficient de détermination CR2
) de 0,993. A partir de la pente, le rendement de la

PCR quantitative est estimé à 70 'Y•.

Pour des concentrations initiales comprises entre 1,8.105 et 1,8.10' kystes de G. lamblia .200 pL." la pente

de la droite standard est de - 3,93 avec un coefficient de détermination CR2
) de 0,996. Le rendement de la PCR

quantitative est alors de 80 'Y•.

Ainsi, une sensibilité de détection de 1,8.102 kystes de G. lamblia peut être atteinte en présence de

1,8.105 kystes de G. muris. Lorsque le ratio G. muris/G. lamblia est supérieur à 100, la valeur de Ct est nettement

augmentée. En effet, le Ct moyen est de 35,67 Cn = 3) en l'absence de kystes de G. muris, alors qu'il est de 37,24

avec un seul puits positif en présence de cette autre espèce. Un phénomène de compétition entre les kystes de

ceS deux espèces apparaît pour un ratio G. muris / G. lamblia supérieur à 100, ce qui entraîne une diminution de la

sensibilité et de l'efficacité de la PCR quantitative. Toutefois, l'espèce G. lamblia concerne un plus grand nombre

d'hôte que l'espèce G. muris et un ratio G. muris/G. lamblia supérieur à 100 ne devrait pas être observé dans des

prélèvements d'eaux usées.

En résumé,

Cette première étape de nos expérimentations visait à développer et valider des PCR en temps

réel et des PCR qualitatives à partir de suspensions purifiées de kystes de G. lamblia et G. muris. Nous

avons tout d'abord sélectionné, à partir des cibles possibles pour notre étude, des systèmes comprenant

soit deux amorces et une sonde pour les quatre PCR en temps réel, soit un couple d'amorces pour les

quatre PCR qualitatives.

Les concentrations en amorces et en sonde des quatre PCR quantitatives ont été optimisées et

la spécificité des différents systèmes a ensuite été évaluée. Les amorces GIAF2 et GIAR1 s'hybrident

avec les séquences EF1A appartenant aux espèces G. lamblia, G. muris et G. ardeae. La PCRq-muris

amplifierait uniquement l'ADN de G. muris. Par contre, la PCRq-lamblia n'est pas entièrement spécifique

pour G. lamblia et permettrait également la quantification de G. ardeae. Lors de cette étude, il n'a pas

été possible d'obtenir des kystes appartenant aux trois espèces G. microU, G. psittaci et G. agilis. Ainsi,

les amorces et sondes n'ont pu être testées sur ces trois espèces pour lesquelles aucune séquence de

l'EF1A n'est actuellement disponible dans la base de données Genbank. D'après nos expérimentations,

les PCRq-A et PCRq-B et les deux PCR qualitatives destinées à la détection des génotypes C et E

apparaissent comme spécifiques de leur génotype.

La PCRq-lamblia présente une sensibilité pouvant atteindre 18 kystes.200 ~L-l, alors que les

PCRq-A et PCRq-B présentent un seuil de détection plus faible qui est respectivement de 125 et

180 kystes.200 ~L-l de suspension purifiée. L'évaluation des quatre systèmes de PCR en temps réel a

montré une sensibilité insuffisante de la PCRq-muris correspondant à 1,8.10' kystes.200 ~L-l de

suspension purifiée. Le séquençage n'a pas montré de variation par rapport à la séquence référencée

dans la base de donnée Genbank, le système n'a pas été retenu pour la suite de nos expérimentations.
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les deux PCR qualitatives destinées à la mise en évidence des génotypes A et B détectent

respectivement 2,5.102 et 1,8.102 kystes.200 ~l-l de suspension purifiée. le seuil de sensibilité précisé

pour 200 ~l de suspension purifiée de kystes avant extraction de l'ADN correspond à la même

sensibilité théorique pour un échantillon environnemental de 100 ml si son volume est amené à 200 ~l

par concentration et purification.

Ces valeurs de sensibilité peuvent également être rapportées en nombre de kystes détectés par

réaction de PCR. la PCRq-lamblia détecte alors 0,45 kyste par réaction. les PCRq-A et PCRq-B détectent

respectivement 3 et 4,5 kystes par réaction. Enfin, les PCR qualitatives destinées à la détection des

génotypes A et B présentent une sensibilité respective de 6 et 4,5 kystes par réaction, détectés dans la

totalité des cas.

l'évaluation des rendements d'amplification aboutit à des valeurs comprises entre 77,8 % pour

la PCRq-A et 99 % pour la PCRq-lamblia. Concernant la variation intra et inter-essai de l'étape

d'amplification, les valeurs des coefficients de variation sont globalement satisfaisantes. De plus, la

reproductibilité de l'étape d'extraction, évaluée avec la PCRq-lamblia, est supérieure à 95 %.

Ainsi, nous avons décidé de transposer les trois PCR quantitatives (PCRq-lamblia, PCRq-A et

PCRq-B) à la quantification des kystes de G. lamblia dans différents types d'eaux usées. les quatre PCR

qualitatives vont permettre la détection des kystes de G. lamblia appartenant aux génotypes A, B, C et

E soit dans des eaux usées, soit dans des selles humaines. Les expérimentations concernant le

développement de la PCR en temps réel destinée à la quantification de l'espèce Giardia lamblia ont fait

l'objet d'une publication (Bertrand et al., 2003).
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Résultats: Chapitre 2

Suite à la première partie de nos expérimentations réalisées uniquement sur des kystes en suspensions

purifiées, nous disposons d'outils rapides, spécifiques et sensibles qui vont nous permettre de quantifier et

détecter des kystes de l'espèce Giardia lamblia et de quatre de ses génotypes dans des prélèvements d'eaux

usées en parallèle à une détection conventionnelle par immunofluorescence.

Toutefois, l'application de ces techniques de détection à l'analyse d'eaux usées nécessite de faire appel à

des étapes de concentration et de purification adaptées à ce type d'échantillons et aux exigences des techniques

de biologie moléculaire. En effet, les eaux usées contiennent des quantités élevées de matière organique pouvant

entraîner une sous-estimation des concentrations en kystes lors de la détection par immunofluorescence mais

aussi par PCR. De plus, les techniques de biologie moléculaire sont sensibles à un grand nombre de composés

inhibiteurs pouvant entraîner une sous-estimation des concentrations en kystes voire l'obtention de faux

résultats négatifs.

Dans cette deuxième partie de nos expérimentations, les étapes de concentration et de purification des

kystes, mais aussi d'extraction-purification de l'ADN sant adaptées afin d'obtenir un protocole global nous

permettant de détecter ces kystes de Giardia lamblia dans des eaux usées prélevées au niveau de deux stations

d'épuration et d'un abattoir par immunofluorescence et PCR en temps réel. Lors de ces expérimentations

effectuées à partir d'eaux usées prétraitées, de nombreuses techniques sont évaluées avec pour objectif

d'adapter et d'optimiser la détection par PCR à l'analyse de ceS échantillons très turbides.

La comparaison de techniques de concentration et de purification est tout d'abord réalisée pour la

détection des kystes par immunofluorescence. Des variantes du protocole d'extraction de l'ADN ainsi que des

techniques de purification des kystes sont ensuite évaluées pour la détection par PCR en temps réel. Ainsi, des

techniques basées sur la densité des éléments à purifier, permettant d'optimiser la récupération d'ADN en

présence de matière en suspension ou de masquer l'effet des inhibiteurs présents dans ce type d'échantillons,

mais aussi la séparation immunomagnétique (IMS) sont testées lors de ces travaux.

1- Comparaison de techniques de concentration et de purification pour la détection des kystes de Giardia

par immunofluorescence.

Comme l'a montré l'étude bibliographique, la floculation et la centrifugation sont les techniques les plus

couramment employées pour la concentration des kystes de Giardia à partir d'eaux usées. Lors d'essai de

concentration sur membrane ou sur cartouche avec ce type d'échantillons très turbides, la plupart des auteurs

observent un colmatage rapide de la surface filtrante, ceS techniques ne sont donc pas retenues pour nos

expérimentations.

Lors de cette première partie des expérimentations réalisées sur des prélèvements d'eaux usées de la

station d'épuration de Nancy, nous comparons deux méthodes de concentration (floculation au carbonate de

calcium et centrifugation) et deux techniques de concentration (flottation sur solution de Percoll~-saccharose

et gradient de saccharose) pour établir un protocole destiné à l'analyse des échantillons par immunofluorescence.
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1.1- Comparaison de la floculation au carbonate de calcium et de la centrifugation pour la

concentration des kystes de Giardia.

La floculation au carbonate de calcium et la centrifugation (filtration sur tamis de porosité 300 )Jtn puis

2 centrifugations à 2000 g, 15 min) sont réalisées en parallèle pour trois prélèvements distincts d'eau usée de la

station d'épuration de Nancy. Les deux concentrats obtenus pour chaque échantillon sont purifiés par une

séparation FEA (Formaldéhyde - Acétate d'éthyle) puis par une flottation sur solution de Percoll~-saccharose

(d : 1,10). Chaque échantillon est analysé par immunofluorescence, la concentration totale en kystes de Giardia

ainsi que la concentration en kystes contenant des noyaux visibles par marquage au pr sont alors déterminées.

La figure 1 présente les concentrations totales en kystes de Giardia et les concentrations en kystes pr

positifs par litre d'eau usée pour les trois prélèvements concentrés soit par floculation, soit par centrifugation.
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Figure 1 : Concentrations (kystes.L· t
) observées en IFA après concentration par floculation au carbonate de calcium ou

centrifugation pour trois prélèvements (Pl, PZ, P3) d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes
positifs au PI après congélation

Les concentrations totales en kystes sont comprises entre 2,8.10' et 4,2.10' kystesr' après

concentration par centrifugation alors qu'elles s'échelonnent entre 1,7.10' et 4,3.10' kystes.L-1 après floculation

au carbonate de calcium. Concernant les concentrations en kystes pr positifs, elles varient entre 2,7.10' et

3,3.10' kystes.V' pour la centrifugation et entre 1,5.10' et 3,8.10' kystes.L-' pour la floculation.

Ainsi, les valeurs des concentrations totales mais aussi des concentrations en kystes dont les noyaux

sont visibles par marquage au pr sont plus élevées après concentration par centrifugation pour les deux premiers

prélèvements.
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La centrifugation, réalisée dans nos expérimentations en deux étapes de 15 minutes, est une technique

plus rapide que la floculation au carbonate de calcium qui demande une durée minimale de quatre heures pour

l'étape de sédimentation du floculat. De plus, la centrifugation permet de récupérer les kystes à des

concentrations au moins équivalentes à la floculation sans utilisation de réactifs chimiques qui pourraient par la

suite inhiber l'amplification par PCR.

Ainsi, la centrifugation est retenue comme technique de concentration des kystes de Giardia à partir

d'eaux usées pour leur détection par immunofluorescence et PCR lors de nos expérimentations.

1.2- Comparaison de deux techniques de purification des kystes de Giardia: flottation sur solution

de Percol{fKsaccharose et gradient de saccharose.

Bien que de nombreuses études fassent appel à l'IM5 pour la purification des kystes de Giardia à partir

d'échantillons environnementaux, les techniques basées sur la densité des éléments à purifier sont encore

couramment utilisées. Parmi ces techniques, la flottation sur salution de Percoll~-saccharoseest considérée

comme la méthode de référence pour la purification des kystes de Giardia à partir de ces échantillons

environnementaux. Une technique de purification sur gradient de densité de solutions de saccharose est

également choisie pour être comparée à la flottation.

L'étape de concentration est réalisée par centrifugation et une séparation au FEA précède la purification

par flottation Sur solution de Percoll~-saccharoseou sur gradient de densité de saccharose. La figure 2

présente les concentrations totales en kystes et les concentrations en kystes PI pasitifs par litre d'eau usée

pour trois prélèvements de la statian d'épuration de Nancy suivant la méthode de purification appliquée.
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Figure 2 :. Concentrations (kystes.l-1
) observées en IfA après centrifugation et purification des kystes de Giardia par

flottation sur solution de PercoU---saccharose ou gradient de densité de saccharose pour trois prélèvements (P4, P5, P6)
d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes positifs au PI après congélation
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Les concentrations totales en kystes de Giardia sont comprises entre 2,5.10' et 7,9.10' kystes.L'! pour la

technique par flottation et varient de 3,1.102 à 4,6.10' kystes.L" pour le gradient de densité. Les concentrations

en kystes PI positifs s'échelonnent entre 3,3.102 et 3,5.10' kystes.L" suite à la flottation et varient de 2,7.102 à

1,7.10' kystes.L" après le gradient de saccharose.

Pour le premier prélèvement (P4), les concentrations les plus élevées en kystes totaux et PI positifs sont

obtenues lors d'une purification par flottation. Lors de l'analyse du deuxième prélèvement (P5), les résultats sont

différents puisque le gradient de densité permet d'obtenir la concentratian totale en kystes la plus élevée alors

que la flottation aboutit à une concentration en kystes PI positifs supérieure à celle obtenue avec le gradient.

Pour le troisième prélèvement (P6), la flottation permet d'obtenir une concentration totale en kystes nettement

plus élevée (7,9.10' kystes.L") que la purification sur gradient (4,7.102 kystes.L"). Par contre, la concentration en

kystes PI positifs est légèrement plus élevée suite au gradient de densité.

Globalement, la flottation permet d'obtenir des concentrations totales et des concentrations en kystes

PI positifs plus élevées que le gradient. La technique par gradient de densité permet une plus forte diminution de

la turbidité de l'échantillon, mais semble difficile à appliquer sur les prélèvements de l'abattoir qui sont très

turbides et qui nécessiteraient alors une répartition d'un même échantillon sur plusieurs gradients. Ainsi, le

9radient de saccharose n'est pas retenu comme étape de purification pour la détectian des kystes par

immunofluorescence mais il Sera tout de même comparé avec d'autres techniques de purification pour une

détection des kystes par PCR en temps réel.

En résumé,

Au vu des résultats de ces premières expérimentations, la numération de la totalité des kystes

et des kystes PI positifs dans les eaux usées prétraitées sera réalisée en immunofluorescence après une

étape de concentration par centrifugation (2000 g, 15 min) et une purification par séparation au FEA

(Formaldéhyde - Acétate d'éthyle) suivie d'une flottation sur solution de Percoll'M,saccharose de densité

1,10. La centrifugation sera également utilisée pour concentrer les kystes de Giardia détecter par peRo

2- Comparaison de protocoles d'extraction de l'ADNpour l'analyse d'eaux usées.

Le protocole initial d'extraction de l'ADN optimisé sur des kystes en suspensions purifiées par

J'incorporation de RNA Carrier® (extraction REF) est comparé avec six variantes de ce protocole (pratocoles A à

F) qui sont décrites dans le chapitre matériel et méthodes. Ces expérimentations sant réalisées sur des

prélèvements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy.

Les protocoles d'extraction sont tout d'abord comparés sur des échantillons non purifiés et les plus

performants sont ensuite appliqués sur des échantillons purifiés par flottation sur solution de Percoll""

saccharose (d : 1,10).

Afin de pouvoir comparer les différents protacoles d'extraction en s'affranchissant de la diversité des

prélèvements sur lesquels ils sont testés, les résultats sont exprimés par la valeur du ratio PCR 1 IFA qui
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correspond au nombre de kystes détectés par PCR en temps réel divisé par le nombre de kystes dont les noyaux

sont mis en évidence par marquage au PI lors de l'observation par immunofJuorescence.

2.1- Comparaison des protocoles d'extraction en l'absence d'étape de purification des kystes.

Lors de cette première comparaison des variantes A à F avec leur protocole de référence REF sur des

échantillons d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy, nous effectuons uniquement une étape de

concentration par centrifugation en amont de J'extraction de l'ADN. Aucune technique de purification des kystes

n'est appliquée sur ces échantillons entre les étapes de concentration par centrifugation et d'extraction de

l'ADN.

La figure 3 présente les résultats obtenus pour chacune de ces variantes en comparaison avec

l'extraction ·REF. Les résultats correspondent à la moyenne des voleurs du ratio des concentrations obtenues par

PCR en temps et par immunofluorescence puisque la détection par PCR est effectuée en triplicat. Dans une

première évaluation, les six variantes (A à F) sont comparées au protocole REF en utilisant différents

prélèvements d'eaux usées. Les deux variantes les plus performantes sont ensuite comparées dans une seconde

évaluation en utilisant un nouveau prélèvement d'eau usée.
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Figure 3 : Comparaison des différents protocoles d'extraction de l'ADN sur des échantillons d'eaux usées de la station
de Nancy concentrés par centrifugation et non purifiés

Extraction REF : Protocole initial ; A ; Augmentation du volume de tampon de lyse ; B : Augmentation des temps de lyse
-et d'adsorption des inhibiteurs ; C : Double étape de digestion des protéines et de purification sur colonne ; D :
Précipitation des acides nucléiques à l'éthanol ; E : Combinaison de B et C ; F : Combinaison de A et C

Les valeurs de ratio obtenues aveC l'extraction REF lors de cette étape sont 0 et 0,06. Les protocoles A

et B qui sont caractérisés respectivement par une augmentation du volume de tampon de lyse des kystes et par
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une augmentation du temps de lyse des kystes et d'adsorption des inhibiteurs, permettent d'obtenir des valeurs

de ratio PCR/IFA qui sont respectivement de 0,05 et 0,01. Le protocole D qui comporte une étape de

précipitation des acides nucléiques à l'éthanol aboutit à une valeur de ratio de 0,03.

Les valeurs de ratio les plus élevées sont observées pour les protocoles C, E et F qui comportent tous une

double étape de digestion des protéines et de purification des acides nucléiques sur colonne. Les protocoles

d'extraction C et E semblent être les plus performants, ainsi ils sont évalués sur un nouveau prélèvement d'eau

usée. Lors de ces deux évaluations, le protocole C permet d'atteindre des valeurs de ratio de 0,25 et 0,11. Le

protocole E aboutit à des valeurs légèrement supérieures de 0,25 et 0,17. Les deux protocoles d'extraction C et

E sont conservés pour la suite des expérimentations.

2.2- Comparaison des protocoles d'extraction après une étape de purification des kystes.

Lors de la suite des expérimentations concernant les protocoles d'extraction de l'ADN, les variantes C et

E sont à nouveau évaluées sur des prélèvements d'eaux usées concentrés par centrifugation et purifiés par une

flottation sur solution de Percoll""-saccharose de densité 1,10. Les protocoles C et E sont testés sur deux

échantillons distincts en l'absence et en présence d'une purification des kystes par flottation.

Les valeurs moyennes (n =3) des ratios PCR/IFA obtenues pour ceS deux protocoles d'extraction sont

E

présentées sur la figure 4.
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figure 4 : Comparaison des protocoles d'extraction C et E sur deux échantillons d'eaux usées de la station de Nancy
concentrés par centrifugation et purifiés par flottation sur solution de Percolf""-saccharose (cl : 1,10)

C : Double étape de digestion des protéines et de purification sur colonne
E : Augmentation des temps de lyse et d'adsorption des inhibiteurs et double étape de digestion des protéines et de
purification sur colonne

L'utilisation d'une étape de purification par flottation sur solution de Percoll""-saccharose permet

d'augmenter la valeur du ratio PCR / IFA quel que soit le protocole d'extraction appliqué. Toutefois, c'est la

combinaison avec le protocole d'extraction E {augmentation des temps de lyse et d'adsorption des inhibiteurs et
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double étape de digestion des protéines et de purification Sur colonne) qui permet d'atteindre la valeur de ratio

la plus élevée (0,53).

En résumé,

Le protocole d'extraction-purification de l'ADN optimisé au niveau de l'ensemble des étapes de

libération des acides nucléiques, d'adsorption des inhibiteurs et surtout de digestion des protéines et de

purification sur colonne de silice permet d'obtenir les valeurs de ratio PCR/IFA les plus élevées. Parmi

les modifications testées, celle portant sur la digestion des protéines et la purification sur colonne

semble être la plus performante puisque ce sont les protocoles incluant cette optimisation qui

permettent d'obtenir les concentrations les plus élevées.

Ainsi, ce protocole d'extraction (protocole E) est utilisé pour la suite des expérimentations

concernant le développement d'un protocole de détection des kystes de Giardia dans les eaux usées par

PCR en temps réel.

3- Comparaison de procédés pour la détection des kystes dans les eaux usées par PCR en temps réel.

Lors de cette étape, différentes techniques de purification basées sur les caractéristiques physiques

des kystes, ainsi que des méthodes destinées notamment à limiter l'impact des inhibiteurs sur la détection par

PCR et des méthodes diphasiques sont évaluées sur des échantillons d'eaux usées naturellement contaminées par

des kystes de Giardia.

3.1- Les techniques de purification basées sur les caractéristiques physiques des kystes.

Lors de cette étape, des techniques de purification des kystes de Giardia basées soit sur la taille, soit

sur la densité des éléments à purifier sont utilisées. Ces expérimentations sont réalisées sur des prélèvements

d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy et les résultats correspondent aux valeurs de ratio PCR / IFA

(nombre de kystes détectés par PCR quantitative divisé par le nombre de kystes positifs au PI en microscopie).

La filtration sous pression négative sur deux toiles à bluter en polyester de porosité décroissante de 102

et 59 jJITl est testée sur un prélèvement d'eau usée. Cette technique présente l'avantage d'éliminer des débris

sans utilisation de réactifs pouvant interférer avec l'étape d'amplification.

Concernant les méthodes basées sur la densité des éléments à purifier, une technique par flottation et

trois types de gradient de densité sont testés. La flottation sur solution de Percoll~-saccharose (d : 1,10) est

actuellement la méthode de référence parmi les méthodes de purification des kystes basées sur la densité. Le

Percoll~ est composé de particules de silice recouvertes de polyvinylpyrrolidone.

Les trois gradients de densité testés sont constitués de solutions de saccharose, Nycodenz ou bromure

de potassium. Le Nycodenz et le bromure de potassium sont évalués en raison des résultats obtenus par Chesnot

et Schwartzbrod (2004) qui constatent que ces gradients permettent d'obtenir un compromis satisfaisant entre

le niveau de purification et le pourcentage de récupération à partir de matrices environnementales dopées en

oocystes de Cryptosporidium. Le gradient de saccharose utilisé précédemment lors de l'étape de sélection d'un
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protocole destiné à la détection par immunofluorescence est également évalué pour la détection par PCR. Les

résultats obtenus avec ceS différentes techniques de purification sont présentés sur la figure 5.

La valeur de ratio PCR / IFA observée avec la filtration (102 pm et 59 pm) est nettement inférieure à

celle obtenue avec une flottation sur solution de Percoll~-saccharose.Concernant les techniques de purification

basées sur la densité, la valeur de ratio la plus élevée obtenue suite au gradient de saccharose est de 0,12 (n = 3).

Aucune amplification n'est obtenue par PCR avec les gradients de Nycodenz~ et de bromure de potassium,

toutefois ces techniques ne sont testées que sur un prélèvement d'eau usée.

La flottation sur solution de Percoll~-saccharose(d: 1,10) permet d'obtenir des valeurs de ratio

PCR / IFA comprises entre 0,14 et 0,76 pour quatre prélèvements d'eaux usées de la station d'épuration de

Nancy.
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Figure 5 ; Comparaison de différentes techniques de purification des kystes de Giardia sur des échantillons d'eaux usées
de la station d'épuration de Nancy concentrés par centrifugation

Ainsi, la flottation Sur solution de Percoll~-saccharoseest utilisée comme référence pour l'évaluation de

procédés visant à masquer les inhibiteurs ou optimiser la lyse des kystes en présence de débris. Elle sera

également combinée à une technique de séparation diphasique à J'acétate d'éthyle.

