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INTRODUCTION

L'eau représente un élément essentiel pour 1'homme. Celui-ci
T'utilise pour son alimentation, ses activités domestiques et industrielles
et la rejette sous forme d'eaux usées. Celles-ci contiennent des
polluants chimiques trés variés, ainsi que de trés nombreux micro-organismes
d'origine humaine et animale. I1 est donc nécessaire de les épurer avant
de les restituer a 1'environnement.

Dans les pays développés des traitements des eaux usées sont effec-
tivement mis en oeuvre avec comme conséquence la production de quantités
considérables de boues. Ainsi pour la communauté économique européenne,
HANNAN et COLLINS (1983) font état d'une production exprimée en matiere
séche de 6 millions de tonnes et d'une estimation de 10 a 20 millions de
tonnes pour les années 1990. Ces boues, réceptac]e'des différents pol-
luants de 1'eau en particulier des métaux lourds, détergents, micro-or-
ganismes, sont riches en composés organiques et minéraux intéressants en
vue d'une valorisation agricole. Le tableau n° 1 permet de dresser le
bilan de 1'utilisation des boues dans différents pays industrialisés
(PAHREN et al., 1979 ; PIKE et CARRINGTON, 1979 ; FELICIANO, 1982 ;
HANNAN et COLLINS, 1983 ; VINCENT et CRICHTLEY, 1983).




REPARTITION (%)
PRODUCTION | m====mmmmmmmmm e mcmcm oo
PAYS
X 1000 T M.S. Agric. | Epand Incin Mer Autre
U.K. 1.200 39 27 4 30 -
BELGIQUE 70 15 83 2 - -
DANEMARK 130 45 45 10 - -
FRANCE 840 30 50 20 - : -
ALLEMAGNE 2.200 39 49 8 2 2
GRECE 3 - 100 - - -
IRLANDE : 20 4 "~ 51 - 45 -
ITALIE 1.200 20 55 - - 20
LUXEMBOURG 11 90 10 - - -
PAYS BAS 230 60 27 2 11 0
AUTRICHE 140 peu bcp 30 - -
F INLANDE 130 40 45 - - 15
NORVEGE 55 18 82 - - -
ESPAGNE 45 60 ----20---- 2 -
SUEDE 210 60 ----30---- - 10
SUISSE 50 80 10 10 - -
U.S.A. 8.000 42 15 27 4 12

Tableau n° 1 : Production annuelle et utilisation des boues
dans différents pays industrialisés.

* Dans les pays en voie de déve]oppemen;, les ressources en eaux
sont souvent Timitées. Dans ce contexte, 1'utilisation des eaux usées
brutes a des fins agricoles est souvent réalisée avec comme conséquence
des risques non négligeables de contamination des produits destinés a
1'alimentation humaine ou animale. Si dans le domaine bactériologique et
virologique, les informations sont nombreuses, en ce qui concerne le
risque parasitaire, les données sont plus rares, plus parcellaires. II
parait donc important de pouvoir évaluer ce risque dans les meilleures
conditions et pour ce faire il est nécessaire de disposer d'un
"indicateur parasitaire" et d'une méthodologie adaptée a la mise en
évidence de celui-ci.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1 - HELMINTHES ET EAUX USEES

Les eaux usées sont susceptibles de véhiculer un grand nombre
d'helminthes parasites d'origine humaine ou animale. Dans ce chapitre,
sont successivement étudiées la diversité et les quantités de parasites
retrouvés dans les eaux usées et/ou les boues ; ces données sont ensuite
confrontées a différentes informations concernant 1'épidémiologie et la
résistance de ces parasites.

1.1 - Helminthes retrouvés dans le milieu hydrique

1.1.1 - Aspects qualitatifs

La pollution parasitaire des eaux usées résulte du rejet d'oeufs
d'helminthes avec les matiéres fécales de 1'homme ou des animaux.

Les heiminthes pathogénes excrétés avec les matieres fécales sont
regroupés dans le tableau n° 2.



REPARTITION
HELMINTHES MALADIES TRANSMISSTON GEOGRAPHIQUE
ANCYLOSTOMA DUODENALE ANKYLOSTOMOSE HOMME -»SOL - B-HOMME SURTOUT DANS CLIMATS
R CHAUDS ET HUMIDES
ASCARIS LUMBRICOIDES ASCARIDIOSE HOMME -p»-SOL - HOMME COSMOPOL ITE
CLONORCHIS SINENSIS OPISTORCHIASE HOMME OU ANIMAL --p» ASIE DU SUD-EST
R MOLLUSQUE AQUATIQUE -
_ POISSON -pHOMME
' .b‘IPiHYLLOBOTYH’RIUM * TAENIASIS HOMME OU ANIMAL - COPEPODE > FOYERS EN REGIONS
LATUS POISSON - poHOMME TEMPEREES
ENTEROBIUS VERMICULARIS OXYUROSE HOMME -D~HOMME COSMOPOLITE
FASCIOLA HEPATICA FASCIOLOSE MOUTON --p-MOLLUSQUE AQUATIQUE » REGIONS D'ELEVAGE DE
1= VEGETATION - oHOMME MOUTONS
FASCIOLOPSIS BUSKI DISTOMATOSE HOMME OU PORC --PMOLLUSQUE ASIE DU SUD-EST
INTESTINALE AQUATIQUE -pYEGETATION AQUATIQUE -p» | SURTOUT LA CHINE
. - HOMME
GASTRODISCOYDES HOMINIS PORC -B-MOLLUSQUE AQUATIQUE -3 INDE, BANGLADESH
VEGETATION AQUATIQUE -p»HOMME VIETNAM, PHILIPPINES
HETEROPHYES HETEROPHYES DISTOMATOSE CHIEN OU CHAT -p-MOLLUSQUE D'EAU, MOYEN-ORIENT
: = SAUMATRE -P»POISSON D'EAU SAUMATRE -3 | EUROPE DU SUD
, HOMME ,
HYMENOLEPTS NANA TAENIASIS HOMME OU RONGUEUR COSMOPOLITE
METAGONIMUS DISTOMATOSE CHIEN OU CHAT -MOLLUSQUE AQUATIQUE -»| ASIE DE L'EST
YOKOGAWAY POISSON D'EAU DOUCE --HOMME STBERIE
NECATOR ANKYLOSTOMOSE HOMME -3»SOL - J-HOMME SURTOUT DANS CLIMATS
AMERICANUS . CHAUDS ET HUMIDES
OPISTORCHIS 0P ITORCHOSE CHAT OU HOMME - MOLLUSQUE AQUATIQUE -p»| URSS
POISSON THATLANDE
PARAGONIMUS PARAGONIMOSE PORC, HOMME, CHIEN, CHAT OU D'AUTRES | ASIE DU SUD-EST
WESTERMANI ANIMAUX --DMOLLUSQUE AQUATIQUE - FOYERS DISPERSES EN -
CRABE OU ECREVISSE -»POISSON --p» AFRIQUE ET AMERIQUE
‘ HOMME , DU SUD
SCHISTOSOMA BILHARZIOSE HOMME - 3-HOLLUSQUE AQUATIQUE > | AFRIQUE, MOYEN-ORIENT
HAEMATOB UM | HOMME INDE -
S. JAPONICUM - BILHARZIOSE ANIMAUX OU HOMME -3>MOLLUSQUE -3 - ASIE DU SUD-EST
ST HOMME
S. MANSONI - BILHARZIOSE HOMME -3»MOLLUSQUE AQUATIQUE -3 - AFRIQUE, MOYEN-ORIENT
HOMME AMERIQUE CENTRALE ET SUD
STRONGYLOYDES ANGUILLULOSE HOMME - J»HOMME - »POISSON --p» SURTOUT CLIMATS CHAUDS
STERCORALIS HOMME ET HUMIDES
TAENIA  SAGINATA TAENIASIS HOMME - B-VACHE -JoHOMME COSMOPOL ITE
T. SOLIUM TAENIASIS HOMME -9-PORC (U HOMME) - JoHOMME COSMOPOLITE
TRICHURIS TRICHURIA TRICHOCEPHALOSE | HOMME -pSOL -B-HOMME COSMOPOLITE