3.2- Procédés visant à limiter l'impact de la matière en suspension et des inhibiteurs lors de la

détection par peRo

Différents procédés visant soit à masquer J'effet des molécules inhibitrices présentes dans les

prélèvements environnementaux, soit à faciliter la lyse de la paroi des kystes peuvent être envisagés lors de

J'analyse des eaux usées par PCR.
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L'impact de cinq réactifs destinés à masquer l'effet des inhibiteurs présents dans les prélèvements d'eau

usée est évalué lors de cette étape. Ces réactifs interviennent soit en amont de l'étape d'amplification pour le

Chelex-IOO et la PVP-360, soit lors de la PCR concernant la B5A, le glycérol et le DM50. Le choix de ces réactifs

et de leur concentrotion est réalisé à partir des données bibliographiques (tableau 1).

Tableau 1 : Réactifs destinés à masquer "effet des inhibiteurs de PCR

Réactifs intervenant en amont de ramplification

Réactif
Concentrations utilisées

dans la littérature
Références

Concentrations testées
(d'après les données de la littérature)

Chelex-IOO 13,5 % Lowery et al. (2000)
20 ')'0 Guy et al. (2003)

PVP-360 7,5 % Lowson et al. (1997)
2 ')'0 Monpoeho et al. (2000)
2 ')'0 Guy et al. (2003)

20et25%

1et 2 'Yo

Réactifs intervenant lors de l'amplification
BSA 0,2 à 0,4 1l9.JA-"

0,01 1l9.JA-"
2 à 6 1l9.JA-"
0,02 1J9.JA-"

Glycérol 5 70
5àlO70

DMSO 5 %
2,5 à 7,5 %

Kreader (1996)
Rochelle et al. (1997)
Abu AI-Saud et Radstrom (2000)
Guy et al. (2003)

Rochelle et al. (1997)
Abu AI-Soud et Radstrom (2000)
Rochelle et al. (1997)
Abu AI-Saud et Radstrom (2000)

0,1 et 0,2 1l9.JA-"

5 '70

5%

L'intérêt de l'utilisation de la B5A, du glycérol et du DM50 lors de l'amplification est tout d'abord évalué

sur un même échantillon d'eau usée de Nancy. Ces trois molécules sont testées aux concentrations indiquées dans

le tableau 1. Aucune de ces molécules ne permet de diminuer la valeur de Ct et donc d'augmenter la quantité

d'ADN détecté dans cet échantillon. Il faut toutefois noter que le milieu réactionnel pour la PCR en temps réel

est composé à 50 'Yo d'un mix dont la composition est protégée par un brevet mais pouvant notamment contenir du

glycérol.

Les cycles de congélation - décongélation et les ultrasons sont également testés avec pour objectif

d'optimiser la lyse des kystes et ainsi la récupération des acides nucléiques en présence d'une quantité importante

de matière organique. Le tableau 2 reporte des données bibliographiques concernant la mise en œuvre de ces

techniques.

Tableau 2 : Techniques évaluées pour l'optimisation de la lyse des kystes en présence de matière organique

Techniques Références Protocole choisi
Cycles de congélation-décongélation

5 cycles: 30 s. azote liquide (- 196°C) /1 min 65°C
6 cycles: 2 min azote liquide / 5 min 95°C
3 cycles: 2 min azote liquide / 2 min 95°C

Ultrasons
30 min, 185 W

Kaucner et 5tinear (1998)
Lowery et al. (2000)
Guy et al. (2003)

Guy et al. (2003)

5 cycles: 4 min - 85°C / 4 min 90°C

20 min, 125 W

Une série d'analyses est réalisée en parallèle sur un prélèvement d'eau usée de chaque site. Ces

échantillons sont concentrés par centrifugation et purifiés par flottation Sur solution de Percoll~-saccharose.

Nous évaluons alors l'impact d'un traitement au Chelex-IOO appliqué soit lors de l'extraction de l'ADN et plus
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précisément après J'étape de lyse des kystes, soit sur J'ADN obtenu suite au protocole d'extraction. Ces deux

traitements au Chelex-lOO et le protocole d'extraction E sont combinés ou non au traitement par cinq cycles de

congélation - décongélation. Ainsi, six analyses sont réalisées pour chaque prélèvement d'eau. Les résultats

obtenus pour chaque site de prélèvement sont présentés sur les différents graphiques de la figure 6.

Station d'épuration de Nancy Station d'épuration de Metz

lA

1.2

-< 1.0
~

~ 0.6
~

t 0,6

'" 0.4

0.2

0,0

CheJex pendant

extraction E Chelex après
extraction E

Avec CID

1.4

1.2

-< 1.0
~

H, 0.6
'"~~
0 0.6

"'§

'" 0.4

0.2

0.0

Chelex pendant
extraction E Chelex après

extraction E

Avec CID

(A) Station d'épuration de Nancy (B) Station d'épuration de Metz

lA

1,2

-< 1.0
~

~ 0.6
~
~

~
0.6

'" 0.4

0,2

0.0

Chetex pendant
extroction E

Abattoir de Metz

Chelex après
extraction E

Avec CiD

SaM CID

CID : 5 cycles de congélationwdécongélation, 4 min à

- 85°C /4 min à 95°C

Chelex-lOO pendant extraction: traitement au

Chelex-l00 (concentration finale de 25 %) après

l'étape de lyse des kystes.

Chelex-l00 après extraction: traitement au Chelex

100 (concentration finale de 25 %) sur l'ADN extrait

avec le protocole E_

(Cl Abattoir de Metz

Figure 6 : Valeurs moyennes (n=3) observées pour le ratio PCR/IFA suite au traitement par le Chelex-l00 et/ou des
cycles de congélation-décongélation pour des eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy (A), Metz (B) et
de l'abattoir de Metz (C)

Pour le prélèvement réalisé à la station d'épuration de Nancy (A) et à J'abattoir de Metz (Cl, les

protocoles utilisant le Chelex-IOO et/ou les cycles de congélation-décongélation ne permettent pas d'obtenir des

valeurs de ratio PCR/IFA supérieures au protocole de référence (extraction E). Concernant l'échantillon

provenant de la station d'épuration de Metz, le traitement au Chelex-lOO réalisé suite à l'utilisation de la résine

InhibitEx® permet d'obtenir la valeur de ratio PCR/IFA la plus élevée.
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Globalement, les résultats montrent que les cycles de congélation-décongélation ne permettent pas

d'augmenter la quantité d'ADN détectée par PCR. Le manque d'homogénéité des résultats entre les différents

sites ne permet pas de déterminer si l'utilisation du Chelex-lOO peut avoir une incidence favorable sur la

détection par PCR puisque ce traitement n'est efficace que pour un des prélèvements lors de cette première

série d'expérimentations.

Guy et al. (2003) constatent que l'utilisation combinée des ultrasons, de Chelex-lOO et PVP-360 permet

de diminuer la valeur de Ct et donc d'augmenter la quantité d'ADN détecté en présence d'inhibiteurs lors de

l'analyse d'eau usée. Le traitement par les ultrasons permettrait de casser les amas formés par la matière en

suspension et d'augmenter la quantité d'ADN récupéré lors de son extraction. Lars d'une deuxième série de

prélèvements, les traitements physiques par ultrasons et cycles de congélation-décongélation sant combinés au

traitement par Chelex-lOO et PVP-360. Ces deux molécules sant alors utilisées respectivement à des

concentrations finales de 20 et 2 70 pendant le protocole d'extraction suite à l'étape de lyse des kystes. Les

résultats obtenus avec ces différents traitements sant présentés sur les différentes représentations

graphiques de la figure 7.

Station d'épurotion de Metz
Stotion cl' épuration de Nancy

1,2

1,0

«
~ 0,8

"~ 0.6
0

t 0.4
0:

0.2

0.0

CiD et
ultrasons

(A) Station d'épuration de Nancy

Abattoir de Metz

0,8

Sans Chate.>< - PVP

0,8

<C 0,6

~~ 0,4
o

~ 0,2

Sans Cha!ex - PVP

CiD et
ultrasons

(B) Station d'épuration de Metz

CID : 5 cycles de congélation-décongélation.

4 min à - 85°C 14 min à 95°C

;;:. 0,6

"~ 0,4.•
& 0,2

0.0

Extraction E
Ultraso/1$

CiD et ultra
sons

Sll1l$ Chelex - PVP

Avec Chale.>< et PVP

Ultrasons ; 20 min, 125 W

Chelex-IOO et PVP-360 : traitement avec Chelex-IOO

et PVP-360 (concentrations finales de 20 "0 et 2 %)

suite à l'étape de lyse des kystes.

(C) Abattoir de Metz

Figure 7 : Valeurs moyennes (n::3) observées pour le ratio PCR/IFA suite à l'utilisation des cycles de congélation
décongélation. des ultrasons et traitement par Chelex-l00 et PVP-360 pour des eaux usées provenant des stations
d'épuration de Nancy (A), Metz (B) et de l'abattoir de Metz (C)
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Les résultats observés avec ceS différents protocoles sont concordants pour les prélèvements d'eaux

usées de la station d'épuration de Nancy (A) et de l'abattoir de Metz (C). Les valeurs de ratio PCR/IFA les plus

élevées sont alors obtenues lors du traitement par ultrasons associés ou non aux cycles de congélation

décongélation mais en l'absence d'utilisation de Chelex-100 et de PVP-360. Par contre, pour le prélèvement de la

station d'épuration de Metz (C), les valeurs les plus élevées sont obtenues lorsque le traitement par Chelex-100

et PVP-360 est associé aux traitements physiques par ultrasons et cycles de congélation-décongélation. Suite à

ces résultats, il semble difficile de sélectionner un protocole permettant d'optimiser la détection des kystes de

Giardia par PCR en temps réel à partir de ceS prélèvements d'eaux usées. Toutefois, il faut souligner que le

traitement par ultrasons semble améliorer la valeur des concentrations obtenues par PCR en temps réel.

3.3- Intérêt d'une séparation diphasique à l'acétate d'éthyle.

Lors de la purification par flottation sur solution de Percoll~-saccharose, nous observons la formation

d'une couche importante de débris à l'interface entre l'échantillon à purifier et la solution de densité 1,10 pour les

trois types d'eaux usées. Par contre, lorsqu'une étape de séparation FEA précède la flottation pour l'analyse par

immunofluorescence, cette accumulation de débris à l'interface est très faible et le volume du culot dans la

solution de Percoll~-saccharose est beaucoup plus important. Ainsi, la séparation FEA favorise ensuite

l'élimination des débris lors de l'étape de flottatian.

Suite à ceS observations, une séparation diphasique à J'acétate d'éthyle, destinée à éliminer les composés

hydraphobes présents dans les échantillons, basée sur le protocole de la technique FEA, est testée en amont de

la flottation sur solution de Percoll~-saccharose.Le formaldéhyde (10 %) n'est pas utilisé lors de cette

séparation destinée aux échantillons analysés par PCR car cette molécule est connue pour inhiber ces réactions

d'amplification.

Deux prélèvements de chaque site sont purifiés soit par flottation seule soit par une flottation précédée

par une séparation diphasique à J'acétate d'éthyle, puis analysés par PCR en temps réel. Le protocole défini

auparavant est appliqué pour la numération des kystes par immunofluorescence (séparation FEA et flottation sur

solution de Percoll~-saccharose). Les résultats obtenus avec l'ensemble de ces méthodes est reporté sous forme

de valeurs moyennes (n=3) de ratio PCR/IFA (tableau 3).

Les valeurs de ratio PCR/IFA sont calculées avec les concentrations en kystes PI positifs, mais aussi en

kystes totaux suite aux résultats obtenus pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz et surtout de

l'abattoir. Concernant le prélèvement Pl de l'abattoir, la valeur élevée du ratio PCR/IFA obtenue avec la

concentration en kystes PI positifs peut être expliquée par le très faible pourcentage de kystes PI positifs qui

n'est que de 5 %, alors que les pourcentages de kystes PI positifs sont généralement compris entre 60 et 90 70

pour ces trois types d'eaux usées.

Il est important de souligner que les valeurs de ratio PCR/IFA sont nettement plus élevées lorsque la

purification à J'acétate d'éthyle est appliquée en amont de la flottation pour la totalité des prélèvements

analysés. Ainsi, cette méthode de séparation à l'acétate d'éthyle permet d'augmenter de façon notable la

concentration en kystes de Giardia détectés par PCR en temps réel pour ces trois types d'eaux usées.
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Tableau 3 : Impact de la séparation à l'acétate d'éthyle sur la détection par peR en temps réel des kystes de Giardia
purifiés par flottation sur solution de Percolr--saccharose
Les valeurs moyennes (n=3) des ratios PCRIIFA sont calculées avec les concentrations en kystes PI positifs et en kystes
totaux par immunofluorescence.

Ratia PCR/IFA (kystes PI positifs) Ratio PCR/IFA (kystes totaux)

séparation à l'acétate d'éthyle Non Oui Non Oui

STEP Nancy - Pl 0,11 0,62 0,08 0,42

STEP Nancy - PZ 0,42 0,61 0,35 0,51

STEP Metz - Pl 0,36 2,54 0,24 1,5

STEP Metz - PZ 0,73 1,42 0,54 1,05

Abattoir Metz - Pl oa 20,5 oa 0,51

Abattoir Metz - PZ oa 1,97 oa 1,06

a : pas de Signal observé par PCR en temps réel

En résumé,

la flottation sur solution de Percoll'M-saccharose de densité 1, la est la technique de purification

basée sur la densité permettant d'obtenir les concentrations en kystes les plus élevées lors de la

détection par PCR en temps réel. Afin d'optimiser ce protocole, différents procédés sont évalués en

combinaison avec cette étape de purification. les ultrasons permettent d'augmenter les valeurs

obtenues par PCR pour les trois types d'eaux usées, par contre l'utilisation de molécules destinées à

limiter l'effet des inhibiteurs notamment le Chelex-l00 et la PVP-360 apportent une amélioration

uniquement pour l'eau usée de la station d'épuration de Metz. lors de l'évaluation d'une séparation

diphasique à l'acétate d'éthyle précédant l'étape de flottation, nous observons une nette augmentation

des concentrations en kystes de Giardia détectés par PCR pour l'ensemble des eaux usées analysées.

4- Evaluation de la séparation immunomagnétique (IMS) pour la détection des kystes de Giardia par

immunofluorescence et PCR en temps réel.

Au courS de notre étude, noUs avons eu l'opportunité d'évaluer la technique de séparation

imunomagnétique avec le kit Dynabeads® Ge-Cambo de Dynal qui est cité notamment par les normes américaine

(Méthade 1623, U5-EPA, 2001) et française (NF T90-455, AFNOR, 2001). Cette méthode est alors comparée

aux protocoles développés précédemment pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence ou par

PCR en temps réel.

Ce kit est testé sur des prélèvements d'eaux usées prétraitées des stations de Nancy et de Metz. La

turbidité très élevée de l'eau usée de l'abattoir de Metz ne permet pas d'envisager son analyse en faisant appel à

cette technique. En effet, la centrifugation de 100 ml d'eau de ce site entra1ne la formation d'un culot dont le

volume est nettement supérieur à la limite de 500 III pour 10 mL d'échantillon et l'utilisation d'un volume inférieur

à 100 mL ne peut être envisagée pour des raisons de limite de sensibilité.
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4.1- Evaluation de l 'lMS pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence.

La procédure associant la concentration par centrifugation et la séparation immunomagnétique est tout

d'abord comparée au protocole développé précédemment (centrifugation, séparation FEA, flottation sur solution

de Percoll~-saccharose) pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence.

4.1.1- Essais d'optimisation du protocole de séparation immunomagnétique.

Deux optimisations sont testées à partir du protocole initial, elles concernent l'augmentation du nombre

d'étapes de lavage des complexes billes-kystes et la modification de l'étape finale de dissociation de ceS

complexes.

Le protocole développé par le fournisseur ne comprend qu'une seule étape de lavage des complexes billes

kystes. Toutefois, ce protocole n'est pas destiné initialement à l'analyse d'échantillons caractérisés par une

turbidité élevée. Ainsi, Fontaine et Guillot (2003) et Rimhanen-Finne et al. (2002) adaptent ce protocole en

réalisant deux à trois étapes de lavage supplémentaires avec du tampon PBS ou du tampon PBS - Tween 20

(0,05 "10) lors de l'analyse d'eau potable et d'eau de surface.

Une première expérimentation est réalisée sur un prélèvement d'eau usée de la station d'épuration de

Nancy. Deux étapes supplémentaires de lavage des complexes billes-kystes par 5 mL de tampon PBS-Tween 20

(0,05 %) sont intégrées dans le protocole de séparation immunomagnétique. Le protacole initial et le protocole

modifié sont comparés sur le prélèvement d'eau usée et seule la méthode incluant les deux lavages des complexes

billes-kystes permet de détecter des kystes de Giardia. En l'absence de ces deux étapes de lavage, on constate

qu'une quantité importante de débris est encore présente lors de l'étape de dissociation des complexes billes

kystes.

Lors de la réalisation du protocole de séparation immunomagnétique, l'étape de dissociation des

complexes billes-kystes est réalisée par utilisation d'acide chlorhydrique à la cancentration 0,1 M. Le pH est

ensuite ramené à neutralité par ajout d'hydroxyde de sodium. Ware et al. (2003) suggèrent que des fluctuations

du pH pourraient expliquer les variations de rendement observées par d'autres auteurs suite à un défaut de

marquage des kystes par immunofluorescence. Lors de leur étude, ils comparent alors la dissociation par action

de la chaleur (80°C, 10 minutes) à la dissociation classique par ajout d'acide chlorhydrique sur des échantillons

d'eau distillée et d'eau de rivière dopées en oocystes de Cryptosporidium. La dissociation par action de la chaleur

permet alors d'augmenter le pourcentage de kystes récupérés de 41 à 71 "10 pour l'eau distillée et de 10 à 51 "10

pour l'eau de rivière.

Les deux techniques de dissociation des complexes billes - kystes par acidification et par action de la

chaleur sont comparées sur deux prélèvements d'eau usée de la station d'épuration de Nancy. Les résultats

obtenus par immunofluorescence avec ces deux méthodes de dissociation sont présentés sur la figure 8.
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Figure 8 : Concentrations observées en immunofluorescence (kystes PI positifs et kystes totaux.L- t
) après purification

par séparation immunomognétique et dissociation des complexes billes-kystes par acidification ou par action de la chaleur
pour deux prélèvements (Pl et PZ) d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes positifs au PI après
inactivation par congélation

L'utilisation d'acide chlorhydrique pour la dissociation des complexes billes-kystes de Giardia permet

d'obtenir des concentrations en kystes PI positifs plus élevées (2,1.103 et 5,5.103 kystes.L") que l'action de la

chaleur (5,8.102 et 1,1.103 kystes.L"). Cette observation est également valable pour les concentrations totales en

kystes de Giardia puisque l'acidification aboutit à des concentrations comprises entre 1,1.104 et 2,6.104 kystes.L"

alors que suite au traitement thermique les concentrations s'échelonnent de 3,3.103 à 1,5.103 kystes.L'"

Au final, la technique de dissociation des complexes proposée par Ware et al. (2003) aboutit à des

valeurs de concentrations nettement inférieures à celles observées avec le protocole classique de dissociation

par acidification qui est conservé pour la suite de ces expérimentations.

4.1.2- Comparaison par immunofluorescence de l'IMS et du protocole développé au laboratoire.

Suite à cette étape d'optimisation de la procédure IMS, la combinaison centrifugation, séparation au

FEA et flottation sur solution de Percoll~-saccharoseest comparée à la technique associant la centrifugation et

j'IMS lors de la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence sur des prélèvements d'eau usée des

stations d'épuration de Nancy (n = 5) et de Metz (n = 4). Les concentrations totales en kystes de Giardia

observées avec ces deux protocoles, sont représentées sur la figure 9.

Pour les concentrations totales en kystes de Giardia, les valeurs sont comprises entre 2,0.103 et 2,6.10'

kystes.L" d'eau usée avec la technique IMS et s'échelonnent entre 8,3.102 et 1,4.104 kystes.L" d'eau usée pour la

procédure combinant séparation FEA et flottation sur solution de Percoll~-saccharose. Pour les neuf

prélèvements d'eau usée, les concentrations les plus élevées sont obtenues avec l'IMS. D'après le test de

Snedecor (test d'égalité des variances) il est possible de comparer les concentrations totales en kystes de

Giardia observées suite à la purification par IMS à celles obtenues avec le protocole associant la séparation FEA
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à la flottation (p >0,05). Le test de Student (test-t) montre alors que les concentrations totales en kystes

obtenues avec J'IMS sont significativement supérieures (p < 0,05) à celles observées avec le protocole associant

la séparation FEA et la flottation pour une gamme de turbidité comprise entre 56 et 554 NTU.
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Figure 9 : Concentrations observées en immunofluorescence (kystes totaux.L- 1
) après purification des concentrats par

IM5 ou par séparation FEA et flottation sur solution de Percoll"IM-saccharose en fonction de la turbidité des échantillons
d'eau des stations d'épuration de Nancy et de Metz

Les concentrations en kystes de Giardia PI positifs obtenues avec les deux procédures (IMS ou

séparation FEA et flottation sur solution de Percoll"'-saccharose) sont présentées sur la figure 10.

Pour les mêmes prélèvements que ceux analysés précédemment, les valeurs de concentration en kystes

positifs par marquage au PI sont comprises entre 3,2.102 et 5,5.10' kystes.L'! d'eau usée avec la technique IMS et

s'échelonnent entre 7,3.102 et 4,7.10' kystes.L'! d'eau usée pour la procédure combinant séparation FEA et

flottation sur solution de Percoll~-saccharose.Les concentrations les plus élevées sont obtenues avec la

combinaison FEA-flottation pour six prélèvements d'eau usée. D'après le test de Snedecor (test d'égalité des

variances), les concentrations en kystes PI positifs obtenues avec ces deux procédures peuvent être comparées

(p >0,05). Le test de Student (test-t) montre que les concentrations obtenues avec le protocole combinant la

séparation FEA et la flottation ne sont pas significativement différentes de celles observées avec l'IMS pour une

gamme de turbidité comprise entre 56 et 554 NTU (p> 0,05).
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FEÀ-Flottation
IMS

Figure 10 : Concentrations observées en immunofluorescence (kystes PI positifs.V!) après centrifugation et purification
par IMS ou séparation FEA - flottation sur solution de Percoll"1llll.-saccharose en fonction de la turbidité des échantillons
d'eau des stations d'épuration de Nancy et de Metz

Lors de la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence dans des prélèvements d'eaux usées,

la séparation immunomagnétique permet d'obtenir des concentrations totales en kystes qui sont supérieures à

celles observées suite à un protocole de purification conventionnel associant une séparation diphasique et une

purification par flottation. Pour les concentrations en kystes dont les noyaux sont détectés par marquage au PI,

les concentrations obtenues avec J'IMS sont plus faibles que celles observées avec la séparation diphasique

associée à la flottation, toutefois cette différence ne peut être considérée comme significative,

Ainsi, J'IMS apparaît comme une technique intéressante pour l'analyse d'échantillons environnementaux

présentant une turbidité élevée. Toutefois, nous avons uniquement analysé des échantillons pour lesquels le

volume de matière en suspension est inférieur ou égal à la limite de 5 % pour un échantillon de 10 mL après

centrifugation, ce qui correspond à la limite recommandée pour J'application de cette technique.

4.2- Evaluation de l 'JMS pour la détection des kystes de Giardia par peR en temps rée!.

La séparation immunomagnétique est ensuite comparée à la flottation sur solution de Percoll~

saccharose pour J'analyse par PCR en temps réel de prélèvements d'eaux usées provenant des stations d'épuration

de Nancy (n = 4) et de Metz (n = 4). Les résultats obtenus avec ces deux méthodes de purification sont

présentés Sur la figure 11.

- 163 -



Turbidité (NTU)
Site

3,5E+03
~
,~

'"=>
=> 3,OE+03"'""
~ 2,5E+03-

~
.!1 2,OE+03'!>
~

"'"~ 1,5E+03+-
'"§
" I,OE+030
+:
"L+-
" 5,OE+02~
u

"0
" O,OE+OO

67
Nancy

161

Nancy
180

Nancy
190

Metz
202
Metz

225
Metz

Résultats: Chapitre 2

554
Metz

Figure 11 : Concentrations (kystes de Giardia famblia.L-1
) obtenues par PCR quantitative après purification par flottation

sur solution de Percolr--saccharose ou IM5 en fonction de la turbidité des échantillons d'eau des stations d'épuration de
Nancy et de Metz. La valeur 0 correspond à l'absence de courbe d'amplification par peRo

Les concentrations obtenues par PCR en temps réel sont comprises entre 2,9.10' et 3,2.10' kystes.V'

après purification par flottation sur solution de Percoll"'-saccharose. En revanche, pour les trois échantillons

positifs suite à l'IMS, ces concentrations s'échelonnent entre 4,3.10' et 1,5.10' kystes.L'I Comme dans le cas

d'une détection par immunofluorescence, la turbidité de l'échantillon ne semble pas influencer la récupération des

kystes par séparation immunomagnétique.

D'après le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé Sur ces huit prélèvements, les

concentrations observées par PCR en temps réel après flottation sur solution de Percoll"'-saccharose peuvent

être comparées à celles obtenues après purification par (p > 0,05). Le test de Student (test-t) conclut que les

concentrations obtenues suite à la purification par IMS sont significativement inférieures à celles obtenues avec

le protocole faisant appel à la purification par flottation pour une gamme de turbidité comprise entre 67 et 554

NTU (p <0,05).

En résumé,

Lors de la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence dans des eaux usées, l'IM5

se révèle être une technique de purification satisfaisante puisque les concentrations en kystes totaux

sont significativement supérieures à celles obtenues suite à une séparation FEA suivie par une flottation

sur solution de Percoll'M·saccharose. Par contre, lors de la détection des kystes par PCR en temps réel,

l'IM5 est une technique moins intéressante pour l'analyse de prélèvements d'eaux usées puisque les
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cancentrations sont significativement inférieures à celles obtenues suite à la flottation. Ces observations

concordent avec les concentrations plus faibles en kystes PI positifs observées suite à l'IMS, mais pour

ces résultats les différences de concentrations ne peuvent être considérées comme significatives.

Lors de ces expérimentations effectuées sur des prélèvements d'eaux usées prétraitées

(dégriliage, dessablage, déshuilage) provenant de deux stations d'épuration et d'un abattoir, nous avons

sélectionné deux protocoles de purification permettant la détection des kystes de Giardia par

immunofluorescence et surtout par PCR en temps réel. Ces deux procédures de purification appliquées

en amont de la détection par immunofluorescence ou par PCR en temps réel se distinguent au niveau de

l'étape de séparation diphasique et sont présentées sur la figure 12. Nous avons également développé

un protocole d'extraction de l'ADN adapté à ces échantillons complexes.

Prélèvement

Filtration sur tamis de porosité: 300 Jh\1, 2 centrifugations (20009, 15 min)

-------'--------
~ --...

Séparation FEA Séparation à l'Acétate d'éthyle
(Formaldéhyde-Acétate d'éthyle) .--/

'---------
~

Flottation sur solution de Percolp7ol-saccharose (densité: 1,10)

Marquage
Détection par immunofluorescence

Extraction de l'ADN

Protocole optimisé pour la lyse des kystes,
l'adsorption des inhibiteurs et caractérisé par une double étape

de digestion des protéines et de purification sur colonne..
Détection par PCR

Figure 12 : Schémas des protocoles appliqués pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence et PCR dans
les eaux usées
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Lors de la réalisation de cette troisième étape de nos expérimentations, nous utilisons les techniques

développées au cours des deux étapes précédentes afin d'analyser des prélèvements d'eaux usées et des

échantillons de selles humaines. Ainsi, les systèmes de détection par PCR des kystes de Giordia lomblia et de

quatre génatypes de cette espèce, développés et validés sur des suspensions purifiées de kystes sont tout

d'abord utilisés pour l'analyse d'eaux usées prélevées sur trois sites en faisant appel aux protocoles de

concentration et de purification des kystes mis au point dans la deuxième étape de nos travaux. Lors de cette

troisième étape, les systèmes de détection développés précédemment vont également nouS permettre de réaliser

le génotypage de kystes isolés à partir de selles humaines.

1èRE PARTIE : Les kystes de Giardia dans les eaux usées :

détection spécifique de respèce Giardia lamblia et de SeS génotypes par PCR

Les analyses d'eaux usées par immunofluorescence et par PCR sont réalisées Sur 12 séries de

prélèvements effectués entre mars et juillet 2004 sur trois sites: station d'épuration de Nancy, station

d'épuration de Metz et abattoir de Metz caractérisés par l'origine de leur contamination fécale. Ainsi, pour la

station d'épuration de Nancy, les prélèvements sont réalisés à l'entrée de la filière urbaine qui ne reçoit pas d'eau

usée provenant d'un abattoir. En revanche, l'eau usée prélevée à "entrée de la station d'épuration de Metz

correspond à une contamination urbaine et industrielle. L'abattoir de Metz constitue le troisième; site de

prélèvement de notre étude, l'eau est alors prélevée avant son acheminement à la station d'épuration. Sur ceS

trois sites, les eauX sont prétraitées (dégrillage, dessablage, déshuilage) en amont de leur point de prélèvement.

Ces trois sites de prélèvement ont été choisis en fonction de l'origine de leur contamination fécale afin

d'évaluer l'excrétion des kystes de Giardia lamblia par différents hôtes de ce protozoaire. Une première analyse

par PCR en temps réel est effectuée afin d'évaluer le niveau global de la contamination de ces eaux par l'espèce

G. lamblia et de comparer cette technique de détection à l'immunofluorescence pour des échantillons caractérisés

entre autre par des différences importantes au niveau de leur turbidité. L'analyse au niveau de quatre des sept

génotypes qui composent cette espèce devrait fournir des données plus précises concernant notamment la

présence des génotypes A et B en fonction de l'origine de la contamination fécale. La présence du génotype C

devrait signer une contamination due aux animaux domestiques. La détection du génotype E dans ces différents

échantillons devrait apporter des renseignements très intéressants vis-à-vis de la spécificité de cet assemblage

pour les animaux d'élevage et permettre de comparer la présence des génotypes A, Bet E chez ces animaux.

1- Caractéristiques des prélèvements d'eaux usées des trois sites.

Les mesures de pH, de turbidité et l'évaluation de la concentration en coliformes thermotolérants

constituent les premières analyses effectuées pour ces 12 séries de prélèvements. Les valeurs obtenues pour ceS

trois éléments ainsi que les dates de prélèvement des échantillons sont regroupées pour chaque site dans les
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tableaux 1 à 3. Pour les eaux usées provenant de l'abattoir de Metz, les différents types d'animaux

correspondant à chaque prélèvement sont également précisés dans le tableau 3.

Tableau 1 : Valeurs de pH. de turbidité et de concentration en coliformes thermotolérants pour les prélèvements d'eaux
usées de la station d'épuration de Nancy

Date de prélèvement Dénomination pH Turbidité Califormes thermotolérants
(NTU) (log UFC.l00 mL-')

22-03-2004 N-1 8,20 180 6,66
1-04-2004 N-2 7,40 155 6,74

18-05-2004 N-3 7,96 273 6,68
1-06-2004 N-4 8,20 195 6,64
9-06-2004 N-5 7,93 175 6,65

15-06-2004 N-6 7,53 140 6,61
30-06-2004 N-7 7,33 192 6,81

6-07-2004 N-8 8,19 168 6,77
13-07-2004 N-9 7,90 154 6,75
15-07-2004 N-IQ 7,89 189 6,73
20-07-2004 N-ll 7,78 152 6,30
22-07-2004 N-12 7,82 97 6,30

Valeurs moyennes 7,84.0,30 172,5.41,7 6,64.0.17

Tableau 2 : Valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes thermotolêrants pour les prélèvements d'eaux
usées de la station d'épuration de Metz

Date de prélèvement Dénomination pH Turbidité Califormes thermotolérants
(NTU) (log UFC.l00 mL-')

20-04-2004 M-1 8,40 225 6,92
27-04-2004 M-2 8,40 190 6,55
18-05-2004 M-3 8,42 233 6,77

1-06-2004 M-4 7,71 246 6,53
9-06-2004 M-5 7,98 195 6,72

15-06-2004 M-6 8,01 181 6,77
30-06-2004 M-7 7,39 275 6,95

6-07-2004 M-8 7,61 195 6,79
13-07-2004 M-9 8,52 198 6,64
15-07-2004 M-1Q 7,88 198 6,78
20-07-2004 M-ll 7,80 189 6,58
22-07-2004 M-12 7,99 150 6,43

Valeurs moyennes 8,01.0,36 206,3.33,2 6,70 ± 0.16

Tableau 3 : Valeurs de pH, de turbidité et concentration en coliformes thermotolérants pour les prélèvements d'eaux
usées de l'abattoir de Metz

Date de prélèvement

20-04-2004
27-04-2004
18-05-2004

1-06-2004
9-06-2004

15-06-2004
30-06-2004

6-07-2004
13-07-2004
15-07-2004
20-07-2004
22-07-2004

Valeurs moyennes

Dénomination

A-1
A-2

A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-8
A-9
A-IQ
A-li
A-12

pH

6,62
6,76
6,80
6,99
6,93
6,89
6,76
6,97
6,97
6,42
6,86
7,02

6,83.0.18

Turbidité
(NTU)

4400
1225
4870
5890
2860
1320
970

3312
3040
7600
2200
1768

3288.2053
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Coliformes thermotolérants
(log UFC.l00 mL-')

7,01
7,08
6,89
6,61
7,18
7,22
7,34
7,45
6,84
6,93
7,47
7,78

7,15·0,32

Animaux

Bovins
Bovins, Ovins
Bovins, Ovins
Bovins, Ovins, Porcins
Bovins
Bovins, Ovins
Bovins, Porcins
Bovins
Bovins
Bovins
Bovins
Bovins
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D'après le tableau 3, les bovins apparaissent comme la principale source de contamination fécale de ces

eaux usées puisqu'ils sont présents pour la totalité des prélèvements effectués à l'abattoir. Par contre, les

porcins et les ovins, moins fréquemment mis en cause, sont reportés respectivement pour deux et quatre

prélèvements de cette série d'analyse. Ainsi, l'analyse de ces prélèvements d'eaux usées de l'abattoir nous

apportera essentiellement des données concernant la présence de Giardia lamblia et de ses génotypes chez les

bovins.

1.1- Comparaison des valeurs de turbidité.

Les valeurs de turbidité obtenues pour les trois types d'eaux usées sont reportées sur la figure l(A).

Pour l'abattoir, la turbidité des eaux usées est très élevée puisqu'elle varie de 970 à 7600 NTU. Par contre, les

eaux usées prélevées dans les deux stations d'épuration présentent une turbidité nettement plus faible. Au vu de

l'écart très important entre les eaux usées des stations d'épuration et de l'abattoir, les valeurs mesurées pour

les deux stations d'épuration sont également présentées séparément de celles de l'abattoir Sur la figure 1(8).

Ainsi, pour la station d'épuration de Nancy, la turbidité est comprise entre 97 et 273 NTU. Les valeurs de

turbidité varient de 150 à 275 NTU pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz.
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Figure 1 : Représentations graphiques des valeurs de turbidité (NTV) pour les t 2 séries d'échantillons d'eaux usées
(A) : stations d'épuration de Nancy et de Metz (STEP Nancy et STEP Metz) et abattoir de Metz
(B) : stations d'épuration de Nancy et de Metz
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le test d'égalité des variances (test de Snedecor) montre que la comparaison des moyennes observées

pour les trois sites est réalisable uniquement pour les stations d'épuration. D'après le test de Student (test-t), la

turbidité des eaux usées de Nancy est significativement plus faible que celle des prélèvements de Metz

(p < 0,05).

1.2- Comparaison des valeurs de pH.

les valeurs de pH observées pour les eaux usées des deux stations d'épuration et de l'abattoir sont

présentées sur la figure 2. Pour les stations d'épuration, le pH des eaux usées est compris entre 7,33 et 8,20

pour le site de Nancy et varie entre 7,39 et 8,52 pour le site de Metz. Pour l'abattoir de Metz, les valeurs de pH

apparaissent globalement plus faibles et s'échelonnent entre 6,42 et 7,02.

le test d'égalité des variances montre que le test de Student (test-t) ne peut pas être utilisé pour la

comparaison des moyennes observées pour la station d'épuration et l'abattoir de Metz, mais il peut être utilisé

pour les autres comparaisons. Concernant les deux stations d'épuration de Nancy et de Metz, letest de Student

ne montre pas que de différence significative des valeurs de pH pour ces deux sites (p > 0,05). Par contre, les

valeurs de pH des eaux usées de l'abattoir sont significativement plus faibles que celles observées pour la station

d'épuration de Nancy (p < 0,05).
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Figure 2 : Représentation graphique des valeurs de pH pour les 12 séries d'échantillons d'eaux usées des
deux stations d'épuration (STEP Nancy et STEP Metz) et de l'abattoir de Metz

1.3- Comparaison des concentrations en coliformes thermotolérants.

Les concentrations en califormes thermotolérants des échantillons d'eaux usées prélevées sur les trois

sites sont présentées sur la figure 3. Concernant les stations d'épuration, les concentrations en califormes

thermotolérants sont comprises entre 6,30 et 6,81 log UFC.lOO mL-, pour le site de Nancy et varient entre 6,43

et 6,95 log UFC.lOO mL-' pour le site de Metz. les valeurs observées pour l'abattoir présentent une plus grande

variabilité que celles des stations d'épuration et sont comprises entre 6,61 et 7,78 log UFC.100 ml-'.
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Le test de Snedecor montre que la comparaison des moyennes observées pour les trois sites ne peut être

réalisée que pour les stations d'épuration. D'après le test de 5tudent (test-t), les concentrations en coliformes

thermotolérants observées dans les eaux usées de ces deux stations d'épuration ne sont pas significativement

différentes (p >0,05).
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Figure 3 : Représentation graphique des concentrations en coliformes thermotoléronts (log UFC.I00 mL- 1
) pour les 12

séries d'échantillons d'eaux usées des deux stations d'épuration (STEP Nancy et STEP Metz) et de "abattoir de Metz

1.4- Evaluation de la corrélation entre les paramètres physico-chimiques et la concentration en

coliformes thermotolérants.

La corrélation entre la concentration en coliformes thermotolérants et les valeurs de turbidité et de pH

est évaluée pour chacun des sites de prélèvement. Le tableau 4 présente les valeurs des coefficients de

corrélation et des probabilités critiques observées entre ces valeurs avec le test de 5pearman.

Tableau 4 : Tests de corrélation (rang de Spearman, rs ) entre la concentration en coliformes thermotolérants et les
valeurs de turbidité et de pH

pH Site

r, p
-0,05 0,890 STEP Nancy

-0,15 0,640 STEP Metz
0,27 0,400 Abattoir Metz

r, P

Turbidité

0,49 0,101

Colifomes thermotolérants 0,57 0,054
---?":'::::-----?=---='------::-c:-::::-------::'-=-:'~::__:_---

-0,62* 0,029

p : probabilité critique / *: significatif au seuil de 5 %

Il apparaît alors que la concentration en coliformes thermotolérants est corrélée négativement à la

turbidité (p < 0,05) pour les eaux usées de l'abattoir de Metz. En revanche, aucune corrélation n'est montrée

entre la concentration en coliformes et les deux paramètres physico-chimiques pour les deux autres sites.

En résumé,

En se basant sur les valeurs de turbidité, de pH et les concentrations en coliformes

thermotolérants déterminées pour chaque échantillon d'eau usée, il est possible de distinguer deux
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groupes l'un étant constitué par les échantillons des stations d'épuration et l'autre correspondant aux

prélèvements effectués à l'abattoir.

En effet, les eaux usées de la station d'épuration de Nancy présentent une turbidité plus faible

que celles de Metz, mais leurs valeurs de pH et leurs concentrations en coliformes thermotolérants ne

sont pas significativement différentes. En revanche, les échantillons prélevés à la sortie de l'abattoir se

distinguent des eaux usées prélevées dans les stations d'épuration notamment sur le site de Nancy pour

les trois paramètres mesurés lors de cette étape préliminaire.

2- Concentrations en kystes de Giardia observées par immunofluorescencepour les trois sites.

Suite à cette étape de détermination des valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes

thermotolérants des 12 séries de prélèvements, les kystes de Giardia présents dans les échantillons d'eaux usées

sont concentrés par centrifugation puis les deux protocoles de purification destinés à l'analyse des échantillons

soit par immunofluorescence, soit par PCR sont réalisés en parallèle.

Les concentrations totales en kystes de Giardia et les concentrations en kystes contenant des noyaux

visibles par marquage au PI sont déterminées pour chaque échantillon d'eau usée. La durée d'observation

microscopique d'un échantillon varie suivant sa turbidité et nécessite généralement entre trois et sept heures

pour des prélèvements provenant respectivement de la station d'épuration de Nancy ou de l'abattoir de Metz. Les

concentrations en kystes totaux et en kystes PI positifs sont alors comparées entre chaque site. La recherche

de corrélations entre ces valeurs obtenues par immunofluorescence et les valeurs de pH, de turbidité et de

concentrations en califormes thermotolérants est également réalisée.

2.1- Concentrations totales en kystes de Giardia.

Les concentrations totales en kystes de Giardia relevées pour les 12 séries de prélèvements effectués

sur les trois sites sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Concentrations totales en kystes de Giardia (kystes.V!) observées par immunofluorescence dans les eaux
usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de l'abattoir de Metz

STEP de Nancy
Prélèvement Concentration

Site
STEP de Metz

Prélèvement Concentration
Abattoir de Metz

Prélèvement Concentration

N-I
N-2
N-3
N-4
N-5
N-6
N-7
N-B
N-9
N-IO
N-ll
N-12

3,6.10'
2,3.10'
2,0.10'
1,5.10'
4,5.10'
3,2.10'
2,9.10'
2,B.lO'
1,4.lO'
2,B.lO'
1,4.10'
5,3.10'

2,4.10' + 1,1.10'

M-I 2,0.10'
M-2 4,3.10'
M-3 4,3.10'
M-4 3,S.IO'
M-5 1,1.104

M-6 6,B.lO'
M-7 9,0.10'
M-S 2,B.lO'
M-9 4,6.10'
M-IO 2,6.10'
M-ll 1,1.10'
M-12 1,9.10'

~oyenne ± écart-type

4,5.10' + 2,9.10'
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A-I
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-B
A-9
A-IO
A-li
A-12

2,4.10'
1,2.10'
6,9.10'
4,7.10'
3,2.10'
1,2.10'
4,1.10'
3,5.10'
3,5.10'
2,5.10'
2,5.10'
2,7.10'
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Les concentrations observées pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy sont comprises

entre 5,3.102 (N~12) et 4,5.10' (N~5) kystes.L~1 Pour la station d'épuration de Metz, les valeurs s'échelonnent

entre l,LlO' (M~II) et 1,1.104 (M~5) kystes.L" d'eau usée. Les concentrations totales en kystes de Giardia varient

de 1,2.10' (A~2) à 6,9.10' (A-3) kystes.L"' d'eau usée pour les prélèvements de l'abattoir de Metz.

D'après le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé pour ces trois séries de valeurs, la

comparaison des moyennes observées est réalisable uniquement pour la station d'épuration de Nancy et l'abattoir

de Metz au risque de 5 %. Par contre, d'après ce test, les valeurs moyennes obtenues pour les deux sites de Metz

peuvent être comparées au risque de 1 l'•. Le test de Student (test~t) réalisé pour la station d'épuration de Nancy

et l'abattoir de Metz ou pour les deux sites de Metz ne montrent pas de différence significative des

concentrations totales en kystes de Giardia (p > 0,05).

2.2- Concentrations en kystes de Giardia positift après marquage au PI.

2.2.1- Comparaison des concentrations en kvstes Pl positifs entre les différents sites.

Les concentrations en kystes de Giardia dont les noyaux sont mis en évidence par marquage au PI pour

les 12 séries de prélèvements effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Concentrations en kystes de Giardia PI positifs (kystes.L- 1
) observées par immunofluorescence dans les eaux

usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz. et de "abattoir de Metz

STEP de Nancy
Prélèvement Concentration

Site
STEP de Metz

Prélèvement Concentration
Abattoir de Metz

Prélèvement Concentration

N~I

N~2

N~3

N~4

N~5

N~6

N~7

N~B

N-9
N~IO

N~II

N~12

2,6.10'
1,9.10'
1,1.10'

9,7.102

3,2.10'
2,2.10'
2,2.10'
2,0.10'
1,1.10'
2,3.103

9,3.10'
3,7.102

M~I 1,4.10'
M~2 3,2.10'
M~3 9,B.l02

M~4 2,1.10'
M~5 7,6.10'
M~6 5,5.10'
M-7 7,1.10'
M~B 2,1.10'
M~9 3,3.10'
M~10 2,1.10'
M~II 9,6.102

M~12 1,6.10'
AAoyenne ± écart-type

3,1.10' + 2,3.10'

A~I

A~2

A~3

A~4

A~5

A~6

A~7

A~B

A~9

A~IO

A~II

A~12

6,0.10'
6,5.102

I,B.lO'
3,0.102

2,0.10'
7,0.102

3,4.10'
I,B.lO'
2,3.10'
1,4.10'
1.9.10'
2,2.10'

1,5.10' ± 9,6.102

Les concentrations observées pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy sont comprises

entre 3,7.102 (N~12) et 3,2.103 (N~5) kystes.L-I Pour la station d'épuration de Metz, les valeurs apparaissent

globalement plus élevées et s'échelonnent entre 9,6.102 (M~II) et 7,6.10' (M~5) kystes.L"' d'eau usée. Les

concentrations en kystes positifs après marquage au PI pour les prélèvements de l'abattoir de Metz sont proches

de celles de la station d'épuration de Nancy et varient de 6,0.101 (A~I) à 3,4.103 (A~7) kystes.L-1 d'eau usée.

D'après le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé pour ces trois séries de valeurs, la

comparaison des moyennes observées est réalisable uniquement entre ra station d'épuration de Nancy et

l'abattoir de Metz (p> 0,05). Le test de Student (test~t) ne montre pas de différence significative pour la

concentration en kystes présentant des noyaux visibles au PI pour ces deux sites (p > 0,05).
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2.2.2- Comparaison entre les concentrations totales et les concentrations en kYstes Pl positifS.

D'après le test de Snedecar, les concentrations totales et les concentrations en kystes positifs suite à

un marquage au PI peuvent être comparées pour chacun des sites (p > 0,05). Le test de Student (test-t) conclut

alors qu'il n'existe pas de différence significative entre ces concentrations au niveau des deux stations

d'épuration (p > 0,05). En revanche, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI

sont significativement plus faibles que les concentrations totales en kystes de Giardia pour les prélèvements

d'eaux usées de l'abattoir (p < 0,05).