Tableau n° 2 :

(d'aprés FEACHEM et al., 1983)

Helminthes excrétés dans les matiéres fécales




Dans les eaux usées et les boues sont mis en évidence différents
oeufs d'helminthes Némathelminthes
(Nématodes, Acanthocéphales) et des Plathelminthes (Trématodes-Cestodes).
Les différents genres retrouvés sont rassemblés dans le tableau n° 3.

appartenant aux classes des

CLASSE | SOUS-CLASSE FAMILLE GENRE HOTE DEFINITIF
Ascaris Homme, porc...
N Ascarididae [ -------ccccccmeo | cmccicc e
E
NEMATODES Toxocara -
M Toxascaris Chien, chat.
A ................................................
T Trichuris Homme, ruminants,
H chien, chat, porc
Trichuridae | -----—-==-r-cmce | comcmmcmcmcce e
E Capillaria Mouton, chévre,
L 1 ruminants, etc.
T T el
I Oxyuridae Enterobius Homme, rongeur,
cheval, lapin...
N ________________________________________________
T Necator
H Ancylostomidae Ancylostoma Homme
Il e I
s Strongyloidae | Strongyloides Homme
ACQnXEggE- Moniliformis Homme, rongeur
p Hymenolepididae Hymenolepis Homme, rat, souris
R N I T S
A .
T Cyclophyllidae Taenia Homme, chien, chat
H ________________________________________________
E
L CESTODES Mouton, vache,
M Pseudophyilidae | Diphyllobothrium | 1apin, homme,
.| chien, chat
I
N
T Schistosomidae Schistosoma Homme
H | = | eecccmccccmccae | cemmmmmmcm e | e
E TREMATODES Douves Fasciola Homme, mouton
S Dicrocoelium Homme, mouton

Tableau n° 3 : Différents types d'oeufs d'helminthes

retrouvés dans les boues et les eaux usées

(d'apres KONAL)1985)




1.1.2 - Concentration en oeufs d'helminthes dans les eaux
usées et les boues

Les valeurs d'oeufs d'helminthes dans les

eaux usées rapportées

dans la littérature sont groupées dans le tableau n° 4.
PARASITES
PAYS Valeurs REFERENCES
Types Moyenne L -1 exmreme L -1

AFRIQUE DU SUD ASC. TEN. TRI. 219 GRABOW et NUPEN (1972)
AFRIQUE DU SUD ASC. 19 NUPEN et VILLIERS (1975)
ALLEMAGNE DE L'EST ASC. ENT. TRI. TEN. 27 6 - 57 | KNAACK et RITSCHEL (1975)
ALLEMAGNE DE L°QUEST HELMINTHES 2200 PIEKARSKI et PELSTER 1980}
ALLEMAGNE DE L°OUEST ASC 38 FEACHEM et al. 1983)
BRESIL PARAIBA ASC. ANK. NEC. TRI. 250 - 2710 | MARA et SILVA (1978)
CAMPINO GRANDE ASC. TRI. ANK. 1490 320 - 2680 | MARA et SILVA (1986)
" ASC. TRI. ANK. 1330 MARA et al. (1987)
" ASC. TRI. ANK. HYM. 446 135 - 960 [ AYRES et al. (1989)
CANADA (ONTARIO) TRI. ASC. 40 - 120 }{ VAJDIC (1978)
FRANCE NANCY ASC. TOX. TRI. HYM. TEN. 8 STIEN et SCHWARTZBROD (1987)
INDE  NAGPUR ASC. ANK. NEC. HYM. 4 - 246 | PANICKER et KRISHNAMOORTHI (1981)
CALCUTTA . 200 - 2130 | BHASKARAN et al. (1956)
JAPON TOKYO ASC. TRI.TEN. 25 - 110 | SHEPHARD (1971)
HELMINTHES 10 - 80 | LIEBMANN (1964)
JORDANIE ASC. ANK. TRI. 362 130 - 800 | SALEM et al. (1988)
MAROC AGADIR ASC. TEN. HYM. DICRO. 4010 STIEN et SCHWARTZBROD (1987)
MARRAKECH ASC. TEN. TRI. HYM. 11 2 -« 37 ]| BOUHOUM et HIMMI (1986)
PORTO-RICO ASC. TRI. 79 ROWAN et GRAM (1959)
ASC. SCHIS. - 298 130 - 404 | ROWAN (1964)
SYRIE ALEPPO ASC. HYM. TRI. 2950 1000 - 8000 | BRADLEY et HADIDY (1981)
URSS  IRKUTSH HELMINTHES 19 SHEPHARD (1971)
MOSCOU ASC. TRI. ENT. BOTH. 1933 SHEPHARD (1971)
URSS TEN. 1 WILKENS (1981)
USA DENVER ASC. 30 WANG et DUNLOP (1954)
HELMINTHES 62 FOSTER et ENGELBRECHT (1974)
CHICAGO ASC. TOX. TEN. TRI. ENT. 2330 0 - 6330 | FOX et FITZGERALD (1977)
. 21 LARKIN et ai. (1978)