2.3- Evaluation des corrélations entre les concentrations en kystes et les caractéristiques des

prélèvements d'eaux usées.

La mise en évidence de corrélations entre la concentration totale en kystes ou la concentration en kystes

positifs par marquage au PI et les valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes thermotolérants

est effectuée pour chacun des sites de prélèvement. Le tableau 7 présente les valeurs des coefficients de

corrélation et des probabilités critiques obtenues pour ces différentes caractéristiques avec le test de

Spearman. Au vu des résultats de ce test, aucune corrélation n'est montrée entre les concentrations en kystes de

Giardia observées par immunofluorescence et les valeurs de ces différents paramètres pour ces trois sites.

Tableau 7 ; Tests de corrélation (rang de Spearman, rs ) entre les concentrations en kystes observées par
immunofluorescence et les valeurs de turbidité, de pH et de concentration en coliformes thermotolérants (p : probabilité
critique)

Turbidité pH Coliformes
thermotolérants

Site

Concentrations 0,25 0,3427 -0,006 0,984 0,52 0,082 STEP Noncy

totales en kystes __-'0::',"'32ô-__-:O"',3:..:1"'3__,--0"',:=:18'--__0::',::-56"'2'--__-':0,e:;3=:5,-_--:O":,2:..:6-=8__--"S':'T-=E-'P-'M7'e::..:t~z-,--_
0,38 0,222 0,17 0,594 -0,34 0,285 Abattoir Metz

•Concentrations 0,14 0,650 -0,06 0,845 0,54 0,071 STEP Nancy
en kystes PI 0,20 0,534 -0,29 0,358 0,33 0,281 STEP Metz
positifs -0,36 0,253 0,21 0,521 0,46 0,130 Abattoir Metz

En résumé,

Globalement, nous n'observons pas de différence significative -au niveau des concentrations

totales en kystes de Giardia entre les prélèvements des stations d'épuration et ceux de l'abattoir.

Concernant les concentrations en kystes dont les noyaux ont pu être mis en évidence, les valeurs de la

station d'épuration de Nancy et de l'abattoir de Metz ne montrent pas de différence significative. Par

contre, les concentrations obtenues pour la station d'épuration de Metz semblent plus élevées, mais il

n'a pas été possible de valider cette observation de façon statistique.

Au niveau de l'analyse par site, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par

marquage au PI ne sont pas significativement différentes des concentrations totales pour les stations

d'épuration de Nancy et de Metz. Par contre, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles

par marquage au PI sont significativement plus faibles que les concentrations totales en kystes pour les

eaux usées de l'abattoir. Enfin, aucune corrélation n'a été mise en évidence entre ces différentes

concentrations en kystes et les valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes

thermotolérants pour ces trois sites.
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3- Concentrations en kystes de Giardia lamblia observées par PCR en temps réel pour les trois sites.

La concentration en kystes de Giardia lamblia dans ces prélèvements d'eaux usées est déterminée par

PCR en temps réel en parallèle de l'analyse par immunofluorescence. Contrairement à l'immunofluorescence, la PCR

en temps réel permet d'obtenir une détection spécifique d'espèce et d'analyser de façon rapide et simultanée

jusqu'à 30 échantillons en triplicat.

3.1- Comparaison des concentrations en kystes de Giardia lamblia pour les trois sites.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia observées par PCR en temps réel pour les 12 séries de

prélèvements effectués Sur les trois sites sont présentées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Concentrations en kystes de Giardia lamblia (kystes.L- 1
) observées par PCR en temps réel (n = 3) dans les

eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz. et de "abattoir de Metz

STEP de Nancy
Prélèvement Concentration

Site
STEP de Metz

Prélèvement Concentration
Abattoir de Metz

Prélèvement Concentration

N-l
N-2
N-3
N-4
N-5
N-6
N-7
N-8
N-9
N-lO
N-11
N-12

1,5.10'
1,2.10'
1,9.10'
7,3.10'
7,4.10'
1,3.10'
2,3.10'
3,4.10'
6,3.10'
1,3.10'
3,2.10'

X

M-l 3,0.10'
M-2 4,5.10'
M-3 2,4.10'
M-4 1,6.10'
M-5 3,8.10'
M-6 2,4.10'
M-7 4,2.10'
M-8 3,9.10'
M-9 3,2.10'
M-lO 4,6.10'
M-11 1,5.10'
M-12 3,2.10'

Moyenne ± écart-type

A-l
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-8
A-9
A-lO
A-11
A-12

1,2.10'
1,3.10'
1.1.10'
1,6.10'
1,6.10'
2,6.10'
l,LlO'
1,8.10'
1,1.10'
1,2.10'
3,4.10'
1,7.10'

1,0.103 ± 6,9.102
(a) 3,2.103 ± 1,1.103 1,5.103 ± 7,3.102

1,0.103 ± 6,7.102 (b)

X: paS d'émission de fluorescence / (a): moyenne obtenue en considérant l'échantillon N-12 comme négatif / (b) : moyenne
obtenue en considérant l'échantillon N~12 au seuil de détection (1,8.102 kystes.L-')

Pour la station d'épuration de Nancy, les concentrations observées pour les 11 échantillons positifs par

PCR sont comprises entre 3,2.10' (N-l1) et 2,3.10' (N-?) kystesrI Les concentrations sont plus élevées et

s'échelonnent entre 1,5.10' (M-11) et 4,6.10' (M-lO) kystesr' d'eau usée pour la station d'épurotion de Metz. Pour

les prélèvements de l'abattoir de Metz, les concentrations en kystes de Giardia lamblia varient de 2,6.10' (A-6) à

3.4.10' (A-11) kystes.L-I

D'après le test de Snedecor (test d'égalité des variances), la comparaison des moyennes est réalisable

pour l'ensemble des données. Concernant la comparaison des variances des deux stations d'épuration ou de

l'abattoir de Metz et de la station d'épuration de Nancy, ces variances ne sont pas significativement différentes

au risque de 5 %. Par contre, le test de Snedecor ne montre pas de différence significative entre la station

d'épuration et l'abattoir de Metz pour un risque de 1 %.

D'après le test de Student (test-t), les concentrations en kystes de Giardia lamblia de la station

d'épuration de Nancy et de l'abattoir ne diffèrent pas de façon significative (p > 0,05). Par contre, les
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concentrations en kystes des eaux usées de la station d'épuration de Metz apparaissent comme significativement

plus élevées que celles de la station de Nancy ou de l'abattoir de Metz.

3.2- Comparaison des concentrations en kystes en fonction de la méthode de détection.

Suite à cette première série d'analyse, nous comparons les valeurs de concentrations obtenues par PCR

en temps réel (PCRq-lamblia) et par immunofluorescence (kystes totaux et kystes positifs par marquage au PI)

pour chacun des sites.

3.2.1- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d'épuration de Nançy.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia obtenues avec la PCRq-lamblio, ainsi que les

concentrations totales en kystes de Giardia et en kystes PI positifs observées par immunofluorescence sont

représentées sur la figure 4 pour les 12 prélèvements de la station d'épuration de Nancy.

Le test d'égalité des variances (test de Snedecor) montre que la valeur moyenne obtenue avec la PCRq

lamblia peut être comparée avec les moyennes obtenues par immunofluorescence (p >0,05). D'après le test de

Student (test-t), les concentrations en kystes de Giardia lamblia détectées par PCR sont significativement plus

faibles que les concentrations observées par immunofluorescence (concentrations totales et concentrations en

kystes PI positifs) pour les eaux usées de Nancy (p < 0,05). Le test de Spearman ne montre pas de corrélation

entre les concentrations observées par PCR en temps réel et celles obtenues par immunofluorescence (p > 0,05).

5,OE+03.,--------------------------------------,

4,5E+D3

4.DE+O' +------ ---------.-

[J PCR quantitative; kystes de Giardia lamblia

IiIIFA-kystes PI+: Giardia

_rFA-kystes totaux: Giardia

~ 3,5E+03

~
~

~3,OE+03

-'"

g 2,5E+03

~
"Ë 2,OE+03
~
u
c
8 1,5E+03

1,OE+03

5,OE+02

O,OE+OO

N·' N-' N-' N-4 N-S N-6 N-7

Prélèvements
N·B N-9 N-lO N-ll N-12

Figure 4 : Concentrations en kystes de Giardia (kystes.L-1
) observées par immunofluorescence (kystes totaux, kystes PI

positifs) et en kystes de Giardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 prélèvements de la station
d'épuration de Nancy
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3.2.2- Comparaison des concentrations en kystes Dour la station d'épuration de Metz.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia obtenues avec la PCRq-lamblia, ainsi que les

concentrations totales en kystes de Giardia et en kystes PI positifs observées par détectian micrascopique sont

représentées sur la figure 5 pour les 12 prélèvements de la station d'épuration de Metz.

Suite aux valeurs élevées des coefficients de variation des concentrations en kystes observées par

immunofluarescence, le test d'égalité des variances (test de Snedecor) conclut qu'il n'est pas possible de

comparer les valeurs moyennes obtenues par PCR en temps réel avec celles observées par immunofluorescence

(p < 0,05). De plus, le test de Spearman ne montre pas de corrélation entre les concentrations observées par PCR

en temps réel et celles obtenues par immunofluorescence (p >0,05).

1;'E+04 .,---..'--' ..- ---.- ..-.- - ..- --..------.---.--.-.. --.----.---.-.-.-.-- ---- ",
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g 4,OE+03 +----,11--

<3
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O,QE+OO

o PCR quantitative-kystes de Giardia lamblia

If rFA-kystes PI+ : Giardia
_______ _ IFA-kystes totaux: Giardia

M·l M·' M·' M-4 M-5 M-6 M·? M-8 M-9 M-1O M-ll M-12

Prélèvements

Figure 5 : Concentrations en kystes de Giardia (kystes.L- 1
) observées par immunofluorescence (kystes totaux, kystes PI

positifs) et en kystes de Giardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 prélèvements de la station
d'épuration de Metz

3.23- Comparaison des concentrations en kystes pour ['abattoir de Metz.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia obtenues avec la PCRq-lamblia, ainsi que les

concentrations totales en kystes de Giardia et en kystes positifs par marquage au PI, pour les 12 prélèvements

de J'abattoir de Metz, sont représentées sur la figure 6.

D'après le test d'égalité des variances (test de Snedecor), la comparaison des moyennes observées est

réalisable uniquement pour les concentrations obtenues avec la PCRq-lamblia et les concentrations en kystes PI

positifs (p >0,05). Le test de Student (test-t) ne montre pas de différence significative entre les concentrations

en kystes de Giardia lamblia détectées par PCR en temps réel et les concentrations en kystes de Giardia positifs

par marquage au PI (p> 0,05). Le test de Spearman ne montre pas de corrélation entre les concentrations

observées par PCR en temps réel et celles obtenues par immunofluorescence (p >0,05).
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Figure 6 : Concentrations en kystes de Giardia (kystes.L-1
) observées par immunofluorescence (kystes totaux, kystes PI

positifs) et en kystes de Giardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 prélèvements de "abattoir de Metz

En résumé!

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia détectées avec la PCRq-lamblia sont

équivalentes pour la station d'épuration de Nancy et l'abattoir de Metz. En revanche, les concentrations

en kystes de cette espèce dans les eaux usées de la station d'épuration de Metz s'avèrent

significativement plus élevées que celles des deux autres sites.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia observées avec la PCRq-lamblia sont inférieures

à l'ensemble des concentrations (kystes totaux et kystes PI positifs) relevées par immunofluorescence

pour les prélèvements de la station d'épuration de Nancy.

Pour les prélèvements de la station d'épuration de Metz, les moyennes des concentrations

obtenues avec la PCRq-/amblia et par immunofluorescence semblent très proches mais le test de

comparaison des moyennes n'a pas pu être réalisé pour ces échantillons.

Concernant les échantillons de l'abattoir, les concentrations totales en kystes observées par

immunofluorescence n'ont pu être comparées aux valeurs obtenues par PCR mais sont significativement

supérieures aux concentrations en kystes PI positifs. Les concentrations relevées avec la PCRq-lamblia

ne sont pas significativement différentes des concentrations en kystes PI positifs.

4- Détection de quatre génotypes de Giardia lamblia par PCR en temps réel et PCR qualitative.

Suite à la détection des kystes de Giardia avec la PCRq-/amblia dans les 12 séries d'échantillons d'eaux

usées, une analyse plus précise est réolisée en détectant quatre assemblages de l'espèce Giardia lamblia. Ainsi,

les génotypes C et E sont mis en évidence par PCR qualitative et nous faisons appel à la PCR en temps réel pour

détecter les génotypes Aet B.
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4.1- Détection du génotype C.

Jusqu'à présent, le génatype C de Giardia lamblia a été isalé majaritairement chez les chiens, mais aussi

dans un isolat félin lors d'une étude réalisée par Read et al. (2004). Il ne nous a pas été possible d'obtenir des

suspensions purifiées de kystes appartenant à ce génotype, nécessaires à la réalisation d'une gamme étalon lors

de la quantification par PCR en temps réel. Ainsi, le génotype C est détecté par PCR qualitative pour les séries de

12 prélèvements provenant des trois sites.

Chaque prélèvement est analysé par PCR qualitative en triplicat et aucune amplification n'est observée

quelque soit l'origine de l'échantillon. De plus, la réalisation d'une double PCR (n = 1) en utilisant les mêmes

amorceS senS et antisens pour les deux étapes d'amplification, ne permet pas d'obtenir un signal pour les trois

séries de prélèvements. Toutefois, aucun témoin positif d'amplification n'a pu être utilisé lors de cette détection.

Ainsi, lors de nos expérimentations, les kystes de G. lamblia appartenant au génotype C ne sont pas détectés dans

les échantillons de l'abattoir de Metz et des deux stations d'épuration de Nancy et de Metz.

4.2- Détection du génotype E.

Le génotype E de Giardia lamblia est actuellement considéré comme étant spécifique au bétail (bovins,

ovins, porcins...). Comme dans le cas du génotype C, nous ne disposons pas de kystes en suspensions purifiées

appartenant à ce génotype. Lors de notre étude, la mise en évidence du génotype E est réalisée par PCR

qualitative pour les 12 séries de prélèvements issus des trois sites.

4.2.1- Résultats de la détection du génotvpe Epar peR qualitative.

Pour les eaux usées des stations d'épuration de Nancy et de Metz, la détection du fragment est réalisée

en triplicat. Pour les 12 prélèvements réalisés à l'abattoir de Metz, la détection est réalisée quatre fois

séparément pour chaque échantillon. Les résultats obtenus pour chaque amplification sont présentés dans le

tableau 9.

Tableau 9 : Résultats obtenus lors de la détection des kystes de GÎardia lamblia, génotype E dans les prélèvements
d'eaux usées des stations d'épuration (STEP) de Nancy (n :; 3) et de Metz Cn :; 3). et de l'abattoir de Metz (n :; 4)
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Pour les eaux usées prélevées dans les stations d'épuration de Nancy et de Metz, aucun signal n'est

observé pour l'ensemble des prélèvements par PCR simple. Comme dans le cas de la détection du génotype C, une

double PCR est testée sur ces 24 échantillons, mais celle-ci s'avère également négative dans la totalité des cas.

Contrairement à la station d'épuration de Nancy qUÎ reçoit uniquement des eaux usées domestiques, la station

d'épuration de Metz reçoit des eaux usées domestiques ainsi que la totalité des eaux usées de l'abattoir. Le

génotype E n'est détecté dans aucun des 12 prélèvements effectués dans cette station d'épuration. Toutefois ces

eaux usées constituent moins de 1 70 du volume total des eaux usées traitées par la station d'épuration de Metz.

Par contre, lors de l'application de cette PCR sur les 12 échantillons d'eaux usées de l'abattoir, les

résultats sont très différents de ceux obtenus pour les deux stations d'épuration. En effet, un signal est obtenu

pour 11 échantillons (91,6 '10) avec au minimum deux amplifications positives et quatre prélèvements (A-2, A-9, A

11 et A-12) s'avèrent positifs pour la totalité des amplifications. Seul l'échantillon A-6 ne permet pas d'obtenir un

signal correspondant au génotype E de l'espèce G. lamblia par PCR simple. La réalisation d'une double amplification

sur cet échantillon (n = 2) aboutit également à un résultat négatif.

D'après le système PCR développé lors de notre étude, 91,6 '10 des 12 prélèvements d'eaux usées de

l'abattoir de Metz contiennent des kystes de Giardia lamblia appartenant au génotype E considéré comme

spécifique au bétail. La figure 7 correspond à la photographie du gel d'électrophorèse obtenu suite à la première

amplification pour laquelle neuf échantillons (75 '10) sont positifs pour ce génotype E.

500 pb

165 pb

100 pb

2 3 4 5 6 M7891011 12

Figure 7 : Photographie de gel d'électrophorèse après la PCR nO l (tableau 9) lors de la détection
de kystes de G. lamblia, génotype E dans les 12 prélèvements d'eau usée de l'abattoir de Metz

4.2.2- Confinnation du génotype par séquençage.

Suite à l'obtention de 11 prélèvements positifs avec le système PCR spécifique au génotype E parmi les 12

prélèvements d'eaux usées de l'abattoir, nous avons séquencé le fragment de 165 pb obtenu pour la totalité des

échantillons positifs afin de confirmer que l'amplicon obtenu par électrophorèse sur gel d'agarose correspond

effectivement au génotype E. Ce séquençage est réalisé par la société Genome Express.

Nous constatons que les 11 séquences sont parfaitement identiques entre elles. Les résultats du

séquençage sont alors regroupés en une seule séquence présentée dans le tableau 10. Afin de pouvoir comparer

ces résultats avec les données actuellement disponibles pour Giardia nous effectuons un alignement de ces

différentes séquences en utilisant le logiciel ClustalX. Ainsi, une séquence du gène de la TPI provenant de la base
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de données Genbank est reportée dans le tableau 10 pour chacun des six génotypes (A, B, C, E, F et G) de

l'espèce G. lamblia, mais aussi pour les espèces G. muris, G. ardeae et G. microti en parallèle du résultat obtenu

pour les eaux usées de l'abattoir.

Tableau 10 : Résultat du séquençage des 11 prélèvements d'eau usée de "abattoir de Metz positifs pour le génotype E
par PCR et comparaison par alignement avec des séquences référencées dans la base de données Genbank

La séquence, identique pour ces 11 échantillons, est alignée avec les séquences des six génotypes de "espèce G. lamblia
(A, B, C, E. F et G) et des espèces G. muris. G. ardeae et G. m/crot; disponibles sur la base de données Genbank.

Les bases Qvec fond grisé correspondent QUX variations de séquence par rapport au génotype E. Les séquences des
amorces sens et antisens correspondent aux nucléotides écrits en caractères gras pour la séquence des Il prélèvements.

G. muris Réf. Genbank, AFD69565 .C

G. ardeae Réf. Genbank : AFD69564 C
G. microti Réf. Genbank : AY228648 T!l!C
G.lamblia, A Souche WB Réf. Genbank: LD212D TAC
G. lamblia, B Souche GS/M Réf. Genbank: LD2116 TI!lc
G. lamblia, C Souche Ad-136 Réf. Genbank : AFD69558 ~C
G. lamblia, F Souche Ad-23 Réf. Genbank : AFD69558 CTT 1cc
G. lamblia, G Souche Ad-157 Réf. Genbank : AFD69562 cgT

A

A

A

~I

~i
_~:_lq!!J~!ia,~. ._~o_~~~':.f'_~!!? ..__'3~,-~e_n!!~~k_:_.~E~~~~~\l.._. ._.CE<:_.__._~:!:!: ._~!~..__._~C.!i._.~~~. _._..A2:f.__._I.A_! ..t:~.~.__~~.I~_.

Résultat du séquençage' CCC CTT CTG CCG TAC ATT TAT CAA CAG
11 séquences A-l à A-5 et A-7 à A-12

TGA
TGA
TGA

CAA TGA
CAA TGA

CTA TTG CAG CAA ACA CGT CAA AAC AGT TGA AGA TAG CGG CGC AGA ATG TGT ACC---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
CTA TTG CAG CAA ACA CGT CAA AAC AGT TGA AGA TAG CGG CGC AGA ATG TGT ACC

A~ 1IG AGA TGC A
T A Ti!lJG AGA TGC A

CTG AGA TTG AGA TGC AC

TAG CTG AGA TTG AGA TGC TTC ACA• • ~ .A~~. ~
• CiG AGA TTG AGA TGC TTC ACA
~G ~ ~ A~ ~~~ ~

G CGT c1G AllA 1r AGA TGC C ACA
TAG AGG GGA ATG GAG CGT GGA CTG GTG AGA CGA GTG TTG AGA TGC TTC AGG ACA--------------------------"-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
TAG AGG GGA ATG GAG CGT GGA CTG GTG AGA CGA GTG TTG AGA TGC TTC AGG ACA

-G ATT

TI:ooG AIilT
G ATT

~G ~T

~G A~
TGG AIT
~G ~T
~G A~

TGG GCT TGG AGT ACG TGA TAA TAG GGC ATT----------------------------------------------------------------------------------------------
TGG GCT TGG AGT ACG TGA TAA TAG GGC ATT
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Les séquences abtenues pour les Il prélèvements de l'abattoir montrent une homologie parfaite avec les

séquences référencées pour le génotype E de Giardia lamblia. En revanche, 20 à 56 variations nuciéotidiques sont

observées entre les séquences disponibles pour les cinq autres génotypes (A, B, C, F et G) de G. lamblia et les

prélèvements environnementaux ou la séquence référencée pour le génotype E. Parmi ces cinq génotypes, le

génotype B présente le nombre le plus élevé de variations de séquence par rapport au génotype E. De plus, les

séquences provenant des prélèvements d'abattoir présentent entre 50 et 70 variations nuciéotidiques par

rapport aux séquences des espèces G. muris, G. ardeae, G. microti pour ce fragment de 165 pb.

Ainsi, nous constatons d'une part une homologie complète entre les séquences des amplicons obtenus avec

les prélèvements de l'abattoir et les séquences référencées pour le génotype E et d'autre part un nombre

relativement élevé de variations nucléotidiques avec les autres espèces du genre Giardia ou les autres génotypes

de G. lamblia pour ce fragment de 165 pb. Ce constat permet de confirmer la présence de kystes de G. lamblia

appartenant au génotype Espécifique du bétail dans 91,6 7. des 12 prélèvements provenant de l'abattoir de Metz.

4.3- Détection des génotypes A et B de Giardia lamblia parPCR en temps réel.

La détection des kystes de G. lamblia appartenant aux génotypes A et B est réalisée par deux

amplifications distinctes. Comme dans le cas de la détection de l'ensemble des kystes de Giardia, les résultats

sont comparés par site pour ces deux systèmes, mais aussi par rapport à la détection par immunofluorescence.

4.3.1- Détection du génotvpe A Dar peR en temps réel.

Les valeurs de concentrations en kystes de G. lamblia appartenant au génotype A pour les 12 séries de

prélèvement effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau Il.