Tableau n°® 4 : Concentration en oeufs d'helminthes dans
Données bibliographiques.

les eaux usées :

ACANT. : ACANTHOCEPHALE ; ANK. : ANKYLOSTOMA ; ASC. : ASCARIS ; BOTH. : BOTRIOCEPHALE ;

DICRO. :

DICROCOELIUM ;
SCHIS. : SCHISTOSOMA ;5 TEN. : TAENIA ; TOX.

ENT. : ENTEROBIUS ; HYM. : HYMENOLEPIS ;

NEC.

: TOXOCARA ; TRI. : TRICHURIS.

: _NECATOR




Les chiffres retrouvés sont trés dispersés avec des valeurs

extrémes allant de 0 a 6330 oeufs d'helminthes par litre. Les types
d'oeufs retrouvés appartiennent aux genres Ascaris, Ankylostoma,

Diphyllobothrium, Dicrocoelium, Enterobius, Hymenolepis, Necator,

Schistosoma, Taenia, Toxocara et Trichuris. Les concentrations et les

variétés d'oeufs retrouvées sont fonction de divers facteurs climatiques,
socio-économiques et démographiques.

Au niveau des boues, les données bibliographiques ne sont pas
toujours facilement exploitables (Tableau n° 5). En effet, la nature de
1'échantillon (boues brutes, digérées, semi-déshydratées...) n'est pas
toujours précisée ; de plus les résultats sont exprimés soit par gramme
de boues humides, soit par gramme de boues séches.

v Les nombres d'oeufs retrouvés s'échelonnent de 0 a 22.638 pour
100 g de boues.
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PARASITES
PAYS TYPES DE BOUES MOYENNE EXTREME REFERENCES
TYPES o -
100 G 100 G
\LLEMAGNE DE L'EST BOUES FRAICHES TRI. TEN. ASC. ENT. 300 MULLER (1980)
ANK. STRO.
LLEMAGNE DE L'OUEST BOUES FRAICHES ASC. TRI. TOX. TEN. 396 PIEKARSKI et PELSTER (1980)
coc.
\NGLETERRE LIVERPOOL BOUES FRAICHES NEMATODES 180 CREWE (1977)
LIVERPOOL BOUES BRUTES ASC. TRI. TOX. TAS. 608 CREWE (1984)
HYM. TEN.
BOUES ASC. TRICH. TEN. 2 0- U4 |WATSON et al. (1983)
SANADA BOUES BRUTES ASC. TRI. 70 GRAHAM (1981)
LAKEVIEW BOUES DIGEREES ASC. TRI. TOX. 54
BOUES BRUTES ASC. TRI. TOX. HYM. TEN. 120 SCHWARTZBROD et al.  (1986)
RANCE BOUES DIGEREES ASC. TRI. TOX. HYM. 100 —
BOUES SEMIDESHYDRATEES ASC. TRI. TOX. HYM. 159 113 - 194 | STIEN et SCHARTZBROD (1987)
BOUES SEMIDESHYDRATEES TEN. 650 260 - 1600 | BARBIER et al. (1989)
knnoc AGADIR BOUES DECANTEES (ENTREE) ASC. TRI. TEN. HYM. 7180 STIEN et SCHWARTZBROD (1987)
! ] . DIC. SCHIS.
‘ MARRAKECY | BOVES DECANTEES (SORTIE) ASC. TRI. TEN. HYM. 1200
BOUES BRUTES ASC. TRI. TEN. HYM. 190 25 - 375 | BOUHOUM et HIMMI ( 1986)
ACAN. coOC.
BOUES FRAICHES _
\ORVEGE SANS EAUX D'ABATTOIRS Asc. gg)x(. ﬁg ENT. 51 0 - 338 | peecsTROM (1981)
AVEC EAUX D'ABATTOIRS ASC. TRI. MON. COC. 1803 10 -22638
ISa . BOUES ACTIVEES HELMINTHES 20 FOSTER et ENGELBRECHT (1974)
CHICAGO BOUES BRUTES ASC. TOX. TAS. TRI. TEN. 222
BOUES DIGEREES ASC. TOX. TAS. TRI. TEN. 321 112 - 928 | FITZGERALD et ASHLEY (1977)
BOUES BRUTES ASC. 10 HAYS (1977)
BOUES DIGEREES AscC. 5000MS* THEIS et al. (1978)
[HICAGO BOUES DIGEREES ASC. TOX. TRI. TAS. 460 ARTHER et al. (1981)
BOUES PRIMAIRES ASC. TRI. TOX. HYM. 10860MS —
BOUES SECONDAIRES ASC. TRI. TOX. HYM. 17000MS PEDERSON (1981)
BOUES PRIMAIRES ET
SECONDAIRES
SANS EAUX D'ABATTOIRS ASC. TRI. TOX. 1120
AVEC EAUX D'ABATTOIRS ASC. TRI. TOX. 8390 REIMERS et al. (1981)
BOUES DIGEREES ASC. TRI. TOX. 1440 0 -5040Ms
BOUES AsC. 282 10 - 3800 | FELICIANO (1982)
BOUES BRUTES ASC. TRI. TOX. TAS. 1 6- 21
BOUES DIGEREES
(ABROBIOSE) ASC. TRI. TOX. 10 5 - 17 | KABRICK et JEWELL (1982)
THACA BOUES DIGEREES
(ANAEROBIOSE) ASC. TRI. TOX. 10 7- 20
BOUES BRUTES AsC. 10MS WALLIS et LEHMANN (1983)

DL

Tableau n® 5

: DICROCOELIUM

SCHIS. : 3
TOX. : TOXOCARA ; TRL : TRICHURIS

MS : MATIERE SECHE.

ENT. :

: Concentration en oeufs d'helminthes dans les
boues de station d'épuration :

données bibliographiques.
(/ 100 g de boues humides sauf M S)

ENTEROBIUS ;

HYM. :

ACANT. : ACANTHOCEPHALE ; ANC. : ANKYLOSTOMA ; ASC. : ASCARIS ; COC. : COCCIDIE
HYMENOLEPIS

SCHISTOSOMA ; STRO. : STRONGYLOIDES ; TA5. s TOXASCARIS ; TEN.: TAENIA

MON. : MONEZIA

.
?
.
?
.
b
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1.1.3 - Origine des oeufs d'helminthes dans les eaux usées

La grande variété d'oeufs retrouvés et 1'importante dispersion des
concentrations dans les divers échantillons sont sous la dépendance de
plusieurs facteurs :

- le nombre d'individus et/ou d'animaux infestés

- Te nombre d'oeufs pondus quotidiennement par 1'espéce d'helminthe

- le nombre d'oeufs éliminés par gramme de matiere fécale humaine
infestée.

En ce qui concerne le nombre d'individus parasités, les informations
décrivant 1'état sanitaire d'un pays ou seulement d'une région sont
souvent trés parcellaires a 1'exception des données concernant
1'ascaridiose et 1'oxyurose (FEACHEM et al., 1983) comme le montre le

tableau n® 6.




AGE DES NOMBRE DE
PARASITE PAYS PORTEURS | PREVALENCE e AUTEURS
Helminthes ALLEMAGNE Tout age 0,8 % SCHUH et al. (1985)
Helminthes MALAISIE 39,6 % KAN (1982)
MONDE 700 - | FEACHEM et al. (1983)
1 milliard
USA Tout age 4 M | KOWAL (1985)
Ascaris AFRIQUE | Tout age | 25 - 30 % CROMPTON et STEPHENSON (1985)
CHINE 40 - 80 % FEACHEM et al. (1983)
INDONESIE 80 % ISMID et al. (1978)
USA Tout age 2 M,2 KOWAL (1985)
Tout dge 0,01 % FULMER et HUEMPFNER (1965)
Trichuris HATTT 10-14 ans 85 % RACCURT et al. (1977)
MALAISIE 33 % KAN (1982)
USA Tout ige 200 000 | KOWAL (1985)
Taenia USA 0,0005 % HAMMERBERG et al. (1978)
ANGLETERRE 80 HUGUES et al.- (1985)
USA 700 000 | KOWAL (1985)
Necator
- HATTI Tout age 24 % RACCURT et al. (1977)
Ankylostoma . . -
————— | COTE D'IVOIRE | 7-14 ans 73 % NOZAIS et al. (1979)
USA 42 M | KOWAL (1985)
Enterobius
—_— MONDE 1 Milliard | FEACHEM et al. (1983)

Tableau n° 6 :

Fréquence de quelques helminthiases

12
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Quand au nombre d'oeufs pondus quotidiennement par les helminthes,

il
tableau n° 7.

varier

fortement selon 1'espéce considérée comme 1'indique le

PARASITES

NOMBRE OEUFS / JOUR

Ascaris lumbricofides

Ascaris suum

Enterobius vermicularis
Trichuris trichijura
Taenia_saginata
Necator americanus
Ankylostoma duodenale

200 000

200 000 - 450 000

ND*
10 000 - 45 000
800 000 / Segment
200 000
200 000

REFERENCE
FEACHEM et al. (1983)
PIKE (1982)
STORM et al.  (1981)
WATSON et al. (1983)

(1985)

KOWAL

>/

ND* : non déterminé

Tableau n® 7 : Nombre d'oeufs pondus par jour chez

différentes especes d'helminthes.

Enfin le nombre d'oeufs excrétés par gramme de feces a pu 8&tre
évalué (Tableau n° 8).

Qe e
Ascaris 10* _ 3.10°
(en cas d'infections graves)
Ankylostome 1.102 - 8.102
Anguillule 10!
Trichocephale 103
Hymenolepis ?
Taenia 104
Fasciola hepatica , ?
Autres douves 102
Schistosoma mansoni 4.101

Tableau n°® 8 : Valeurs moyennes d'oeufs d'helminthes
par gramme de matiere fécale
(FEACHEM et al.,1983; PROST et BOUTIN 1989,

SHUVAL et al.,1986).
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En partant de ces données et en sachant que la quantité de matie-
res fécales émises par jour et par individu varie de 100 g (FEACHEM et
al.,1983) a 195 g (GUILHON 1972), i1 est possible d'estimer la quantité
d'oeufs effectivement rejetée dans le milieu extérieur. Ainsi un indivi-
du atteint d'ascaridiose rejettera dans le milieu extérieur au minimum
prés d'un milliard d'oeufs par an.

1.1.4 - Résistance des oeufs d'helminthes

1.1.4.1 - Dans 1'environnement

Dans 1'environnement, la résistance des oeufs d'helminthes est
trés variable selon le type d'oeuf étudié et selon la nature de
1'échantillon analysé : eaux - sol - végétaux.

i) Résistance des oeufs d'helminthes dans les eaux

Dans les eaux douces et les eaux usées, la persistance de certains
oeufs comme les oeufs d'Ascaris est évaluée de quelques mois a plus
d'une année (SHUVAL et al.,1986). Cette importante résistance est a op-
poser aux durées de survie plus breves des divers types de pathogénes
retrouvés dans les eaux douces et usées (Tableau n® 9). Elle est for-
tement dépendante de différents paramétres comme la température de
1'eau, la présence d'autres micro-organismes responsables de phénoménes
de compétition ou de prédation.

TEMPS DE SURVIE (en jours)
PATHOGENES ,
VALEUR. MOYENNE: VALEUR* MAXIMUM

VIRUS

Enterovirus inférieur a 50 120
BACTERIES o .