Tableau 11 : Concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotype A (kystes.L- 1
) détectées avec la PCRq-A (n ;; 3) dans

les eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de l'abattoir de Metz

STEP de Nancy

Prélèvement Concentration

Site
STEP de Metz

Prélèvement Concentration
Abattoir de Metz

Prélèvement Concentration

N-1
N-2
N-3
N-4
N-5
N-6
N-7
N-S
N-9
N-lO
N-ll
N-12

2,3.10'
1,2.10'

X
9,9.102

1,6.10'
1,4.10'
2,9.10'
1,4.10'
1,4.10'
1,0.10'
I,S.10'
6,7.102

M-l 2,7.10'
M-2 3,0.10'
M-3 3,9.10'
M-4 1,5.10'
M-5 6,2.10'
M-6 4,9.10'
M-? S,S.lO'
M-S 2,2.10'
M-9 4,5.10'
M-lO 1,S.10'
M-ll 4,2.10'
M-12 2,3.10'

Moyenne ± écart-type

A-l
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-S
A-9
A-lO
A-ll
A-12

x
X

3,1.10'
1,4.10'
2,5.10'

X
X
X

2,1.10'
l,S.lO'
4,1.10'
1,5.10'

1,5.103 ± 6,4.102
(a) 3,8.103 ± 2,1.103 2,3.103 ± 9,5.102 (a)

1,5.103± 6,1.102
(b) 1,9.103 + 9,2.102 (b)

X: pas d'émission de fluorescence par PCR 1 a: moyenne obtenue en considérant les échantillons négatifs en l'absence
d'émission de fluorescence / b : moyenne obtenue en considérant ceS échantillons au seuil de détection (1,25.103 kystes.L-1

)

11 prélèvements de la station d'épuration de Nancy permettent d'obtenir un signal avec la PCRq-A.

D'après ce système PCR, les concentrations sont comprises entre 6,7.10' (N-12) et 2,9.103 (N-7) kystes.L-1 d'eau
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usée pour ce site. La totalité des prélèvements de la station d'épuration de Metz s'avèrent positifs avec des

concentrations plus élevées que celles de Nancy et qui s'échelonnent entre 1,5.10' (M-4) et 6,2.10' (M-5)

kystesrI Parmi les 12 prélèvements de l'abattoir de Metz, seulement sept permettent d'abtenir une

amplification. Les concentrations de ces échantillons varient de 1,4.10' (A-4) à 4,1.10' (A-11) kystes.L- I Au vu des

concentrations observées pour les prélèvements positifs de la station d'épuration de Nancy et de l'abattoir de

Metz, les échantillons négatifs peuvent probablement être considérés comme proches de la valeur seuil de

détection.

D'après le test d'égalité des variances (test de Snedecor), il n'est pas possible de comparer les valeurs

moyennes observées pour les stations d'épuration de Nancy et de Metz (p < 0,05). Par contre, toujours d'après ce

test, les valeurs obtenues pour la station d'épuration de Nancy et l'abattoir de Metz peuvent être comparées

(p >0,05). Le test de Student conclut que les concentrations en kystes de G. lamblia du génotype A de l'abattoir

sont significativement plus élevées que celles de la station d'épuration (p < 0,05), toutefois seulement 58 % des

échantillons (n =12) sont positifs pour les eaux usées de l'abattoir.

4.3.2- Détection du génotype B par peR en temps réel.

Les valeurs de concentrations en kystes de G. lamblia appartenant au génotype A pour les 12 séries de

prélèvement effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 12.

Tableau 12 : Concentrations en kystes de Giardia lamblia. génotype B (kystes.L-1) détectées avec la PCRq-B dans les eauX

usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de "abattoir de Metz

Site

STEP de Nancy
Prélèvement Concentration

STEP de Metz
Prélèvement Concentration

Abattoir de Metz

Prélèvement Concentration

N-l
N-2
N-3
N-4
N-5
N-6
N-7
N-8
N-9
N-IO
N-ll
N-12

1,3.10'
1,2.10'
6,2.10'

X
X

1,9.10'
X
X
X

1,1.10'
X
X

M-l 1,9.10"
M-2 1,7.10'
M-3 1,5.10'
M-4 1,9.10'
M-5 1,7.10'
M-6 1,8.10'
M-7 9,0.10'
M-8 1,1.10"
M-9 X
M-lO 1,1.10'
M-ll l,Ua'
M-12 6,7.10'

Moyenne ± écart-type

A-l
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-8
A-9
A-IO
A-ll
A-12

X

X
X

X
X
X
X
X
X
X
X
X

1,2.103 ± 4,8.102 ~ 1,4.103 ± 4,4.102 (a)

1,5.103 + 6,1.102 (b)

X : pas d'émission de fluorescence par PCR 1 * : moyenne des échantillons positifs

Seulement cinq prélèvements de la station d'épuration de Nancy permettent d'obtenir un signal avec la

PCRq-B et les concentrations sont comprises entre 6,2.10' (N-3) et 1,9.10' (N-6) kystes .L-1 d'eau usée_ Au vu des

concentrations observées pour les prélèvements positifs, les sept échantillons négatifs peuvent probablement

contenir des kystes de G. lamblia, génotype B à des concentrations proches de la valeur seuil. Pour les

prélèvements de la station d'épuration de Metz, 11 s'avèrent positifs avec des concentrations qui s'échelonnent
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entre 6,7.10' (M-12) et 1,9.103 (M-1 et M-4) kystes.L·I Par contre, aucun Signal d'amplification n'est observé pour

les 12 prélèvements de l'abattoir de Metz.

Suite au test d'égalité des variances, les valeurs moyennes observées pour les deux stations d'épuration

peuvent être comparées (p > 0,05). Les concentrations en kystes de Giardia lamblia du génotype B ne sont pas

significativement différentes d'après le test de Student (p > 0,05), toutefois seulement 42 /'0 (n = 12) des

échantillons de Nancy sont positifs avec ce système PCR.

4.3.3- Comparaison des concentrations en génotvDes A et B.

Pour les 12 séries de prélèvements, le génotype A est détecté plus fréquemment que le génotype B.

Ainsi, 11 et seulement cinq échantillons sont positifs respectivement pour le génotype A et le génotype B pour les

prélèvements de la station d'épuration de Nancy. La différence entre ceS deux génotypes est beaucoup plus

marquée pour les eaux usées de l'abattoir puisque sept échantillons sont positifs pour le génotype A alors que le

génotype B n'est détecté dans aucun de ces prélèvements. Par contre, pour la station d'épuration de Metz, le

nombre d'échantillons positifs pour ces deux génotypes est équivalent. En effet 12 et 11 prélèvements sont

positifs pour les génotypes A et B respectivement, toutefois les concentrations du génotype A apparaissent plus

élevées que celles du génotype B.

D'après le test de Snedecor (égalité des variances), les valeurs de concentration des génotypes A et B ne

peuvent être comparées que pour les prélèvements de la station d'épuration de Nancy au risque de 5 %. Le test

de Student (test-t) conclut que les concentrations de ces deux génotypes ne sont pas significativement

différentes (p > 0,05).

4.3.4- Comparaison des concentrations en kYstes observées par peR et par immunofluorescence.

Les valeurs représentant la somme des concentrations obtenues avec les deux PCR quantitatives

spécifiques des génotypes A et B sont comparées avec les valeurs observées avec la PCRq-lamblia ou par

immunofluorescence. Au vu du faible nombre d'échantillons positifs lors de la détection spécifique de ces deux

génotypes dans les prélèvements effectués à l'abattoir, cette étape de comparaison est effectuée uniquement

pour les prélèvements provenant des stations d'épuration.

4.3.4.1- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d'épuration de Nancy.

Les valeurs sommes des concentrations en kystes de Giardia lamblia des génotypes A et B obtenues avec

les systèmes PCRq-A et PCRq-B pour les échantillons de la station d'épuration de Nancy sont regroupées dans le

tableau 13. La concentration moyenne en kystes de G. lamblia obtenue avec la PCRq-/amblia pour la station

d'épuration de Nancy est de 1.103 ± 6,9.10' kystesrl

D'après le test de Snedecor, ces concentrations correspondant aux génotypes A et B peuvent être

comparées avec les valeurs obtenues avec la PCRq-lamblia pour l'ensemble des kystes de G. lamblia (p > 0,05). Le

test de Student montre que ces concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont

significativement supérieures aux concentrations en kystes de l'espèce Giardia lamblia (p < 0,05).
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Tableau 13 ; Somme des concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotypes A et B (kystes.l-1
) détectées avec les

PCRq-A et PCRq-B dans les eaux usées de la station d'épuration de Nancy

Prélèvements N-I N-2 N-3 N-4 N-5 N-6 N-7 N-8 N-9 N-IO N-II N-12
Concentrations

3,6.10' 2,4.10' 6,2.10' 9,9.10' 1,6.10' 3,3.10' 2,9.10' 1,4.10' 1,4.10' 2,1.10' 1,8.10' 6,7.10'
(kvstes.L")

MoyeMe + écart-type: 1,9.103 + 9,8.102"

Les concentrations concernant les kystes de G. lamblia des génotypes A et B obtenues par PCR en temps

réel, sont représentées en fonction des concentrations en kystes totaux et PI positifs détectées par

immunofluorescence Sur les figures 8(A) et 8(B) respectivement, pour les échantillons de la station d'épuration
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Figures 8(A) et 8(B) : Comparaison entre les concentrations (kystes.L~l) obtenues par immunofluorescence et par PCR
(G. lamblia, génotypes A + B) pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy
(A) : concentrations totales en kystes de Giardia par immunofluorescence
(B) : concentrations en kystes de Giardia PI positifs par immunofluorescence

D'après le test de Snedecor, les concentrations en kystes de G. lamblia des génotypes A et B sont

comparables avec les concentrations totales en kystes de Giardia mais aussi Qvec les concentrations en kystes
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positifs par marquage au PI (p >0,05). Le test de Student ne montre pas de différence significative entre les

valeurs obtenues par PCR en temps réel et celles détectées par immunofluorescence (p >0,05).

Le test de Spearman ne montre pas de corrélation entre les concentrations totales en kystes de Giardia

et les concentrations correspondant aux génotypes A et B (p >0,05). Par contre, d'après ce test les

concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont corrélées aux concentrations en kystes positifs

par marquage au PI (p =0,030 ; r, =0,625).

4.3.4.2- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d'épuration de Metz.

Les valeurs sommes des concentrations en kystes de Giardio lomblia des génotypes A et B obtenues avec

les systèmes PCRq-A et PCRq-B pour les échantillons de la station d'épuration de Metz sont regroupées dans le

tableau 14. La concentration moyenne en kystes de G. lamblia obtenue avec la PCRq-lamblia pour la station

d'épuration de Metz est de 3,2.10' ± l,LlO' kystes.L- I

Les valeurs sommes des concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B semblent

supérieures aux concentrations en kystes de G. lamblia obtenues avec la PCRq-lamblia. Toutefois, le test de

Snedecor conclut que les concentrations regroupant les génotypes A et B de G. lamblia ne peuvent pas être

comparées avec les valeurs obtenues avec la PCRq-lamblia pour l'ensemble des kystes de G. lamblio (p < 0,05).

Tableau 14 : Somme des concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotypes A et B (kystes.l- 1
) détectées avec les

PCRq-A et PCRq-B dans les eaux usées de la station d'épuration de Metz

Prélèvements N-1 N-2 N-3 N-4 N-5 N-6 N-7 N-S N-9 N-10 N-ll N-12
Concentrations

4,6.10' 4,7.10' 5,4.10' 3,4.10' 7,9.10' 6,7.10' 9,7.10' 3,3.10' 4,5.10' 2,9.10' 5,3.10' 3,0.10'(kystes,L")
Moyenne ± écart-type: 5,1.103

:!:: 2,1.103

Les concentrations en kystes de G. lamblia des génotypes A et B obtenues par PCR en temps réel, sont

représentées en fonction des concentrations en kystes totaux et PI positifs détectées par immunofluorescence

sur les figures 9(A) et 9(B) respectivement, pour les échantillons de la station d'épuration de Metz.
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Figure 9(A) : Comparaison entre les concentrations (kystes.L- 1
) obtenues par immunofluorescence (concentrations totales

en kystes de Giardia) et par PCR (G. lamblia, génotypes A + B) pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz
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Figure 9(8) ~ Comparaison entre les concentrations (kystes.L- 1
) obtenues par immunofluorescence (concentrations en

kystes de Giardia PI positifs) et par PCR (G. lamblia, génotypes A + B) pour les eaux usée_s de la station d'épuration de
Metz

Le test de Snedecor montre que la comparaison des concentrations en kystes de G. lamblia des

génotypes A et B est réalisable avec les concentrations totales en kystes de Giardia mais aussi avec les

concentrations en kystes positifs par marquage au PI (p >0,05). Le test de Student ne montre pas de différence

significative entre les valeurs obtenues par PCR en temps réel et les concentrations totales en kystes de Giardia

(p> 0,05). Par contre, les concentrations en kystes correspondant aux génotypes A et B sont supérieures aux

concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI (p < 0,05).

D'après le test de Spearman, les concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont

corrélées auX concentrations totales en kystes (p =0,01; r, = 0,832) et aux concentrations en kystes positifs par

marquage au PI (p =0,01 ; r, =0,812).

En résumé,

Lors de cette étude nous avons développé des outils permettant une détection spécifique des

génotypes A, B, C et E. Si le génotype C isolé chez .des animaux domestiques n'est détecté dans aucun

prélèvement, en revanche les génotypes A, B et E sont détectés lors de notre étude,

Ainsi, dans les eaux usées de la station d'épuration de Nancy caractérisée par une contamination

domestique, nous détectons uniquement les génotypes A et B. Concernant les prélèvements provenant

de la station d'épuration de Metz, seuls les génotypes A et B sont également mis en évidence, Au niveau

de la station d'épuration de Metz, la faible proportion correspondant aux eaux usées provenant de

l'abattoir peut expliquer l'absence de détection du génotype E, Ainsi, pour les eaux usées dont la

contamination est majoritairement d'origine domestique, seuls les génotypes pathogènes pour l'Homme

sont mis en évidence. Par contre, dans les 12 prélèvements effectués à l'abattoir de Metz, nous

détectons le génotype A pathogène pour l'Homme dans sept échantillons et le génotype E considéré

spécifique des animaux d'élevage dans 11 d'entre eux. Le génotype B n'est mis en évidence dans aucun

de ces prélèvements provenant de l'abattoir, La détection des génotypes A et B de G. lamblia par PCR

en temps réel permet d'obtenir des concentratiOns en kystes équivaientes aux concentrations totales en

kystes de Giardia observées par immunofluorescence. Globalement, le génotype A semble plus fréquent
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que le génotype B dans ces eaux caractérisées par une contamination domestique (station d'épuration

de Nancy), une contamination due aux animaux d'élevage (abattoir de Metz) ou une contamination

provenant de ces deux origines (station d'épuration de Metz).

D'après nos résultats, les animaux d'élevage peuvent constituer une source non négligeable de

kystes de G. lamblia potentiellement pathogènes pour l'Homme. Ainsi, le génotype A est détecté au

niveau des trois sites. Le génotype B semble plus fréquent au niveau des eaux usées caractérisées par

une contamination domestique. En revanche, la mise en évidence du génotype E semble signer la

présence d'une contamination due aux animaux d'élevage et apparaît comme un marqueur potentiel de

contamination non-humaine.

2ÉME PARTIE : Génotypage de kystes de Giardia lamblia isolés de selles humaines

Lars de notre étude, des selles humaines positives à Giardia provenant de plusieurs hôpitaux sont

également analysées afin de réaliser le génotypage des kystes. Les échantillons utilisés dans le cadre de cette

étude correspondent à une période de quatre ans comprise entre octobre 2000 et septembre 2004.

Actuellement, aucune étude n'est publiée concernant le génotypage de kystes provenant de cas de giardiose,

sporadiques ou regroupés, diagnostiqués en France.

1- Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia isolés de selles humaines.

1.1- Les différents profils électrophorétiques observés.

41 prélèvements de selles humaines ont été analysés par PCR et PCR-RFLP suivant trois méthodes

développées soit au laboratoire, soit par Amar et al. (2002) ou Read et al. (2004). Au vu des résultats obtenus

avec la séparation à l'acétate d'éthyle lors de nos expérimentations effectuées sur les prélèvements d'eaux

usées, cette technique est également utilisée pour purifier les 27 échantillons de selles reçus au laboratoire

depuis mai 2004. Les résultats obtenus lors de notre étude, par migration électrophorétique sur gel d'agarose

après PCR et PCR-RFLP sont présentés sur les figures 10 et 11 respectivement.

Figure 10 : Photographie de gel d'électrophorèse après PCR

500 pb

M 1 2 3 4 5 M

500pb

lOOpb

PCR laboratoire :

1 : 148 pb, génotype A

2 : 81 pb, génotype B

PCR Amar et al. (2002) :

3 : 577 pb, génotype A

4 : 209 pb, génotype B

PCR Read et 0/. (2004) :

5 : 432 pb, génotype A ou B

M : marqueur de taille
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(D)
500 pb

100 pb
100 pb

(C)

500 pb

(B)(A)

500 pb

100 pb

M 1 2 3 M M 4 M 5 6

Figure Il : Photographies de gels d'électrophorèse après PcR- RFLP

(A) : Digestion par Rsa l après PCR génotype A de Amar et af. (2002). 1 : 202 et 336 pb, génotype A-TI.

(B) : Digestion par Nia IV après PCR de Read et of. (2004). 2 et 3 : 72, 77, 87 et 123 pb, génotype A-II.

(C) : Digestion par Nia IV après PCR de Reod et af. (2004). 4 : 123 et 291 pb, génotype B

(D) : Digestion par RsaI après PCR de Read et af. (2004). 5 : 133 et 297 pb, génotype B-= ; 6 : 432 pb, génatype

B IV.

M : marqueur de taille

1.2- Génotypage des cas sporadiques.

1.2.1- Détection des génotypes A et B.

Lors de ces travaux, 26 selles humaines correspondant à des cas sporadiques de giardiose sont analysées

par les trois méthodes de PCR et PCR-RFLP. Parmi ceS 26 échantillons, 8 proviennent de "hôpital militaire

Legouest à Metz et 18 correspondent à des caS de giardiose de patients d'hôpitaux civils dont 11 du CHU de

Nancy-Brabois. Pour ces cas sporadiques, les données concernant l'âge et le Sexe des patients ont été obtenues

majoritairement pour les patients des hôpitaux civils. La répartition des patients en fonction des ces deux

données est représentée sur la figure 12. Ces 18 cas sporadiques diagnostiqués dans les hôpitaux publics

concernent essentiellement des adultes (61 /'0 des cas) de Sexe masculin (77,8 % des cas).

!Répartition des patients suivant l'âgej

Non Renseigné
5,670 <n= 1)

Répartition des patients suivant le sexe

Non renseigné
5,6% (n =1)

Enfants
(9 mois à 2 ans)

33,3 % <n= 6)

Adultes
(21 à 61 ans)

61% (n = 11)

Sexe masculin

77,8% (n = 14)

Figure 12 : Graphiques en secteurs représentant la répartition des patients en fonction de leur âge et de leur sexe
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Ces prélèvements ont été diagnostiqués positifs à Giardia par les différents laboratoires hospitaliers et

une observation par immunofluorescence est également réalisée au laboratoire préalablement à l'analyse par PCR.

Le protocole développé au laboratoire et la méthode proposée par Amar et al. (2002) permettent de différencier

les génotypes A et B par PCR simple alors que la méthode publiée par Read et al. (2004) comporte une PCR suivie

par une restriction enzymatique. En effet, la restriction avec l'enzyme NlaIV permet de distinguer les génotypes

A-I, A-II et B.

Parmi les 26 échantillons de selles correspondant à des cas sporadiques, 21 (80,77.) sont positifs avec

les trois méthodes et 25 (96,1 %) sont positifs avec une des méthodes. La PCR élaborée au laboratoire permet

d'obtenir 96,17. de résultats positifs alors que la méthode publiée par Read et al. (2004) aboutit à seulement

80,77. d'échantillons positifs. Les résultats obtenus avec chacune de ces méthodes sont présentés sur les

graphiques en secteurs de la figure 13.

PCR Laboratoire:
25 échantillons positifs (96,1 %)

Génotype B
64 %

(n d6)

Génotype A
36%

PCR Amar et al. (2002),
24 échantillons positifs (92,3 7.)

Génotype A
37,5%
(n 0 9)

Génotype B
62,57.

(n 0 15)

PCR-RfLP Rend et al. (2004):
21 échantillons positifs (BO,7 %)

Génotype B
61,91'0

(n 0 13)

figure 13 ; Graphiques en secteurs représentant les proportions des génotypes A et B détectés par les trois méthodes
parmi les cas de giardiose sporadiques

La PCR développée au laboratoire permet d'obtenir 25 échantillons positifs avec 9 génotypes A et 16

génotypes B. La PCR publiée par Amar et al. (2002) aboutit à 24 échantillons positifs dont 9 génotypes A et 15

génotypes B. Concernant la PCR proposée par Read et al. (2004), certains échantillons sont analysés par double

PCR afin d'obtenir une amplification du fragment recherché et seulement 21 échantillons s'avèrent positifs avec

ces amorces. Ces échantillons positifs contiennent 13 génotypes B, 7 génotypes A et 1 échantillon pour lequel le

génotype n'a pas pu être déterminé. Les résultats au niveau des génotypes A et B sont concordants entre les

différentes méthodes et le génotype Bprédomine puisqu'il représente 64 7. des échantillons positifs.

Les résultats détaillés obtenus avec chacune des trois méthodes lors de la détermination des génotypes

A et B pour les 26 cas sporadiques sont présentés dans le tableau 15 (page 193) pour les hôpitaux civils et dans

le tableau 16 (page 194) pour l'hôpital militaire.

1.2.2- Mise en évidence des sous-génotypes A-l, A-ll, B-111 et B-1V.

Un génotypage plus précis des isolats est ensuite réalisé par restriction enzymatique avec les méthodes

de Amar et al. (2002) et de Read et al. (2004). En effet, après détection du génotype A avec les amorces

proposées par Amar et al. (2002), la digestion enzymatique par RsaI permet de déterminer si les kystes

appartiennent aux sous-génotypes A-I ou A-II. Le protocole publié par Read et al. (2004) différencie les sous-
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génotypes A-I, A-II et B grâce à la digestion enzymatique avec NloIV et l'utilisation de l'enzyme RsaI permet

ensuite de distinguer les sous-génotypes B-III et B-IV. Les résultats obtenus avec ces deux méthodes sont

présentés sur les graphiques en secteur de la figure 14.

1 Amar et al. (2002)1

A-I
A non déterminé 0%

B,3~0 ~ A-II
(n 0 2) '29'2~0

, (n 0 7)

,,
- - 4

B
62,570
(n 0 15)

1Read et al. (2004)1

B non déterminé A-I

4,7% 010

(nd) ~ ~ A-II

:;,~~ A \ '"~:~3;;
(n 0 5) p.

•

B-III .........

38,1%~
(n 0 B)

Figure 14 : Graphiques en secteur représentant la répartition des génotypes A-l, A-TI, B-III et B-IV parmi les cas
de giardiose sporadiques d'après les méthodes de Amar et al. (2002) et de Read et al. (2004)

Pour les neuf isolats appartenant aU génotype A d'après la PCR développée au laboratoire, six sont

classés dans le sous-génotype A-II par les deux méthodes et deux isolats sont identifiés par une seule méthode.

Au total, huit isolats appartiennent au sous-génotype A-II. Le sous-génotype A-I n'est détecté dans aucun isolat

et un de ces échantillons ne peut être classé de façon plus précise avec les deux protocoles proposés par Amar et

al. (2002) et Read et al. (2004). Les 16 isolats appartenant aU génotype B d'après la PCR développée au

laboratoire sont identifiés de façon plus précise en faisant appel à la procédure de Read et al. (2004). Huit

isolats appartiennent au sous-génotype B-III, cinq sont classés dans le sous-génotype B-IVet trois ne peuvent

être classés plus précisément. Les résultats sont concordants entre les deux méthodes au niveau de la mise en

évidence du sous-génotype A-II.