Coliformes fécaux inférieur a 30 60

Salmonella spp inférieur a 30 60

Shigella spp inférieur a 10 30
PROTOZOAIRES _

Entamoeba histolytica inférieur 3 15 30

(kystes)

HELMINTHES o

Ascar1?023$2;1c01des plusieurs mois supérieur a 1 an

Tableau n® 9 : Temps de survie en eaux douces et eaux usées
a 20° - 30 °C de différents pathogénes
(d'aprés SHUVAL et al.,61986).
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Dans les eaux marines, la salinité semble jouer un rdle défavora-
ble sur la survie des divers micro-organismes pathogénes excrétés
(virus, bactéries, helminthes). Ainsi selon PROST (1987), 97 % des oeufs
d'Ascaris sont tués en 2 jours en eau de mer.

ii) Résistance des oeufs d'helminthes dans les sols
Les informations concernant la survie des oeufs d'helminthes dans

les sols généralement obtenues aprés contamination artificielle mettent
en évidence (Tableau n° 10) une grande variabilité.

PARASITES CONDITIONS
ETUDIES DUREE EXPERIMENTALES REFERENCES
5 - 6 mois ‘ Hiver YOSHIDA (1920)
27 - 35 jours Eté chaud, sec RUDOLFS et al. (1951)
20 jours Temps ensoleillé
Sol sableux BEAVER (1952)
Température 30 °C :
5 - 7 ans Sol de jardin MULLER (1953)
5 mois FORSTNER (1968)
7 ans PARSONS et al. (1975)
14 ans KRASNONOS (1978)
ASCARTS | 90 j. - 7 ans GOLUEKE (1983)
Quelques semaines Sol nu WALLIS et LEHMANN (1983)
15 mois Couverture végétale | WALLIS et LEHMANN (1983)
faible
2 ans Couverture végétale | WALLIS et LEHMANN (1983)
importante
3 mois Sol avec argile . '
ot fumier O'DONNELL et al. (1984)
Température 25 °C
15 mois DUTHY et VAN SOMEREN (1947)
58 - 159 jours JEPSON et ROTH (1952)
49 - 90 jours Printemps ’
-9 - 15 jours Eté sol
53 - 64 jours Automne ombragé | NADZAFOV et CHOBANOV (1973)
TAENIA 100 - 229 jours Hiver Cité dans BUERGER (1984)
- 27 - 68 jours Printemps
4 - 8 jours Eté sol
20 - 38 jours Automne ensoleillé
73 - 207 jours Hiver
2 semaines Eté
plusieurs mois Hiver COMAN (1975)
Plusieurs mois LEVINE (1968)
TRICHURIS : 25 °C '
—_— 3 mois Sol argile + fumier O'DONNEL et al. (1984)
8 mois 25 °C O'DONNEL et _al. (1984)
TOXOCARA 2 ans +4 °C O'DONNEL et al. (1984)
- Sol argile + fumier

Tableau n® 10 : Survie d'oeufs d'helminthes dans le sol.
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Ainsi pour 1'oeuf d'Ascaris, les durées de survie s'échelonnent de
20 jours a 14 ans.

L'extréme dispersion des résultats est liée a divers facteurs
ensoleillement ou ombre, nature du sol (argile, sable...), humidité, pH,
température et sans doute a la technique de mise en évidence.

Ainsi OTTO (1929) montre que, sur sol argileux ombragé aprés 83
jours, 89 % des oeufs d'Ascaris sont retrouvés viables contre 26 %
seulement sur le méme sol ensoleillé. Quant a 1'influence de 1'humidité,
elle a été étudiée par le méme auteur sur différents types d'oeufs
d'Ascaris (cheval, chien, homme et porc) ; des atmosphéres avec une
humidité s'échelonnant de 40 % a plus de 80 % sont nécessaires pour
obtenir 1'embryonation. En ce qui concerne la composition physique et
chimique des sols, la propriété des sols qui influence le plus fortement
et le plus directement le développement et la survie des oeufs d'hel-
minthes est la capacité de rétention de 1'eau. Celle-ci dépend de 1la
texture du sol qui va des particules colloidales d'argile (inférieur a 2
u) aux graviers en passant par les particules de limon (2 a 50 u) et
par les sables (50 p a 2 mm). Les sols argileux sont lourds et absor-
bants tandis que les sols sableux sont légers, aérés et retiennent peu
d'eau. L'Ascaris semble s'embryonner de préférence sur les sols argileux
plutdt que sur les sols sableux. Aux USA, BEAVER (1952) explique ainsi
la fréquence plus grande de 1'Ascaris en-lLouisiane argileuse (418
oeufs/g de sol) par rapport a la Géorgie sableuse (54 oeufs/g de sol)
alors que les deux régions ont un climat comparable. En cas de pluies,
la densité des oeufs d'Ascaris (d = 1,11) les fait sédimenter plus
rapidement que les particules d'argile qui en se déposant au-dessus,
constituent une couche protectrice. En ce qui concerne la température,
le pourcentage d'oeufs retrouvés est inversement proportionnel a la tem-
pérature (O'DONNELL et al., 1984).

iii) Survie des oeufs d'helminthes sur les végétaux
Globalement la survie des micro-organismes pathogénes sur les vé-

gétaux est trés variable (Tableau n° 11) selon 1le type d'organismes
étudiés.
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MICRO-ORGANISME
PATHOGENE MOYENNE MAXIMUM
Bactéries 1 mois 6 mois
Virus 1 mois 2 mois
Protozoaires ‘ 2 jours 5 jours
Helminthes 1 mois 5 mois

Tableau n°® 11 : Survie de différents types de micro-organismes
sur les végétaux (KOWAL 1982).

En réalité, des différences importantes existent entre les diffé-
rents espéces parasitaires : certains helminthes présentent une
résistance exemplaire (Taenia et Ascaris), d'autres ont une durée de vie

beaucoup plus courte.

Les études se rapportant aux végétaux peuvent &tre subdivisées en
2 parties :

- la premiére traitant pilus particuTiérement du probléme des four-
rages et des prairies avec essentiellement la recherche d'oeufs de T.

saginata.

- la seconde s'intéressant aux végétaux destinés a 1'alimentation
humaine avec la recherche des oeufs d'Ascaris.