Le résumé des résultats obtenus pour les 26 cas sporadiques, avec chacune de ces trois méthodes, sont

présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Résumé des résultats obtenus avec les trois méthodes de génotypage pour les 26 cas sporadiques

Méthode

Nombre d'échantillons positifs
(Pourcentage)

Laboratoire

25
(96.1 %)

Amar et al. (2002)

24
(92,3 ~o)

Read et al. (2004)

21
(BO,770)

Génotypes 1 non défini
A : 9 (36 70) A : 9 (37,570) A-I : 0 A : 7 (33,3 70) A-I: 0

A-II: 7 A-II: 7
2 non définis·-._-------------- ----._----.-_.------_.-------------- ------------------------------._----

B : 16 (64 70) B: 15 (62,5 70)
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Parmi les neuf isolats appartenant au génotype A, huit sont classés dans le saus-génatype A-II et un seul

ne peut pas être analysé de façon plus précise. Les 16 isolats classés dans le génatype B par notre PCR, sont

répartis dans les sous-génotypes B-III et B-IV pour huit et cinq d'entre eux respectivement. Trois isolats

classés dans le génotype Bavec notre protocole n'ont pas pu être classés de façon plus précise. Les pourcentages

de chaque génotype observés lors de l'analyse des 25 cas sporadiques de giardiose, positifs suite à l'amplification

par PCR, sont représentés sur la figure 15.

Génotype A
36 %

Cn =1)

A-II
32"10
n =8)

~",

~ >f

~
'<.,

B-III
32"10

Cn =8)

Génatype B
64 "10

Figure 15 : Graphique en secteurs représentant la proportion de chaque génotype et sous-génotype
après analyse avec les trois méthodes pour les 25 échantillons positifs par PCR

Ainsi, trois génotypes différents sont mis en évidence dans ces prélèvements de selles. Globa!ement, le

génotype B prédomine pour cette analyse, en revanche lorsque l'analyse est plus précise aucune prédominance

n'est observée entre les sous-génatypes A-II, B-III et B-IV lors de notre étude.
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Tableau 15 Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia provenant de cas sporadiques diagnostiqués dans des hôpitaux civils de Nancy et Paris (n :; 18)

Patient Résultats des différents génotypages

Date Sexe Age

(années)

Laboratoire

PCR (n =2)
A 1 B A

Amar et al. (2002)

PCR 1 RFLP Rsa l
B A-I A-II

PCR

Read et al. (2004)

1

RFLP Nia IV 1 RFLP Rsa l
A-I 1 A-II 1 B B-III 1 B-IV

Résultat final

CHU NANCY-BRABaIs (n =Il)

10/2000 M ) 54 -/- +/+ _ + __III il -li li ~~0112001 F 1 _ / _ + / + + + + + B-IV

m::;::: ': :;: :;: : · • · : : · : · .~r:.
, ,.. : .. FJ/JZ/U,?

u~/"uu" M "1 + / + _ / _ + _- _ + + _ + ~~ A-II 1

09/2003 M 50 + / + _ / _ +- _* _ + + _ + _ ~ A-II 1

10/2003 F 37 _/_ +/+ .* +*~. +* _ _ + + _ B-III

12/2003 M 1 + / + _ / _ +* _* _ + + _ + _ ~ y; A-II
~/%

1 12/07/20041 M 1 37 1 _ / _ 1 + / + 1 1 HOP'VM?00WMt =1)
--'------l.-:...!...-=--.L.~-=----l-..:+~~ (+)~

Case hâchurée : expérimentation non effectuée / NR: Non Renseigné 1 (+): bande très faiblement marquée / "": double amplification
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Tableau 16 Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia provenant de cas sporadiques diagnostiqués à l'hôpital militaire Legouest de Metz

Patient

Date 1 Sexe 1 Age
(années)

Laboratoire
PCR (n =2)

A 1 B

Résultats des différents génotypages

Amar et al. (2002) Read et al. (2004)

PCR 1 RFLP Rsa l PCR 1 RFLP Nia IV 1 RFLP Rsa l
A 1 B A-I 1 A-II A-I 1 A-II 1 B B-III 1 B-IV

Résultat final

1/06/
2004

1 NR 1 NR 1 +/+ 1 -/- 1 + ~~1&J +* 1 - 1 + 1 -~ A-II
1/09/2004 F 22 _ / _ ~ 1 ~ ~ ~ ~ ~ R_nT

Hô ital Militaire LEGOUEST. METZ (n =8)
18/06/2001 NR NR + / + _ / _ +* _* _ _ _ A

03/2002 NR NR _ / _ + / + _ +.. + _ B-III
18/05/2004 NR NR _ / _ + / + _ + _* B

1/06/2004 NR NR _ / _ + / + _ + + _ B-III

1/06/2004 NR NR _ / _ + / + _ + + _ _ + _ + B-IV

1 1/09/2004 1 M 1 24 1 - / - 1 ~ ~ ~ 1 - I-~~ + 1 - 1 - 1 + 1 + 1 - 1 B-III 1

Case hâchurée : expérimentation non effectuée / NR: Non Renseigné / * ; double amplification
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1.3- Génotypage de cas regroupés de giardiose.

Lors de notre étude, 16 échantillons de selles provenant de l'hôpital militaire Legouest sont

analysés. Les patients sont des gendarmes de la même unité revenant d'une mission en Côte d'Ivoire. Parmi

ces échantillons, 15 ont pu être analysés par PCR et PCR-RFLP.

Un échantillon est négatif avec les trois méthodes, les 14 autres prélèvements sont classés dans le

génotype B d'après la méthode développée au laboratoire et celle de Amar et al. (2002). L'utilisation de la

PCR-RFLP développée par Read et al. (2004) montre que tous ces échantillons appartiennent au sous

génotype B-III. Les résultats détaillés obtenus au cours des différentes PCR et digestions enzymatiques

sont présentés dans le tableau 18 (page 196).

En résumé,

Contrairement à ce qui est observé pour les prélèvements environnementaux, le génotype

B et plus fréquemment isolé que le génotype A dans les échantillons de selles humaines. En effet,

le génotype B constitue 64 % des 25 échantillons positifs (n ~ 26) pour les cas sporadiques ainsi

que la totalité des 14 cas regroupés de giardiose positifs par PCR. De plus, nous pouvons noter que

le génotype B-III est isolé dans 32 % des cas sporadiques ainsi que pour l'ensemble des cas

regroupés.

Au niveau de la sensibilité des différents systèmes PCR utilisés au cours de ces

expérimentations, des différences sont observées au niveau de l'analyse des cas sporadiques.

Ainsi, les amorces sélectionnées lors de notre étude et les amorces publiées par Amar et al. (2002)

ciblent le gène de la TPI et permettent d'obtenir 92 % à 96 % d'échantillons positifs. Par contre, les

amorces proposées par Read et al. (2004) sont spécifiques du gène de la GDH et détectent

seulement 80 % d'échantillons positifs.
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Tableau 18 : Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia provenant de cas regroupés. diagnostiqués à l'hôpital militaire Legouest de Metz

Date

5/05/2004

Patient
f------.------,

Sexe i Age
i (années)

i

Laboratoire
PCR (n =2)

A 1 B

Résultats des différents génotypages

Amar et al. (2002)

P~R 1 RFLP iRsa
I 1 PCR 1

A i B A-I: A-II A-I

Read et al. (2004)

RFLP Nia IV 1 RFLP RSa I
1 A-II 1 B B-III 1 B-IV

Résultat final

--

-~---~---+~---+-:---+-~-+---~-

+

+
--+-. -+-. +

+ ~

Case hâchurée : expérimentation non effectuée
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Discussion

Actuellement, la détection des kystes de Giardia dans les échantillons biologiques ou environnementaux

est classiquement réalisée par observation microscopique. L'immunoffuorescence est considérée comme la

technique de référence pour la mise en évidence de ce protozoaire parasite, notamment dans les eaux

environnementales. Parmi les six espèces appartenant au genre Giardia, G. lamblia est isolée chez l'Homme et de

nombreux mammifères et G. muris est spécifique des rongeurs. De plus, seuls les génotypes A et B de

Giardia lamblia sont considérés comme pathogènes pour l'Homme et nmmunofluorescence est une technique

longue, fastidieuse qui présente également l'inconvénient majeur de ne pas permettre la distinction au niveau de

espèces et des génotypes.

Notre objectif était alors de développer une technique capable de détecter et de quantifier les kystes

de ce protozoaire de façon rapide, sensible, mais aussi de pouvoir distinguer de façon spécifique d'une part les

espèces Giardia lamblia et Giardia muris et d'autre part les génotypes composant l'espèce Giardia lamblia, dans

des prélèvements biologiques et environnementaux. Lors de notre étude, nous avonS choisi de mettre au point des

systèmes d'analyse basés sur la détection spécifique du génome par PCR qualitative et PCR en temps réel, en

effectuant en parallèle une détection par immunofluorescence. Contrairement à la PCR qualitative qui correspond

à une détection en fin d'amplification, la technique en temps réel permet la quantification des acides nucléiques

initialement présents dans un échantillon grâce au suivi de chaque cycle d'amplification. Lors de la mise en place

de ces expérimentations, aucune étude n'était publiée sur la détection de Giardia par PCR en temps réel et

seulement quelques travaux reportaient l'utilisation de cette technique pour la mise en évidence d'un autre

protozoaire parasite, Cryptosporidium.

La mise en œuvre de ces expérimentations a nécessité, au préalable, la comparaison et la sélection des

cibles envisageables pour la réalisation de notre étude à partir des données bibliographiques et des séquences

référencées. Le développement et la validation de l'ensemble des systèmes de détection ont été réalisés à partir

de kystes de Giardia en suspensions purifiées. L'adaptation de ces techniques de détection à l'analyse d'eaux

usées naturellement contaminées par ce protozoaire a été réalisée par l'évaluation de techniques de

concentration et de purification des kystes de Giardia, mais aussi de protocoles d'extraction de l'ADN.

Le protocole résultant de ces différentes étapes a alors permis d'évaluer la concentration en kystes de

Giardia lomblia par PCR en temps réel dans des eaux usées caractérisées notamment par l'origine de leur

contamination fécale, en parallèle de l'analyse par immunofluorescence. Une analyse plus précise de ces

prélèvements a également pu être effectuée grâce aux systèmes permettant la détection spécifique de quatre

génotypes de Giardia lamblia, dont deux sont pathogènes pour l'Homme. En parallèle de l'analyse de ces

prélèvements environnementaux, les systèmes PCR spécifiques des génotypes A et B pathogènes pour l'Homme

nous ont permis de génotyper 26 cas de giardiase sporadiques, mais aussi 15 cas regroupés.

Sélection des gènes cibles

L'étape de sélection des gènes cibles constituait la base de notre étude puisque les amorces et les

sondes devaient autoriser soit la détection spécifique de Giardia lambUa et Giardia muris, soit la distinction entre

les génotypes de G. lamblia. Dans le premier cas, nous recherchions un gène cible dont les séquences présentaient
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une fréquence de variations entre les espèces du genre Giardia suffisante pour permettre la séfection de

systèmes d'amplification spécifiques, soit de Giardia muris, soit de l'ensemble des génotypes de Giardia lamblia.

Dans le deuxième cas, le gène cible devait être caractérisé par un niveau d'hétérogénéité relativement élevé et

autorisant alors la sélection de systèmes d'amplification qui soient spécifiques d'un seul génotype de l'espèce

G. lamblia. Lors de la mise en place de notre étude, des séquences étaient disponibles dans la base de données

Genbank pour plusieurs espèces et génotypes composant le genre Giardia pour quatre gènes: ARNr 185, TPI,

EFIA et GDH.

Seul l'ARNr 185 était séquencé pour cinq espèces dont G. lamblia et G. muris, et aurait pu constituer une

cible idéale. Weiss et al. (1992) constatent que l'amplification de cette cible par PCR qualitative nécessite une

modification des conditions d'amplification avec incorporation de glycérol et de DMSO dans le milieu réactionnel.

Weiss et al. (1992) justifient ces modifications des conditions d'amplification par le pourcentage élevé de bases

G et C (GC '7'0) contenu dans cette séquence et par la présence possible de structures secondaires stables. En

utilisant des conditions d'amplification identiques, Rochelle et al. (1997) ne parviennent pas à détecter des kystes

de Giardia dans des eaux usées après dopage. Johnson et al. (2003) constatent également que l'addition de

DMSO (6 '7'0) dans le milieu réactionnel est indispensable pour la détection de trophozoïtes appartenant aux

génotypes A et B en suspensions purifiées. Une des conditions pour la sélection d'amorces et de sondes est

d'éviter les répétitions de bases identiques afin de limiter la formation de dimères d'amorces et de diminuer le

risque de quenching de la fluorescence notamment pour la guanine. Les essais réalisés sur cette cible avec le

logiciel Primer Express n'ont pas permis de sélectionner un système d'amplification respectant ces contraintes.

Les données de la littérature ainsi que nos observations lors de l'étape de sélection d'amorces et de sondes pour

l'amplification de l'ARNr 185 ont alors conduit à l'abandon de cette cible.

Le gène de la GDH n'était séquencé que pour deux espèces: G. lamblia, et G. ardeae; les gènes de l'EFIA

et de la TPI étaient séquencés pour une espèce supplémentaire: G. muris. Les alignements de séquences et les

arbres phylogénétiques réalisés pour les gènes de l'EFIA et de la TPI ont permis de montrer que l'EFIA pouvait

être utilisé comme cible pour distinguer les espèces Giardia lamblia et Giardia muris, alors que la plus grande

hétérogénéité des séquences de la TPI permettait de réaliser une détection au niveau des génotypes de

Giardia lamblia. Lors de l'analyse d'isolats humains appartenant aux génotypes A et B, Lu et al. (2002) observent.

23 % de divergence de séquence pour le gène de la TPI alors que Weiss et al. (1992) relèvent seulement 0,5 '7'0 de

variation de séquence pour le gène de l'ARNr 185. Monis et al. (1999) comparent le niveau d'évolution des gènes

de la TPI, de l'EFlA et de la GDH et constatent que le gène de la TPI est le moins conservé des trois et présente

ainsi le plus haut niveau d'hétérogénéité de séquence entre les différents génotypes de l'espèce G. lamblia. Amar

et al. (2002) utilisent la TPI pour génotyper des kystes de Giardia isolés de selles humaines. Sulaiman et al.

(2003) utilisent également cette séquence pour comparer, par séquençage, des kystes provenant de selles

humaines et animales. En utilisant l'ARNr 185, l'EFIA et la TPI pour comparer des isolats d'origine humaine et

animale, Traub et al. (2004) concluent que la TPI constitue un gène plus approprié pour distinguer les différents

génotypes de Giardia lamblia.

Des études publiées récemment par Caccio et al. (2002 et 2003) et Guy et al. (2003 et 2004) sont

basées sur la détection du gène de la ~-giardine qui est une protéine spécifique de Giardia. Au vu du faible
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nombre de séquences disponibles pour cette cible, ces équipes ont été amenées à effectuer une étape de

séquençage sait pour mettre en évidence des sites de restriction pour une détection par PCR~RFLP, soit pour

sélectionner des systèmes d'amplification permettant une quantification spécifique des génotypes A et B de

Giardia lamblia. La réalisation d'une étape de séquençage pour le développement de PCR nécessite toutefois de

disposer d'un nombre suffisant d'isolats provenant de différentes espèces du genre Giardia, mais aussi de

différents génotypes de G. lamblia. Suite au séquençage d'un fragment de la ~~giardine pour 83 isolats humains et

animaux, Lalle et al. (2005) montrent que cette cible permet de distinguer les sept génotypes de G. lamblia.

Evaluation des systèmes d'amplification sur des kystes en suspensions purifiées

Suite au choix des deux cibles et des systèmes PCR destinés soit à la quantification des kystes de

G. lamblia ou de G. muris pour le gène de J'EFIA, sait à la détection spécifique de quatre génotypes de G. lamblia

pour le gène de la TPI, les étapes d'extraction de J'ADN et d'amplification par PCR sont optimisées et évaluées à

partir de suspensions purifiées de kystes.

L'évaluation de la spécificité des amorces et des sondes constituait une étape majeure de notre étude

puisque ces systèmes étaient destinés à la détection des espèces Giardia lamblia et Giardia muris mais aussi des

génotypes de G. lamblia dans des eaux usées et des selles. La spécificité des différents systèmes a été évaluée

d'une part en faisant appel à la recherche BLAST qui est basée sur les séquences référencées dans la base de

données Genbank et d'autre part en utilisant la PCR. Ces deux étapes ont permis de conclure que les systèmes

permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia et de l'espèce Giardia muris étaient spécifiques

de leur cible. Par contre, la PCRq~/amblia ne détecte pas uniquement les kystes de G. lamblia et peut également

amplifier J'ADN de G. ardeae. Lors de cette étude, il n'a pas été possible d'obtenir des kystes appartenant aux

espèces G. microti, G. psittaci et G. agilis pour lesquelles aucun fragment n'est actuellement séquencé pour le

gène de J'EFIA. Ainsi, les amorces et les sondes n'ont pas été testées par PCR sur ces espèces isolées chez des

rongeurs sauvages (rats musqués, campagnols), des oiseaux et des amphibiens. Si la possibilité d'une

contamination par des fèces provenant de ces animaux ne doit pas être totalement écartée, elle peut

certainement être considérée comme mineure pour des eaux usées domestiques ou provenant d'un abattoir. Etant

donné qùe les PCRq~/amblia et PCRq~murisutilisent les mêmes amorces sens et antisens, nous avons également

évalué J'impact de la présence de kystes de G. muris sur les étapes d'extraction de l'ADN et d'amplification des

kystes de G. lamblia. Nous avons alors remarqué une influence de la présence de G. muris pour un ratio

G. muris/G. lamblia supérieur à 100. L'utilisation de la PCRq~/amblia permettra d'augmenter la spécificité de

détection par rapport à J'immunofluorescence et de réaliser une première évaluation de la PCR en temps réel pour

la détection de ce protozoaire dans des prélèvements environnementaux.

Johnson et al. (2003) valident la spécificité de leurs systèmes PCR destinés à la quantification des

génotypes A et Bde G. lamblia en les testant sur les génotypes B et A respectivement. Par contre, en utilisant le

test BLAST, nous constatons que ceS deux PCR quantitatives qui utilisent J'ARNr 185 comme cible, peuvent

détecter d'autres génotypes de G. lamblia et la PCR destinée au génotype B amplifie également J'ADN de

G. microti. Verweij et al. (2003) utilisent également J'ARNr 185 comme cible pour la quantification des kystes de
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G. lamblia dans des selles humaines, toutefois le test BLA5T conclut que le système proposé dans cette étude

amplifie également l'ADN de G. microti. De plus, l'amorce sens ne présente pas une homologie complète avec

l'ensemble des séquences appartenant à G. lamblia. Enfin, Guy et al. (2003 et 2004) utilisent deux PCR en temps

réel basées sur le gène de la ~-giardine pour quantifier les génotypes A et B dans des eaux usées et des selles.

Ils constatent alors que la PCR destinée à la détection du génotype B peut également amplifier l'ADN de G. muris

ou du génotype A de G. lamblia mais avec des valeurs de Ct (cycle seuil) nettement plus élevées. Ils concluent

alors que la présence d'ADN appartenant à ce génotype ou à cette espèce ne devrait pas modifier la sensibilité de

détection du génotype B. Par conséquent, le développement de systèmes de détection spécifiques nécessitent de

disposer d'un nombre de séquences suffisant mais aussi d'outils de contrôles appropriés. Ainsi, Baruch et al.

(1996) effectuent le séquençage du gène de la TPI à partir d'isolats appartenant aux génotypes A et B pour

développer une PCR-RFLP permettant la distinction de ces deux génotypes lors de l'étape de restriction

enzymatique, ils proposent alors cette technique pour étudier notamment la transmission zoonotique de

G. lamblia. Le séquençage de ce gène pour d'autres génotypes de G. lamblia ou d'autres espèces du genre Giardia

ont ensuite montré le manque de spécificité de cette technique (Monis et Andrews, 1998).

La deuxième partie des expérimentation réalisées à partir de suspensions purifiées a porté sur

l'évaluation de la sensibilité de détection. ~ous avons alors observé des différences importantes au niveau de la

sensibilité des différents systèmes d'amplification par PCR en temps réel. Ainsi, la PCRq-lamblia et la PCRq-muris

présentent respectivement une sensibilité de 0,45 et 45 kystes par réaction d'amplification. Les valeurs de

sensibilité des PCRq-A et PCRq-B sont plus proches et correspondent respectivement à 3 et 4,5 kystes par

réaction. Par PCR en temps réel, Verweij et al. (2003) observent une sensibilité équivalente à 0,5 kyste par

réaction et Guy et al. (2003) détectent jusqu'à 0,1 kyste par réaction. Johnson et al. (2003) obtiennent une

sensibilité de détection de 87 et 63 trophozoites par réaction pour les génotypes A et B respectivement. Ainsi,

hormis pour le système PCRq-muris, les systèmes de PCR en temps réel développés lors de notre étude

présentent une sensibilité satisfaisante par rapport aux données de la littérature. Concernant les PCR

qualitatives, seule la sensibilité des PCR destinées à la détection des génotypes A et B de G. lamblia est testée

puisque nous n'avons pas pu obtenir des suspensions purifiées de kystes appartenant aux génotypes C et E. La

sensibilité de ces PCR est alors de 6 et 4,5 kystes par réaction pour les génotypes A et B respectivement.

Mahbubani et al. (1991, 1992) font appel à la PCR couplée à une détection par 50uthern-blot et obtiennent une

sensibilité équivalente à un kyste par réaction pour des suspensions purifiées. Rochelle et al. (1997) utilisent la

même technique associant la PCR à une révélation par hybridation avec une sonde moléculaire radio-marquée pour

des kystes en suspension purifiée et observent une sensibilité comprise entre 1 et 10 kystes par réaction suivant

le couple d'amorces utilisé.

En fonction du protocole de concentration-purification des kystes de Giardia utilisé pour les

prélèvements d'eaux usées et d'après les valeurs de sensibilité observées avec des suspensions purifiées, une

sensibilité de 180 kystes de Giardia lamblia. L" d'eau usée pourra être atteinte. Par contre, pour la PCRq-muris, la

sensibilité sera de 1,8.104 kystesr'. La faible sensibilité de détection des kystes de G. muris malgré

l'optimisation des conditions d'extraction de l'ADN et d'amplification, ainsi que l'absence de variations de
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séquence par rapport à la séquence référencée ont conduit à l'abandon de cette PCR pour la suite de nos

expérimentations. Les PCR en temps réel destinées à la quantification des génotypes A et B de G. lamblia

permettront de détecter respectivement 1,25.103 et 1,8.103 kystes.L" d'eau usée. Mahbubani et al. (1998) font

appel à un protocole associant une séparation immunomagnétique des kystes à une étape de lyse de leur paroi par

des cycles de congélation / décongélation en présence de Chelex-100 et obtiennent une sensibilité comprise

entre 3 et 3.102 kystes.mL" à partir de concentrats d'eau de rivière dopés en kystes. En utilisant des conditions

expérimentales similaires, Rimhanen-Finne et al. (2002) obtiennent un seuil de détection de 50 kystes pour 2 L

d'eau de surface après dopage. D'après les données de la littérature, les concentrations en kystes de Giardia

relevées pour les eaux usées brutes, en France, sont globalement comprises 102 et 104 kystes.L'1 Une étude

réalisée en 1991 par Gassman et Schwartzbrod sur des échantillons d'eaux usées à l'entrée de la station

d'épuration de Nancy, a abouti à des concentrations comprises entre 8.102 et 1,4.104 kystesrl Ainsi, nos

systèmes d'amplification au niveau des espèces et des génotypes devraient permettre de détecter les kystes

appartenant à l'espèce G. lamblia et aUX génotypes A et B dans les eauX usées.