. Alimentation animale et oeufs de Tenia

Différentes études (BUERGER 1984, KOWAL 1985) montrent que sur des
prairies ol sont effectués des épandages de boues et d'eaux usées, des
oeufs de Tenia peuvent &tre retrouvés. Leur survie est inversement pro-
portionnelle a la température, si les températures sont supérieures a O
°C. Ces oeufs peuvent survivre de 6 a 12 mois en atmosphére humide, en

période de sécheresse leur survie n'excéde pas 2 mois (Tableau n° 12).



TYPE DE TEMPERATURE OU SURVIE
PAYS PRELEVEMENT SAISON (JOURS) REFERENCES
ALLEMAGNE )
- RDA HERBE 180 | HAJDOK et al. (1969)
ENSILAGE 10 °C 80 | ENIGK et aT* (1969)
. RFA PRAIRIE PRINTEMPS 160 | LIEBMARN (1964)

PRAIRIE PRINTEMPS 108 | WILKENS (1981)
HERBE JUTLLET-SEPTEMBRE 57 | PENFOLD et al. (1936)

AUSTRALIE PRAIRIE 100 | PENFOLD — (1937)
HERBE £TE 9 | GRAHAM (1981)

CANADA HERBE AUTOMNE 34
HERBE ETE 58

DANEMARK HERBE HIVER 159 | JEPSEN et ROTH* (1949)

GRANDE BRETAGNE | PRAIRIE AUTOMNE 30 |Mc PHERSON et al.  (1978)

KENYA PRAIRIE 365 | DUTHY et VAN SOMEREN (1947)
FOIN HIVER 210 | SHEPELEV* (1961)
HERBE HIVER (-16 °C a 10 °C) 30 | ABBASOV* (1965)
HERBE ETE 60

URSS PRAIRIE PRINTEMPS 50 - 200 | RABAGEWA* (1966)
PRAIRIE PRINTEMPS 7 - 93
PRAIRIE ETE 35 - 45 | ARKHIPOVA* (1977)
PRAIRIE AUTOMNE 80 - 97
PRAIRIE HIVER 128 - 142

USA FOIN 1-30 °C 22 | LUCKER et DOUVRES*  (1960)
PRAIRIES 180 | CHANDLER et READ  (1961)

Tableau n° 12 : Durée de survie des oeufs des Taenia sur

herbe et ensilage

* Cité dans FEACHEM et al.,(1983).
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. Survie des oeufs d’'helminthes sur les végétaux
destinés a la consommation humaine

Les informations concernant la contamination des fruits et 1égumes
par les oeufs d'helminthes a la suite d'irrigation avec des eaux usées
ou aprés utilisation de différents agents fertilisants naturels sont peu
nombreuses, peu récente§)en provenance essentiellement des pays de 1'Est
et de 1'Extréme Orient (Tableau n° 13).

TYPE D' IRRIGATION

TYPE ET NIVEAU

PAYS OU DE FERTILISATION VEGETAUX DE CONTAMINATION REFERENCES
FUMIER + CHOU 100 %
MATIERES FECALES + SOL (;HINOIS ECHANTILLONS POSITIFS | [SHIKAWA (1929)
' éﬁﬁﬂﬁg% : gﬁ é YOSESATO et SUMI (1932)
CHINE RADIS 43 %
TOMATE 0%
s FECALES R 0% WINFIELD et YAO (1937)
COREE | GADOUE LEGUMES VERTS | 38 OEUFS ASCARIS/100 6 | cyuor (1670)
DU SUD CAROTTE 0,6 OEUFS ASCARIS/100 G
EAU USEE JUSQU'A CONCOMBRE, TOMATE 36 % OEUFS
RECOLTE CAROTTE ASCARIS VIABLES | VASSILKOVA* (1941)
EAU BRUTE TOMATE, CONCOMBRE 20 OEUFS/100 G
VEGETAUX VASSILKOVA* (1950)
EAU_USEE TOMATE, CONCOMBRE 3 OEUFS/100 G
APRES SEDIMENTATION VEGETAUX
URSS 98 % POSITIFS
(ASCARIS 94 %
EAU BRUTE LEGUMES TRICHURLS 5 % | BIZIULEVICIUS*  (1954)
: ENTEROBIUS 1 %)
PAS IRRIGATION LEGUMES 9 - 16 % POSITIFS BIZIULEVICIUS*  (1954)
APPLICATION GADOUE FRUITS 71 % POSITIFS
PAS APPLICATION GADOUE FRUITS 25 % POSITIFS ROSENBERG™ (1960)
EAU USEE LEGUMES 6 % POSITIFS DUNLOP et WANG  (1961)
, CHOU 0%
SALADE 2 % POSITIFS
USA CAROTTE 2 -4,1%posiTIFs | RUDE et al. (1984)
RADIS 2,1 - 4.3 % POSITIFS
£PINARDS 9.8 % POSITIFS

Tableau n°® 13 : Niveau de contamination de
végétaux comestibles

* Cité dans FEACHEM et al.,(1983).
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Ainsi les travaux de VASSILKOVA (1941-1950), BIZIULEVICIUS (1954),
ROMANENKO (1969), ROSENBERG (1960) cités par FEACHEM et al. (1983) font
état d'une contamination importante et systématique de divers végétaux
comestibles aprés irrigation en surface avec une eau usée brute ou ap-
plication de gadoue. Le taux de contamination chute si 1'irrigation ou
1'application de gadoue est stoppée, si 1'eau usée brute subit une sédi-
mentation, si 1'irrigation est effectuée par voie souterraine. En Asie,
les résultats sont parfois contradictoires ; ainsi ISHIKAWA (1929),
YOSESATO et SUMI (1922) ont des pourcentages de positivité en oeufs
d'Ascaris s'échelonnant de 17 % a 100 % selon les légumes, alors que
WIENFIELD et YAO (1937) n'ont retrouvé aucun oeuf d'Ascaris apres re-
cherche dans les eaux de lavage de 274 kg de 1égumes provenant d'un
marché Tocal.

Quant aux travaux américains, ceux de DUNLOP et WANG (1961) font
état de 6 % de légumes contaminés avec des oeufs d'Ascaris et ceux de
RUDE et al. (1984) de 0 % pour les choux a 9,8 % pour les épinards.