La pente de la droite standard de la PCRq-lamblia est - 3,34, ce qui correspond à un rendement de 99 '7'0.

Pour les PCRq-A et PCRq-B, les pentes des droites standard ont pour valeur - 4,00 et - 3,50 respectivement, ce

qui correspond à des rendements de 78 '7'0 et 93 '7'0. Pour les droites standard des PCR en temps réel spécifiques

de génotypes A et B développées lors de leur étude, Johnson et al. (2003) observent des valeurs de pente de

- 3,61 et - 3,80 correspondant à des rendements d'amplification de 89 '7'0 et 83 % respectivement. Lors de leurs

expérimentations, Guy et al. (2003) développent une PCR en temps réel pour la détection de Giardia lamblia qui

est évaluée seule (PCR simplex) puis associée à une PCR permettant la quantification de Cryptosporidium parvum

(PCR multiplex). L'utilisation de cette PCR en détection multiplex entraîne alors un passage du rendement de

l'amplification de 99 à 80 '7'0.

Concernant les trois PCR en temps réel, les coefficients de variation sont compris entre 0,8 et 2,1 '7'0

pour fa variation intra-essai de l'étape d'amplification et ils s'échelonnent entre 0,5 et 2,4 ïo pour la variation

inter-essai. Pour l'étape d'extraction de l'ADN, la variation inter-essai a été évaluée avec la PCRq-lamblia, les

valeurs des coefficients de variation varient de 1,43 à 2,86 '7'0. Fontaine et Guillot (2003) observent des

coefficients de variation compris entre 0,14 et 2,6 % pour la variation intra-essai et qui varient de 0,7 à 2 %pour

la variation inter-essai de l'amplification pour une PCR en temps réel spécifique de Cryptasporidium parvum.

Cette étape réalisée à partir de kystes en suspensions purifiées a permis de valider les PCR en temps

réel destinées à la détection de G. lamblia et des génotypes A et B. Nous disposons également de couples

d'amorces permettant la mise en évidence des génotypes Cet E.

Adaptation des techniques de détection à l'analyse d'eaux usées

La deuxième phase de nos expérimentations a porté Sur la comparaison de techniques de concentration

et de purification des kystes de Giardia à partir d'eaux usées, mais aussi sur l'optimisation du protocole

d'extraction de l'ADN. En effet, les eaux usées sont caractérisées par une turbidité élevée et de fortes

concentrations en débris mais aussi en inhibiteurs de peRo Lors de la détection par immunofluorescence, les
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débris présents dans ces prélèvements peuvent masquer les kystes de Giardia ou entraîner un bruit de fond élevé

dû à un défaut de spécificité des anticorps. Un niveau de purification insuffisant peut également s'avérer

préjudiciable au niveau de l'extraction des acides nucléiques et de leur détection par PCR. La présence de débris

peut ainsi diminuer le rendement de l'extraction des acides nucléiques au niveau de l'étape de lyse de la paroi des

kystes. De plus, l'étape d'amplification par PCR est sensible à de nombreux inhibiteurs qui peuvent être encore

présents suite à l'étape d'extraction.

La centrifugation est la méthode couramment appliquée pour la concentration des kystes à partir de

prélèvements d'eaux usées. Par contre, la floculation n'est décrite que dans quelques publications (Grimason et al.

1996 ; Ho et al., 1995; Wiandt et al., 1995 et 1998), Wiandt et al. (1995) comparent ces deux méthodes à une

concentration par simple sédimentation sur des prélèvements d'eaux usées brutes et observent des

concentrations significativement plus élevées en kystes de Giardia par centrifugation ou floculation. Lors de

notre étude, nous constatons que les concentrations observées par immunofluorescence pour la totalité des

kystes et ceux contenant leurs noyaux sont plus élevées par centrifugation en comparaison avec la floculation au

carbonate de calcium pour deux prélèvements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy (n=3). Suite à ces

expérimentations, la concentration des kystes de Giardia est réalisée par centrifugation (2000 g, 15 min) pour

l'analyse des eaux usées par immunofluorescence et par PCR.

Les techniques de purification des kystes à partir d'eaux usées ont également constitué une étape

importante de nos expérimentations. Parmi les techniques basées sur la densité des micro-organismes à purifier,

la flottation sur solution de Percoll~-saccharose (densité: 1,10) est considérée comme étant la méthade de

référence pour la purification des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosparidium à partir de

prélèvements environnementaux. LeChevaliier et al. (1995) observent un rendement de 100 ')'0 à partir de

concentrats d'eau de rivière dopés en kystes de Giardia, pour une solution de Percoll~-saccharosede densité

1,10. Lors de notre étude, nous avons comparé cette technique avec un protocole basé sur un gradient de

saccharose afin d'établir un protocole permettant la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence

dans des eaux usées. Ces deux techniques, précédées par une séparation diphasique au FEA (Formaldéhyde

Acétate d'éthyle), ont été comparées sur des prélèvements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. La

purification par flottation permet globalement d'obtenir des concentrations totales et des concentrations en

kystes contenant leurs noyaux qui sont plus élevées que le gradient de densité. La technique basée sur le gradient

de densité s'avère plus performante au niveau de la diminution de la turbidité, mais semble difficilement

applicable à des échantillons très turbides comme les eaux usées d'abattoir qui nécessiteraient la répartition d'un

même échantillon sur plusieurs gradients. Cette première comparaison nous a conduit à sélectionner un protocole

composé d'une séparation au FEA suivi par une flottation sur solution de Percoll~-saccharose pour l'analyse des

échantillons par immunofluorescence.

Au niveau de la détection par PCR, nous avons tout d'abord évalué l'impact de différentes variantes de

notre protocole d'extraction des acides nucléiques testé initialement Sur des suspensions purifiées. Au cours

d'expérimentations réalisées par Maux et al. (2002), le protocole non modifié a permis d'obtenir une sensibilité
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équivalente à un kyste par réaction à partir de selles humaines naturellement contaminées. Parmi les

modifications apportées au protocole initial, la répétition des étapes de digestion des protéines et de purification

des acides nucléiques sur colonne de silice s'est avérée être la plus performante. Le protocole d'extraction

optimisé au niveau de l'ensemble des étapes de lyse des kystes, d'adsorption des inhibiteurs et surtout de

digestion des protéines et de purification sur colonne a alors été retenu pour la suite de nos expérimentations.

Afin de pouvoir transférer la détection par PCR en temps réel à l'analyse de prélèvements d'eaux usées,

nous avons évalué d'une part des techniques de purification des kystes de Giardia et d'autre part des procédés

dont l'objectif est d'optimiser la détection des acides nucléiques en présence de débris ou d'inhibiteurs de PCR.

Concernant les techniques de purification basées sur la taille et la densité des kystes de Giardia, nouS

avons comparé la filtration, la flottation Sur solution de Percoll~-saccharose (d : 1,10) et trois méthodes utilisant

un gradient de densité de saccharose, de bromure de potassium ou de Nycodenz. Parmi ceS quatre techniques de

purification testées par PCR en temps réel sur des prélèvements d'eaux usées de la station de Nancy, la

flottation sur solution de Percoll~-saccharose a permis d'obtenir les concentrations en kystes les plus élevées.

Lors de la comparaison de techniques de purification d'oocystes de Cryptosporidium à partir de matrices

environnementales de turbidité élevée (floculats d'eau de rivière et d'eau usée, boues résiduaires), Chesnot et

5chwartzbrod (2004) constatent que la flottation sur solution de Percoll~-saccharose est une méthode

intéressante par rapport au critère de rendement de récupération. Par contre, en prenant également en compte

le niveau de purification de l'échantillon par mesure de la turbidité, les gradients de Nycodenz oU de bromure de

potassium devraient être privilégiés. Lors de nos expérimentations, des concentrations trop faibles en kystes de

Giardia dans ceS échantillons non dopés pourraient expliquer l'absence d'amplification par PCR en utilisant ceS

techniques basées Sur les gradients de densité.

Nous avons également évalué l'intérêt de procédés visant soit à limiter l'effet de composés inhibiteurs

de la PCR, soit à optimiser la lyse de la paroi des kystes en présence de fortes concentrations en débris. Les

réactifs visant à limiter l'effet des composés inhibiteurs de la PCR peuvent être utilisés lors de l'extraction des

acides nucléiques ou pendant leur amplification. Lors de notre étude, la B5A, le glycérol et le DM50 incorporés

dans le milieu réactionnel de la PCR, n'ont pas permis d'augmenter la sensibilité de détection. Concernant les

techniques visant à faciliter "action des réactifs lors de la lyse des micro-organismes, nous avons évalué l'impact

des ultrasons et de cycles de congélation-décongélation lors de l'analyse d'eaux usées au niveau de deux stations

d'épuration et d'un abattoir. Ces procédés ont également été associés à des traitements par le Chelex-100 et la

PVP-360. Le Chelex-100 est une résine échangeuse d'ions pouvant chélater les ions plurivalents, alors que la PVP

360 serait capable de piéger les molécules comportant un groupement phénolique présent notamment dans les

acides humiques. Les ions divalents et les acides humiques sont parmi les principaux composés inhibiteurs de la

PCR décrits lors de l'analyse de prélèvements environnementaux. L'utilisation de cycles de congélation

décongélation en présence de Chelex-100 est une technique couramment utilisée lors de l'analyse de

prélèvements environnementaux par PCR (Mahbubani et al., 1998; Rimhanen-Finne et al., 2001; Quintero

Betancourt et al., 2003). L'hétérogénéité des résultats en fonction du type d'eau usée, rend délicate la sélection

d'un protocole. Toutefois, nous avons constaté que les cycles de congélation-décongélation ne permettaient pas
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d'augmenter la sensibilité de la PCR en temps réel. Par contre, le traitement par les ultrasons permettait

d'augmenter la quantité d'ADN détectée pour l'ensemble des prélèvements. Pour les eaux usées provenant de la

station d'épuration de Metz et correspondant à une contamination domestique et industrielle, le Chelex-100

permettait d'augmenter les concentrations obtenues par PCR lors de son utilisation seule ou en association avec le

PVP-360 durant l'étape d'extraction de l'ADN. Guy et al. (2003) constatent que l'utilisation des ultrasons permet

une forte augmentation du rendement de l'extraction. Ainsi, le pourcentage d'ADN récupéré est estimé à 20 'Y.

pour le protocole non modifié alors qu'il est de 80 'Y. suite à l'utilisation des ultrasons. Lors de cette étude, le

rendement de l'extraction est évalué par quantification avant l'étape d'amplification pour des suspensions

purifiées contenant 1,5.105 kystes par analyse. Lors de l'analyse d'eaux prélevées dans des lacs et d'eaux usées,

ces auteurs observent que l'utilisation d'une étape supplémentaire faisant appel au Chelex"100 et à la PVP-360

est indispensable à l'analyse par PCR en temps réel. Toutefois, Guy et al. (2003) n'utilisent aucune technique de

purification des kystes, l'extraction de l'ADN est effectuée directement après l'étape de concentration par

centrifugation. Le traitement par PVP a également été utilisé pour le génotypage d'oocystes de Cryptosporidium à

partir de selles non purifiées (McLauchlin et al., 1999). Lors de notre étude, les ultrasons, les cycles de

congélation-décongélation ou les traitements par Chelex-100 et PVP-360 ont été évalués suite à une étape de

purification des kystes par flottation sur solution de Percoll~-saccharose.

Au vu de la faible amélioration obtenue avec ces traitements, nous avons évalué l'intérêt d'une séparation

à l'acétate d'éthyle en amont d'une purification par flottation. En effet, lors de la purification des kystes par

flottation sur une solution de Percoll'TM-saccharose, nous avons observé une accumulation de débris à l'interface

entre l'échantillon à purifier et la solution de densité 1,10 plus importante en l'absence de la séparation au FEA

qui est utilisée pour l'analyse par immunofluorescence. Cette accumulation de débris, très marquée pour les eaux

usées provenont de l'abattoir, entraîne une diminution du rendement de purification de la flottation. Etant donné

que le formaldéhyde est un composé inhibiteur de la PCR (Higgins et al., 2001), nous avons utilisé un protocole de

séparation à l'acétate d'éthyle basé sur la technique FEA. Cette séparation à l'acétate d'éthyle a permis de

diminuer fortement le volume de culot avant extraction des acides nucléiques et surtout d'obtenir des

concentrations nettement plus élevées par PCR en temps réel, pour l'ensemble des prélèvements d'eaux usées.

Chesnot et 5chwartzbrod (2004) observent une forte diminution du rendement de récupération des oocystes de

Cryptosporidium lors de la séparation FEA. Toutefois, l'utilisation de cette technique de séparation diphasique

pour l'immunofluorescence et la PCR nous a permis de détecter des kystes de Giardia dans l'ensemble des

échantillons et surtout d'augmenter la sensibilité de la détection par PCR à partir de ces échantillons

caractérisés notamment par une turbidité élevée.

La séparation immunomagnétique (IM5) est actuellement la technique de référence pour la purification

des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium à partir d'eau de surface, d'eau potable et d'eaux

usées traitées (AFNOR, 2001; U5-EPA, 2001). Cette technique est également utilisée pour la détection de ces

protozoaires par PCR à partir d'eaux de rivière (Fontaine et Guillot, 2003 ; Mahbubani et al., 1998). Toutefois,

l'IMS est Sensible à des concentrations trop élevées en débris, mais aussi en fer dissous (Yakub et Stadterman

Knauer, 2000). Rimhanen-Finne et al. (2001) utilisent cette technique pour la purification de kystes à partir de

boues résiduaires à 10 i'o dans de "eau désionisée, la sensibilité de l'ensemble du protocole est alors équivalente à
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125 kystes.mV' et 20 7. des échantillans sont positifs. Toutefois, ces échantillons ne sont pas analysés par

immunofluorescence et aucun contrôle d'inhibition de la PCR n'est effectué. Fontaine et Guillot (2003) utilisent

également l'IMS pour la détection d'oocystes de Cryptosporidium et observent une diminution du rendement de

récupération lors de l'analyse d'eau de rivière. Durant nos expérimentations, l'IM5 a été évaluée pour des eaUX

usées issues des deux stations d'épuration. La turbidité trop élevée de l'eau usée de l'abattoir ne permettait pas

d'envisager son analyse par cette technique. Lors de la détection par PCR en temps réel, les concentrations en

kystes de G. lamblia abtenues suite à l'IMS se sont avérées inférieures à celles résultant du protocole combinant

la séparatian à l'acétate d'éthyle et la flottation. La modification du protocole de ITMS par une lyse directe des

kystes à partir des complexes entre les billes et les kystes pourrait augmenter la sensibilité de détection

(Fontaine et 01,,2003; Quintero-Bétancourt et 0/.,2003; Rimhanen-Finne et 0/.,2002). Toutefois, lors de notre

étude les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI étaient plus faibles après

l'IMS en comparaison avec le protocole associant la séparation diphasique et la purification sur solution de

Percoll~-saccharose.

Détection spécifique de Giardia lamblia et de ses génotypes par PCR

Suite au développement de protocoles adaptés à la détection des kystes de Giardia dans les eaux usées

par immunofluorescence et peR, nous avons analysé 12 séries de prélèvements provenant de trois sites

caractérisés notamment par l'origine de leur contamination fécale. La PCR en temps réel a permis de détecter

d'une part l'ensemble des kystes appartenant à l'espèce Giardia lamblia et d'autre part les génotypes A et B. La

détection des génotypes C et E de G. lamblia a été réalisée par PCR qualitative. Ces prélèvements ont également

été analysés par immunofluorescence en parallèle de la détection par PCR.

Au niveau de la détection par immunofluorescence, aucune différence significative n'est observée pour

les concentrations totales en kystes pour les trois sites. Concernant les concentrations en kystes dont les noyaux

sont visibles, les valeurs semblent plus élevées pour la station d'épuration de Metz, mais cette différence n'est

pas significative. Les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI sont

significativement plus faibles que les concentrations totales uniquement pour les prélèvements effectués à

l'abattoir de Metz,

Lors de l'analyse de ces prélèvements avec la PCRq-lamblia, les concentrations en kystes de G. lamblia

observées pour la statian d'épuration de Metz sont significotivement plus élevées que celles obtenues pour la

station d'épuration de Nancy et l'abattoir de Metz. Les concentrations observées par PCR en temps réel sont

significativement inférieures aux concentrations totales et aux concentrations en kystes contenant leurs noyaux

uniquement pour les eauX usées de la station d'épuration de Nancy.

Ces 12 séries de prélèvements ont ensuite été analysées de façon plus précise en effectuant la détection

des génotypes A, B, C et E. Les génotypes A et B sont pathogènes pour l'Homme mais ils sont également isolés

chez de nombreux mammifères, par contre les génotypes C et E sont considérés comme étant respectivement

spécifiques des chiens et des animaux d'élevage.
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La détectian des génotypes A et B a été réalisée par PCR en temps réel pour l'ensemble des

prélèvements. Le génoype A est alors mis en évidence dans Il prélèvements de la station d'épuration de Nancy et

dans la totalité des prélèvements de la station d'épuration de Metz. Par contre, seulement sept prélèvements

issus de l'abattoir contiendraient le génotype A. Le génotype B semble moins fréquent que le génotype A et les

valeurs observées sont proches de la limite de détection. Ainsi, nous avons observé respectivement cinq et onze

prélèvements positifs pour les stations d'épuration de Nancy et de Metz, mais aucun prélèvement positif pour les

eaux usées de l'abattoir. Les concentrations totales en kystes appartenant aux génotypes A et B de G. lamblia

sont équivalentes aux concentrations totales en kystes de Giardia lamblia observées par immunofluorescence

pour les deux stations d'épuration. Ainsi, la détection au niveau des génotypes n'entra7nent pas de sous-estimation

des concentrations en kystes lors de l'analyse des eaux usées. Lors de leur étude, Guy et al. (2003) comparent les

concentrations totales observées par immunofluorescence et par PCR en temps réel pour les génotypes A et B

dans des prélèvements d'eaux usées et concluent que les concentrations sont équivalentes pour les deux

techniques. Ces auteurs observent également des concentrations plus élevées pour le génotype B dans les six

prélèvements effectués sur deux sites. Caccio et 01. (2003) détectent également les génotypes A et B dans des

eaux usées mais utilisent la PCR-RFLP. Le génotype A est alors détecté dans les 16 échantillons provenant de

quatre stations d'épuration et le génotype B n'est détecté que dans la moitié d'entre eux. Lors d'une étude

réalisée par séquençage du gène de la TPI sur 131 échantillons d'eaux usées, Sulaiman et 01. (2004) mettent en

évidence une prédominance du génatype A qui est présent dans 85 7. des caS alors que le génotype B est détecté

dans 15 7. des prélèvements, aucun de ces échantillons ne contient ceS deux génotypes.

Concernant le génotype C, aucune amplification n'a été observée pour l'ensemble des prélèvements. La

contamination des eaux usées par ce génotype ne peut être exclue, mais peut certainement être considérée

comme mineure par rapport aux génotypes A et B. Par contre, les amorces spécifiques du génotype E ont permis

d'obtenir un signal pour 11 prélèvements provenant de l'abattoir de Metz dont la contamination est

essentiellement due à des selles de bovins. Le prélèvement négatif pour le génotype E est celui pour lequel la

PCRq-lamblia aboutit à la plus faible concentration en kystes de G. lamblia. Aucune amplification n'a été observée

pour ce génotype E à partir des prélèvements issus des stations d'épuration. Le volume d'eau usée provenant de

l'abattoir est 400 m'par jour alors que la station d'épuration de Metz reçoit un volume global de 60000 m' d'eau

usée par jour. Ainsi, les eaux usées de l'abattoir constituent moins de 1 7. des effluents traités au niveau de la

station d'épuration de Metz. La dilution des effluents de l'abattoir par les eaux résiduaires d'origine domestique

et industrielle explique certainement l'absence de détection du génotype E dans les prélèvements effectués au

niveau de la station d'épuration de Metz. Lors de l'analyse d'eaux usées contaminées exclusivement par des selles

d'animaux d'élevage, nous avons mis en évidence la présence du génotype E spécifique de ces animaux mais aussi

du génotype A pathogène pour l'Homme. Ainsi, les animaux d'élevage pourrait constituer un réservoir en kystes de

Giardia lamblia potentiellement pathogènes pour l'Homme. D'après notre étude bibliographique, 75 7. des isolats

prélevés chez des bovins correspondent au génotype E et le génotype A constitue le génotype le plus fréquent

pour les autres échantillons. Peu d'études réalisent la détection des génotypes A et B dans des prélèvements

environnementaux et aucune ne détecte d'autres génotypes de G. lamblia.
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Lors de cette étude, nous avons pu effectuer le génotypage de kystes de Giardia lamblia isolés à partir

de selles humaines. Actuellement, aucune étude ne reporte ce type d'analyse pour des cas de giardiose

diagnostiqués en France. Parmi les 41 prélèvements analysés, 26 sont des cas sporadiques de giardiose provenant

de quatre hôpitaux et 15 sont des cas regroupés, diagnostiqués à l'hôpital militaire de Metz pour lesquels la

contamination n'a pas eu lieu en fronce. En effet, les patients qui correspondent à ceS cas regroupés sont des

gendarmes de la même unité revenant d'une mission en Côte d'Ivoire.

Les amorces sélectionnées aU cours de notre étude pour le génotypage des kystes de Giardia isolés à

partir de ces différents échantillons, ont également été utilisées pour la détection par PCR en temps réel dans

les prélèvements d'eaux usées. Les résultats de ces deux PCR qualitatives ont été comparés avec ceux obtenus en

faisant appel aux protocoles publiés par Amar et 0/. (2002) et Read et al. (2004). Nos amorces et celles

proposées par Amar et a/. (2002) détectent le gène de la TPI, alors que les amorces de Read et al. (2004) sont

basées sur le gène de la GDH. Les deux systèmes d'amplification développés au laboratoire, nous ont globalement

permis d'obtenir 96 ')'. d'échantillons positifs par rapport au diagnostic par microscopie. Les deux PCR qualitatives

proposées par Amar et al. (2002) ont abouti à 92 % d'échantillons positifs, mais elles ont nécessité une

amplification par double PCR pour huit échantillons. Lors de leurs travaux, Amar et al. (2002) observent 91,5 ')'.

d'échantillons positifs pour un nombre total de 59 échantillons en effectuant la détection par semi-nested PCR.

Read et al. (2004) détectent l'ensemble des génotypes par semi-nested PCR, la distinction des génotypes est

ensuite réalisée par une étape de restriction enzymatique. Ces amorces nous ont permis d'obtenir seulement 85 ïo

de prélèvements positifs et la réalisation d'une double amplification a été nécessaire pour obtenir une

amplification pour six échantillons. Lors de l'analyse de 104 selles positives par microscopie, Verweij et al. (2004)

obtiennent 98 ')'. d'échantillons positifs à Giardia lamblia par PCR en temps réel. Guy et al. (2004) utilisent deux

PCR quantitatives utilisées dans une étude précédente pour l'analyse d'eaux usées (Guy et a/., 2003) et observent

une amplification dans la totalité des cas mais cette analyse est réalisée sur seulement 15 échantillons de selles.