Une mention spéciale doit étre faite pour les travaux réalisés
avec contamination artificielle. Ainsi, RUDOLFS et al., (1951) ont
arrosé’ laitues et tomates avec des suspensions contenant 20 000 oeufs

d'Ascaris de porc par millilitre (Tableau n°® 14).

TOMATES LATTUE
contamnaTion | " ASCARLS 7 VIRBILITE cgﬁ%ﬁnﬂlﬁf\ﬁgN " ASCARLS 7 VIRBILITE
(JOURS) TOMATE (JOURS) PLANT :
1 3.700 98 % 3 17.250 38 %
19 760 31 % 19 10.300 7%
27 290 0% 35 3.150 0%

Tableau n° 14 :

Survie des oeufs d'Ascaris suum sur

tomates et laitues
(d*aprés RUDOLFS et al., 1951)
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Sur les tomates et laitues artificiellement contaminées, il est
constaté une chute importante du nombre des oeufs aprés 27 a 35 jours.
L'étude menée secondairement sur la viabilité de ces oeufs montre
qu'elle a entitrement disparu au bout de ce délai. I1 faut toutefois
souligner que la période de développement des laitues peut &tre
inférieure a 35 jours et selon les auteurs, la transmission d'oeufs
pourrait donc s'effectuer par cette voie. Cependant, i1 faut préciser
que cette étude a été réalisée dans un pays a climat sec, les
conclusions ne peuvent en aucun cas &tre extrapolées a des contrées

soumises a un climat tropical humide.

JACKSON et al., (1978) ont analysé des radis (feuilles et racines)
et des laitues irrigués avec une eau usée contaminée artificiellement
avec des oeufs d'Ascaris de porc (Tableau n° 15).

) R NOMBRE NOMBRE
DELAI APRES NOMBRE NOMBRE

CONTAMINATION | OBUFS ASCARIS| OEUFS ASCARIS| np\ec”ascaRTS| OEUFS ASCARIS

(ouRe) O | /50 FEULLLES | / 50 FEUILLES | % ‘e o

DE LAITUE DE RADIS L

1 520 11.400 3.000 592

6 150 3.000 430 67

21 0 0 0 60

Tableau n°® 15 : Nombre d'oeufs d'Ascaris retrouvés

sur les radis, laitues et sols
(d'aprés JACKSON et al.,1978).
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Des oeufs d'Ascaris sont retrouvés seulement pendant 6 jours sur
les 1égumes et 21 jours dans le sol. Les auteurs insistent sur le fait
que la persistance des oeufs est trés 1iée aux conditions climatiques et
que les techniques de quantification des oeufs ne sont pas d'une grande
sensibilité pour les faibles valeurs. Ainsi dans un travail de contami-
nation artificielle réalisé sur des fraises, ils montrent que pour dés
concentrations en oeufs inférieures a 1 oeuf par gramme, les résultats
sont faussement négatifs dans 4 expériences sur 10 (Tableau n° 16).

9% DE RECUPERATION .
NOMBRE D'OEUF> FAUX NEGATIFS

ENSEMENCES /G | ya EURS MOYENNES | VALEURS EXTREMES

0,8 20 0 - 100 4/10
8 14 ' 8 - 28 0/10°
80 26 15 - 39 0/10

Tableau n® 16 : Récupération d'oeufs d'Ascaris
(d'aprés JACKSON et al,1978).

En conclusion, malgré la dispersion des résultats obtenus, il faut
cependant souligner la résistance importante de 1'oeuf d'Ascaris sur le
sol et les végétaux par comparaison aux divers types de pathogenes
excrétés par 1'homme ou 1'animal (Tableau n° 17).

SURVIE (JOUR)

TYPE DE dans le sol sur les récoltes
PATHOGENE

Moyenne Maximum Moyenne Maximum

Protozoaire 10 20 3 10

Bactéries (Salmonelle) 80 > 100 25 50

Virus 30 110 15 60

Ascaris (oeufs) <180 > 300 25 60

Tableau n° 17 : Survie des différentes catégories de pathogénes
dans le sol et sur les récoltes
(d'aprés CROSS et STRAUSS 1985).
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1.1.4.2 - Comportement des oeufs d'helminthes au

cours des différents traitement d'épuration

.

I1 est 1ié a certaines caractéristiques physico-chimiques de ces
oeufs : aptitude a sédimenter, résistance au pH, a la température, aux

divers agents chimiques.

Ainsi pour les principaux oeufs d'helminthes a partir de leur
forme, leur taille et leur poids spécifique, leur vitesse de sédimentation
peut &tre calculée en utilisant la loi de Stokes (Tableau n° 18).

FORME VITESSE
PARASITE TAILLE um PRESUMEE DENSITE vt cm/sec SEDIMENTATION m/h

Ascaris ..
Tumbricoides 55 x 40 | sphérique 1,11 0,0181 0,65
Ankylostome 60 x 40 | sphérique 1,055 0,0108 0,39
Taenia saginata 36 sphérique 1,1 0,0074 0,26
Irichucls 22 x 50 | cylindrique | 1,15 | 0,04261 1,53
Schistosoma 50 x 150 | cylindrique 1,18 0,3386 12,55

Tableau n°® 18 :

Vitesse de sédimentation théorique des oeufs

d'helminthes dans 1'eau
(d'apres SHUVAL 1977).

I1 faut souligner Tles grandes variations des vitesses de
sédimentation avec 12,55 m/h pour les oeufs de Schistosoma et seulement
0,26 m/h pour les oeufs de Taenia qui sont a prendre en compte dans des
systemes de traitement d'eaux usées avec étape de sédimentation (Tableau

n® 19).
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DUREE DE % D'ELIMINATION
TYPE D'OEUF SEDIMENTATION DES OEUFS REFERENCE
(en heure) DE L'EAU
T. saginata 2 68 L IEBMANN 1964
- 239103z 3 89
T. saginata 1-2 98 NEWTON et al. 1949
T. saginata 3 100 CRAM 1943
Ascaris 0,5 100 CRAM 1943
Tableau n° 19 : Vitesse de disparition des oeufs
d'helminthes dé 1'eau usée
Dc méme 1'étude de 1'influence de la température a permis de
définir en fonction du temps une "zone de sécurité" (Figure n° 1).
0 4 ]
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X : 100 % destruction des oeufs d‘Ascaris
0 : Moins de 100 % de destruction des oeufs d'Ascaris

Figure n° 1 : Influence du temps et de la température

sur la survie des oeufs d'Ascaris
(d'apres FEACHEM et al., 1983).
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Enfin les oeufs d'Ascaris présentent une grande résistance a
divers composés chimiques ( Tableau n° 20).