Globalement, les couples d'amorces sélectionnés au laboratoire ainsi que ceux publiés par Amar et al. (2002),

permettent d'obtenir une sensibilité satisfaisante alors que la PCR ciblant le gène de la GDH (Read et a/., 2004)

semble moins performante.

Au niveau de la répartition des génotypes A et B, les résultats obtenus avec les différents systèmes

d'amplification sont concordants. Pour les cas sporadiques, nous avonS observés 36 % de kystes pour le génotype

A et 64 % de kystes pour le génotype B. D'après l'ensemble des données regroupées au courS de J'étude

bibliographique, le génotype B apparaît également comme plus fréquent avec 59 ')'. des cas sporadiques pour 12

publications. Au niveau des 15 cas regroupés, seul le génotype B est détecté. Lors de l'analyse de 24 échantillons

provenant d'une épidémie dans une crèche britannique, Amar et al. (2002) identifient également le génotype B.

De même, une autre étude reporte la présence de ce génotype B dans deux caS issus d'une épidémie d'origine

alimentaire aux Etats-Unis (Sulaiman et a/., 2003). En se basant sur les travaux de Amar et a/. (2002) et de Read

et al. (2004), nous avons également pu réaliser une analyse plus précise en détectant les sous-génotypes A-l, A

II, B-III et B-IV par restriction enzymatique. Concernant les cas sporadiques, cette analyse n'a pas abouti pour

8 % des kystes appartenant aU génotype A et pour 12 % des isolats correspondant au génotype B. Les sous

génotypes A-II et B-III représentent chacun 32 ')'. des cas et le sous-génotype B-IV constitue 20 ')'. des cos. En
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revanche, le sous-génotype A-l n'est pas détecté. Pour les cas de giardiose regroupés, seul le sous-génotype B

III est mis en évidence et semble confirmer une contamination de ces 15 personnes par à une source commune.

Actuellement, peu d'études réolisent une analyse aussi précise au niveau des génotypes. Ainsi, le protocole

proposé par Amar et al. (2002) permet de détecter les génotypes A-I, A-II et Bau cours de leurs travaux, mois

il ne distingue pas les sous-génotypes B-III et B-IV.

Une étude récente a montré une prévalence de 85 7. pour le génotype A pour des caS de giardiose

symptomatiques (n=20), alors que pour des cas asymptomatiques le génotype B est prédominant avec une

prévolence de 92 7. (n=24) (Aydin et al., 2004). Actuellement, les études prenant en compte le génotype et

l'intensité des signes cliniques sont peu nombreuses et controdictoires (Homan et Monk, 2001; Read et al., 2002).

Guy et al. (2004) expliquent les différences de prévalence des génotypes A et B par des localisations

géographiques variables suivant les populations étudiées. Dans le cadre de leurs expérimentations, ils constatent

une prédominance du génotype B dans les eaux usées et les selles humaines. Par contre, lors de notre étude, le

génotype B est plus fréquent pour les caS de giardiose sporadiques alors que l'analyse des eaux usées prélevées

au niveau des stations d'épuration de Nancy et de Metz semble montrer une fréquence et des concentrations plus

élevées pour le génotype A.

Les protocoles de concentration et de purification des kystes de Giardia ont permis d'appliquer la PCR en

temps réel à l'analyse d'eaux usées caractérisées par une turbidité élevée et de fortes concentrations en

composés inhibiteurs pour cette technique de détection. La réalisation de prélèvements sur différents sites

sélectionnés notamment en fonction de l'origine de leur contamination fécale tend à montrer que la détection du

génotype E signe une contamination due aux animaux d'élevage. La mise en évidence du génotype A dans les eaux

usées d'abattoir montre que les animaux d'élevage peuvent également être considérés comme un réservoir en

kystes de Giardia pathogènes pour l'Homme. Ainsi, la mise en évidence des génotypes A et B ne suffit pas à

caractériser une contamination d'origine humaine. Ces techniques de génotypage au niveau des kystes de Giardia

pourraient être associées à d'autres paramètres notamment la détection des bactériophages ARN-F spécifique

du génotype II , mais aussi à la mesure du coprostanol et du ratio du coprostanol (coprostanol et épicoprostanol)

afin d'évaluer l'origine humoine ou non-humaine de la contamination fécale (Blanch et al., 2004). En se basant sur

la norme AFNOR (2001) au niveau des étapes de concentration et de purification des kystes par filtration sur

cartouche et séparation immunomagnétique, l'évaluation du niveau de contamination d'eaux environnementales

faiblement turbides pourrait également être envisagée.
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Dans les pays industrialisés, les épidémies d'origine hydrique à Giardia, Cryptosparidium et plus

récemment à Toxoplasma gondii ont mis en évidence J'importance de ces protozoaires longtemps sous-estimés par

rapport aux contaminations virales ou bactériennes. Ainsi, Giardia est responsable de plus de 100 épidémies

d'origine hydrique aux Etats-Unis entre 1960 et 1994. Actuellement, il existe des méthodes de référence

destinées à la détection des kystes de Giardia à partir d'eaux potables, d'eaux de surface ou d'eaux souterraines.

Ces méthodes font appel à l'immunofluorescence au niveau de l'étape de détection des kystes, mais cette

technique indique seulement le genre et ne permet de distinguer ni les six espèces qui constituent ce genre

Giardia, ni les sept génotypes de Giardia lamblia. Par ailleurs, aucun de ces protocoles ne permet l'analyse de

matrices complexes et notamment des eaux usées, or celles-ci constituent Sans doute une des voies majeures de

contamination des resSources hydriques environnementales par ce parasite intestinal.

Les objectifs de natre étude visent à apporter d'une part des informations qualitotives avec tout d'abord

la détermination de l'espèce G. lamblia ou G. muris, puis une identification plus précise avec la recherche des

génotypes et sous-génotypes; d'autre part, des informations quantitatives concernant le niveau de contamination

de différentes matrices environnementales. Cette étude est réalisée à partir de prélèvements environnementaux

et biologiques, à savoir des eaux usées prélevées sur trois sites choisis en fonction de l'origine de leur

contamination fécale et des selles humaines positives à Giardia par microscopie provenant de plusieurs hôpitaux

français.

La première partie de notre étude, réalisée uniquement sur des suspensions purifiées de kystes, porte

Sur le développement de PCR en temps réel et de PCR qualitatives destinées à la détection spécifique de

G. lamblia, G. muris et des principaux génotypes de G. lamblia. Parmi les suspensions purifiées utilisées dans le

cadre de notre étude, les kystes de G. muris et du génotype B de G. lamblia correspondent à des souches

référencées. Concernant le génotype A de G. lamblia, les kystes ont été purifiés au laboratoire. Par ailleurs, il ne

nous a pas été possible d'obtenir des souches référencées pour les génotypes C et E, auprès d'autres équipes de

recherche. Cette première étape a permis de définir les conditions d'amplification mais aussi de valider des

systèmes PCR notamment au niveau de la sensibilité et de la spécificité qui constituent des points clés lors de

l'analyse de prélèvements environnementaux. La PCRq-lamblia n'est pas entièrement spécifique de G. lamblia

puisqu'elle permettrait également la détection de G. ardeae. Toutefois, la PCR en temps réel constitue une

technique de détection plus rapide et plus spécifique de G. lamblia en comparaison avec l'immunofluorescence. Le

niveau de sensibilité insuffisant de la PCRq-muris a conduit à son abandon pour la suite de nos expérimentations.

Au final, ceS expérimentations effectuées sur des kystes en suspensions purifiées ont abouti à la mise en place

de trois systèmes de PCR en temps réel permettant d'une part de détecter de façon globale les kystes de

G. lamblia et d'autre part les génotypes A et B pathagènes pour l'Homme, mais aussi pour de nombreux

mammifères. L'originalité de notre étude repose également sur le développement de PCR analytiques spécifiques

des génotypes C et E, isolés respectivement chez des animaux domestiques et d'élevage.

La deuxième partie de notre étude réalisée uniquement sur des prélèvements d'eaux usées visait à

développer des protocoles de concentration-purification des kystes adaptés à l'analyse par immunofluorescence
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et surtout por PCR. Les techniques de biologie moléculaire présentent les avantages majeurs d'augmenter de

façon considérable la rapidité, la sensibilité et la spécificité de détection des micro-organismes, mais sont en

contre partie sensibles à un grand nombre de composés inhibiteurs pouvant alors entraîner une sous-estimation

des concentrations en kystes dans ces échantillons. Concernant la détection par immunofluorescence, le protocole

sélectionné associe la centrifugation, la séparation FEA (Acétate d'éthyle - Formaldéhyde) et la flottation sur

solution de Percoll~-saccharose. Le protocole de purification sélectionné pour la détection des kystes par PCR se

distingue du précédent au niveau de la séparation diphasique qui utilise uniquement l'acétate d'éthyle. Le

protocole d'extraction de l'ADN est également optimisé, la répétition de l'étape de digestion des protéines et de

purification des acides nucléiques sur colonne de silice constituant la modification la plus performante lors de

l'analyse d'eaux usées. Les gradients de densité sur solutions de saccharose, de bromure de potassium ou de

Nycodenz comparés à la flottation sur solution de Percoll~-saccharose,ne permettent pas d'augmenter les

concentrations obtenues par PCR en temps réel. Les procédés testés pour une détection optimale en présence de

débris et d'inhibiteurs en combinaison avec la flottation sont les cycles de congélation-décongélation, les

ultrasons, ainsi que des composés destinés à piéger les inhibiteurs ou à limiter leur effet lors de l'étape

d'amplification. La séparation immunomagnétique (IMS) est également évaluée au cours de cette étape. Parmi les

techniques destinées à limiter la sous-estimation de la quantification par les inhibiteurs et les débris, les

ultrasons s'avèrent efficaces pour l'ensemble des prélèvements, mais aboutissent toutefois à des concentrations

plus faibles que la séparation diphasique à l'acétate d'éthyle. L'IMS, technique recommandée pour la purification

des kystes à partir de prélèvements de faible turbidité, permet d'obtenir des concentrations totales en kystes

satisfaisantes lors de l'analyse par immunofluorescence. En revanche, lors de la détection par PCR en temps réel,

elle aboutit à des concentrations plus faibles que celles obtenues suite à la flottation.

La troisième partie de notre étude, destinée à valider sur des échantillons environnementaux et

biologiques les conclusions des étapes précédentes, concerne tout d'abord la détection de l'espèce

Giardia lamblia, puis celle des génotypes A et B par PCR en temps réel et enfin celle des génotypes C et Epar PCR

qualitative.

Sur des échantillons d'eaux usées prélevés au niveau des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de

l'abattoir de Metz, les concentrations en kystes de Giardia lamblia observées par PCR en temps réel sont

globalement concordantes avec les concentrations observées par immunofluorescence. En revanche, au niveau des

génotypes, des différences sont mises en évidence entre ces trois sites où sont détectés les génotypes A, B et E

de Giardia lamblia. Concernant les génotypes A et B des différences sont observées suivant les sites. Le génotype

A est isolé au niveau des trois sites, à des concentrations légèrement plus élevées que le génotype B. Le génotype

B est moins fréquemment détecté que le génotype A au niveau de la station d'épuration de Nancy et il n'est mis

en évidence dans aucun prélèvement d'eau usée effectué à l'abattoir. Ainsi, le génotype B semble posséder un

potentiel de transmission zoonotique plus limité que le génotype A. Quant au génotype E considéré comme

spécifique d'animaux d'élevage, il est détecté uniquement dans les prélèvements effectués à l'abattoir. A l'heure

actuelle, aucune étude ne reporte la détection de ce génotype dans des prélèvements environnementaux. La
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présence de ce génotype E semble donc signer une contamination fécale d'origine animale et pourrait alors être

envisagée comme marqueur de contamination non-humaine.

Les systèmes PCR spécifiques des génotypes A et B ont également permis de génotyper des kystes de

Giardia lamblia isolés de selles humaines. Au niveau de ces échantillons, le génotype B apparaît comme nettement

majoritaire pour l'ensemble des prélèvements quelque soit leur origine. Pour ces cas sporadiques provenant

d'hôpitaux français, le génotype B représente 64 70 des cas alors que le génotype A ne constitue que 36 70 de ceS

échantillons. Concernant les cas sporadiques, les sous-génotypes A-II, B-III et B-IV ont été détectés par contre

le sous-génotype A-I n'est mis en évidence dans aucun échantillon. Au niveau des cas regroupés, seul le sous

génotype B-III est isolé ce qui conforte l'hypothèse d'une Source commune de contamination,

Ces expérimentations démontrent l'intérêt des techniques de biologie moléculaire et plus

particulièrement de la PCR qualitative et en temps réel lors de l'analyse de prélèvements environnementaux oU

biologiques. Ces techniques permettent en effet d'obtenir une réponse rapide, sensible et surtout spécifique,

tout en étant capable d'effectuer la distinction au niveau des espèces, des génotypes et des sous-génotypes, Les

outils développés et validés au cours de cette étude sur un nombre limité d'échantillons environnementaux

pourront être utilisés à plus grande échelle afin d'établir une cartographie plus large et plus précise de la

répartition des génotypes et des sous-génotypes de Giardia lamblia dans l'environnement, mais aussi d'étudier le

rôle des différents hôtes de ce protozoaire au niveau de la contamination des ressources hydriques.
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ANNEXE 1

Etude bio-infQrmaNque : Alignements des séquences avec les amorces et les sondes permettant la détection de Giardia lamblia et Giardia muris

Annexes

Amorce sens: GIAF-2

I:..lamblia-F 1 I:..lamblia-F
2 I:..lamblia-E 2 I:..lamblia-E
3 I:..lamblia-D .., I:..lamblia-D'<

4 I:..lamblia-Ç 4 I:..lamblia-Ç
5 1:.. lamblia-/> 5 1:.. lamblia-/>
6 I:..ardeae 6 I:..ardeae
7 I:..lamblia-B 7 I:..lamblia-B
8 l:..lamblia/D143 8 1:. . lamblia ID 143'
'3 l:..lamblia/L239 '3 l:..lamblia/L239

10 G. mm-is: 10 I:..m=is
11 I:..lamblia-I:. 11 I:..lamblia-I:.

1 I:..lamblia-F 1 I:..lamblia-F
2 I:..lamblia-E 2 I:..lamblia-E
'.::; I:..lamblia-D 3 1:. .lamblia-D
4 I:..lamblia-Ç 4 I:..lamblia-Ç
5 1:.. lamblia-/> 5 1:. . lamblia-/>
6 I:..ardeae b I:..ardeae
7 I:..lamblia-B 7 I:..lamblia-B
8 l:..lamblia/D143 8 l:..lamblia/D143
'3 1:.. lamblia IL239 " l:..lamblia/L239

10 G.muris 10 G,muris
11 I:..lamblia-I:. 11 I:..lamblia-I:.
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ANNEXE 2

Etude bio-informatique : Alignements des séquences avec les amorces et sondes permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia

Amorce sens: B-for

1 5. lamblia-à
2 &.lamblia-&., 5.lamblia-B"'! 5.lamblia-E
5 &.lamblia-C
6 &.lamblia-F
7 5,mioroti
8 ET. M'lJris
9 G.ardeae 1 ..

Sonde: Giardia-B

1 &.lamblia-à
2 5.lamblia-&
" &.lamblia-B"'! &.lamblia-E
~ &.lamblia-C·0

6 &.lamblia-F
7 G.microti
8 &.muris
9 G.ardeae

1

Amorce antisens : B-rev

1 5. lamblia-à
2 5.lamblia-5, &,lamblia-B"'! 5.lamblia-E
~ 5.lamblia-C,J

6 &.lamblia-F
7 &.mioroti
8 &. muris
9 &.ardeae

Amorce antisens : A-rev

1 &.lamblia-à
2 &.lamblia-&

" &.lamblia-B.'
'! &.lamblia-E
5 &.lamblia-C
6 &.lamblia-F
7 &.mioroti
R &. muris,.
9 &.ardeae

1 5. lamblia-à
:2 5.lamblia-5
:3 5.lamblia-B
4 5.lamblia-E
~

5.lamblia~C..'
6 5.lamblia-F
7 G.microti
8 G. Muris
sr G.ardeae

Amorce sens: A-for
ililliUiUiUiUilililil illililiUiliUlilliUU:liUiUilliUlllllIIliUl:llllllllll!

1 5. lamblia-à
2 5.lamblia-5
3 5.lamblia-B
'! 5.lamblia-E
5 &.lamblia-C
6 &.lamblia-F
7 ET.microti
8 &. muris
9 &.ardeae



ANNEXE 3

Etude bio-informatique Alignements des séquences avec les amorces et sondes permettant la détection des génotypes C et E de Giardia lamblia

Annexes

Giardia lamblia, Génotype C

Amorce sens: C-for

&.lamblia-à
2 &. lamblia-&
" &. lamblia-B~

4 &.lamblia-E
5 &.lamblia-C
,; &.lamblia-F
7 &.mioroti
8 &.m1Jris
'3 &.ardeae

Amorce antisens : C-rev

&.lamblia-à
2 &.lamblia-&
:3 &.lamblia-B
4 &.lamblia-E
5 &.lamblia-C
,; &.lamblia-F
7 &.mioroti
:3 &.m1Jris
'7 &. ardeae

Giardia lamblia. Génotype E

1 &.lamblia-à
2 &.lamblia-&
" &. lamblia-B'-4 &.lamblia-E
5 &.lamblia-C
,; &.lamblia-F
7 &.mioroti
8 &. m1Jris
'7 &.ardeae

1 &.lamblia-à
2 &.lamblia-&
" &.lamblia-B."
4 &.lamblia-E
~ &.lamblia-C..'
6 &.lamblia-F
7 G.microti
8 G.m1J.ris
9 &.ardeae

Amorce sens: E-for

Amorce antisens: E-rev



Publications et communications 
++++++++++++ 



LISTE DE PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 

Publications internationales 

BERTRAND, I., GANTZER, C., CHESNOT, T., SCHWARTZBROD, J. 

Improved specificity for Giardia lamblia cyst quantification in wastewater by development of a real-time 

PCR method. 

Journal of Microbiological Methods, 2004, 57, 41-53. 

MAUX, M., BERTRAND, I., GANTZER, C .. SCHWARTZBROD, J. 

Estimating Giardia cysts viability using RT-PCR. 

Water Science and Technology, 2002, 2(3),107-115. 

Communication internationale 

BERTRAND, I. et SCHWARTZBROD, J. 

Giardia cysts enumeration in wastewater characterized by foecal contamination origin : comporisan of 

concentration and purification methods. 

Poster et communication courte - IWA, World Water Congress and Exhibition, Marrakech, 19-24 

Septembre 2004. 

Communication nationale 

BERTRAND, I. et SCHWARTZBROD, J. 

Détection de Giardia lamblia par biologie moléculaire dans le milieu hydrique. 

Le fil de l'eau, Nancy, 10-12 Mars 2003. 



Prénom. Nom :

Nature de la thèse:

Isabelle BERTRAND

Doctorat de l'Universite Henri Poincare, Nancy 1
en Biologie - Sante - Environnement

VU, APPROUVE et PERMIS D'IMPRIMER N"""'\0,*;

Nancy, le .....\ il' 0..,,; ,1(. .tocS

UNIVIRSITi HENRI POINCARÉ' NANCY 1

24-30, rue Uonnois B.P. 3069 54013 Nancy cedex - Tél. 03 83 854800 - Fax 0383 854848

Adresse électronique: -- @uhp-nancy.fr



RESUME 

Dans les pays industrialisés, les nombreuses épidémies d'origine hydrique dues aux protozoaires 
ont souligné l'împortonce de ces micro-organismes longtemps sous-estimés par rapport aux bactéries et 
aux virus. Parmi ces protozoaires, Giardia lamblia est une espèce complexe composée de. sept génotypes 
dont seulement deux sont considérés comme pathogènes pour l'Homme, mais aUSSI pour de nombreux 

mammifères. Les méthodes de référence actuelles font appel à l'immunofluorescence qui autorÎse 
uniquement la détection de l'ensemble des kystes du genre Giardia. Dans ce contexte, notre étude a 
pour objectif de développer des outils permettant une détection spécifique des espèces "et des 
génotypes, puis de les transférer à l'analyse d'échantillons environnementaux et biologiques. 

La première partie de notre étude est réalisée uniquement à partir de kystes en suspensions 
purifiées. Dans un premier temps, nous avons sélectionné et validé un système de détection par PCR en 
temps réel permettant d'augmenter la spécificité de détection pour l'espèce Giardia lamblia par 
rapport à "immunofluorescence. Au-delà de la mise en évidence de cette espèce, nous avons également 
mis en place deux PCR en temps r~el assurant la détection spécifique des génotypes A et B pathogènes 
pour l'Homme, ainsi que deux PCR analytiques destinées à la mise en évidence des génotypes C'et E 
spécifiques respectivement d'animaux domestiques et d'élevage. La sensibilité, la spécificité et la 
rapidité de détection constituent les avantages majeurs de ces différents outils. 

La deuxième partie de nos travaux vise à transférer ces techniques de détection à l'analyse 
d'échantillons environnementaux suite à l'évaluation de protocoles de concentration et de purification 
des kystes. Les techniques basées sur la détection du génome sont en effet sensibles à de nombreux 
composés inhif,iteurs présents à des concentrations élevées dans les échantillons biologiques et surtout 
environnementaux, et pouvant alors entraîner une sous-estimation de la contamination par ces micro
organismes. Différentes techniques de p\wîfication basées sur la densité des éléments à purifier 
(flottation et gradient~ de densité), la séparation immunomognétique (IMS), mais aussi des procédés 
destinés à limiter l'effet des inhibiteurs dePCR lors de l'extraction des acides nucléiques ou de leur 
amplification sont_ évalués au cours de cette étape. Le protocole sélectionné suite à ces 
expérimentations comporte une concentration par centrifugation suivie par une purification des kystes 
par séparation diphasique à l'acétate d'éthyle et une flottation sur solution de Percoll™-saccharose 
(d: 1.10). L'étape d'extraction des acidès nucléiques est également modifiée ou niveau delo digestion 
de protéines et de la purification des acides nucléiques. 

La troisième partie constitue l'étape majeure de notre étude puisqu'elle concerne tout d'abord 
la détection de l'espèce Giardia lamblia suivie par une analyse plus fine au niveau des génotypes. La 
détection de l'espèce G. lamblia s'avère alors positive pour l'ensemble des prélèvements. Des disparités 
sont ensuite mises en évidence pour les génotypes. Le génotype A est ainsi isolé au niveau des stations 
d'épuration et de l'abattoir, alors que le génotype B, plus rarement mis en évidence, n'est détecté dans 
aucun échantillon provenant de l'abattoir. La détection du génotype E confirme la différence observée 
entre ces sites puisqu'II est détecté uniquement dans les eaux usées de l'abattoir et apparaît comme un 
marqueur potentiel de contamination non-humaine. Les systèmes spécifiques des génotypes A et B ont 
également permis de génotyper des kystes de Giardia lamblia isolés de, selles humaines. Le génotype B 
apparaît alors comme nettement majoritaire pour l'ensemble des prélèvements quelque soit leur origine. 
Cette première étude réalisée en Fronce permet de détecter les génotypes B et A dans 64 70 et 36 70 

• des cas sporadiques respectivement. L'analyse de cas regroupés aboutit également à la mÎse en 
évidence du génotype B. 

Ces expérimentations démontrent l'intérêt des techniques de biologie moléculaire pour une 
détection rapide, sensible et spécifique, mais aussi pour le génotypage de ce protozoaire au niveau 
environnemental et biologique. 

Mots dés Giardia, génotypage, PCR en temps réel, immunofluorescence, selles, environnement 


	AVERTISSEMENT.pdf
	LIENS