REFERENCE CONDITIONS RESULTATS
CRAM 1943 { . 10 h. dans 1'acide Perte de la
carbonique a 5 % possibilité de
. 5 h. dans le Crésol | s'embryonner
al3%
GALLI-VALERIA 1950 | . Acides a 50 % Peut
cité dans (H2504, CH3COOH) s ‘embryonner

THEVENOT _1988 . Acétate de cuivre

as0%
. Formol a 50 %

HAYS 1977 | . Formol & 10 % Larve observée
pendant plusieurs
jours

Tableau n° 20 : Résistance des oeufs d'Ascaris
a divers produits chimiques in vitro.

En fait, ces milieux chimiques hostiles ont été expérimentés in
vitro, ce qui ne permet pas une extrapolation sur le terrain.

Pour la chaux largement utilisée pour stabiliser les boues,
1'action ovicide est fonction du pH et du type d'oeufs d'helminthes.

Pour les oeufs de Tenia, a pH 11, et aprés un temps de contact de
48 heures, il semble se produire une altération de la coque sans
toutefois compromettre la viabilité de 1'embryon (CREWE et OWEN 1979).

b

En revanche a pH 11,5, les oeufs peuvent &tre altérés.
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Les études menées par STORM et al., (1981) ont montré une
décroissance de 78 % d'oeufs d'Ascaris viables au bout de 2 a 4 mois de
stockage dans des boues stabilisées a Ta.chaux.et celles-de HUGUES et al.,
(1985), une réduction de 96 % de 1'infectivité testée par passage sur
1'animal dans les mémes conditions. Enfin une étude plus récente (SCHUH
gE_gJ.,1985) démontre que la destruction des oeufs d'Ascaris ne serait
obtenue qu'aprés'Z mois a pH 12,5 (Tableau n° 21).

TEMPS D'EXPOSITION pH INITIAL pH INITIAL pH INITIAL
(semaines) 7,7 10,6 12,5
1 41 39 39
3 50 44 39
5 54 44 38
8 43 45 17
9 48 44 3,5
13 52 57 4,5
16 56 4 1,5

Tableau n® 21 : Efficacité du chaulage sur le développement
des oeufs d'Ascaris suum (en % des oeufs

développés au stade larvaire apres 4 semaines
d'incubation a 19 °C)
(d'aprés SCHUH et al.,1985).

En fonction de ces données et de mesures effectuées sur le
terrain, i1 est possible de définir les performances des différentes
étapes de 1'épuration des eaux usées dans 1'élimination des micro-organismes
pathogénes (Tableau n° 22).
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PROCESSUS

DE TRAITEMENT VIRUS BACTERIES | PROTOZOAIRES | HELMINTHES
Sédimentation
primaire 0-1 0-1 0-1 0-1
Fosses
septiques 0-1 1-2 1-2 1-2
Lits
bactériens 0-1 0-2 0-1 0-1
Boues
activées 1-2 2 -3 1-2 1-2
Bassins de
stabilisation 2 -4 x4 - 6 4 - 6 4 -6
(20 j - 4 bassins)

4* = 99,99 % de réduction

Tableau n°® 22 :

Efficacité des différents procédés

de traitement sur la disparition des

pathogénes entériques
(en unité Log 10)
(d*aprés SHUVAL et al., 1986).

2 - EVALUATION DU RISQUE INFECTIEUX

Avant de tenter d'évaluer le risque, il est nécessaire de le

définir.

2.1 - Définition et caractéristiques du risque

Trop souvent,

1'isolement d'agents pathogénes

(parasites,

bactéries, virus), dans les boues, dans 1'eau d'irrigation, sur les sols

ou les récoltes est pris comme 1'indication d'un risque pour la santé de

ceux qui entreraient en contact avec 1'élément souillé (BOUTIN 1981 -

1982).
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Ce type de démarche est jugé abusif par les épidémiologistes (BLUM
et FEACHEM, 1985 ; PROST 1987) qui préférent distinguer les niveaux de
risque suivants :

- le risque théorique évaluant une présence-absence de micro-organismes
est une étape d'indentification du risque, mais ne doit pas &tre
assimilé au risque ;

- le risque expérimental intégre la notion de quantité suffisante
de micro-organismes dans le milieu a une concentration compatible avec
la dose infectante de chacun d'eux.

La dose minimale infectante (D.M.I.) est une notion de nature
statistique, variable selon les individus et les circonstances. Les
oeufs d'helminthes sont des micro-organismes pathogénes a faible D.M.I.
(BOUTIN 1982). Si PIKE.EE_EE';(1983) rapportent que la D.M.I. est en
moyenne de 100 pour les oeufs d'Ascaris, d'autres auteurs observent
qu'un seul oeuf peut infester s'il est ingéré par 1'homme (KOWAL 1985 et
SHUVAL et al., 1986). Pour GUNNERSON et al., (1985), la D.M.I. varierait
de 1 a 100 oeufs. Cependant, comme les symptdmes des helminthiases sont
liés a la dose, les pauci-infestations sont souvent asymptomatiques.

A 1'inverse, dans la plupart des infections bactériennes, la dose
minimale infectante est beaucoup plus importante. Par exemple pour les
salmonelles, KOWAL (1985) indique une concentration de 105 et 108 et
'GUNNERSON et al., (1985), de 10° a 10%. Les valeurs de la D.M.I. de

différents agents pathogénes sont rassemblées dans le tableau n°® 23.



MULTIPLICATION DOSE
AGENTS LATENCE SURVIE DANS INFECTANTE
L ' ENVIRONNEMENT DI 50 *

VIRUS
Enterovirus 0 3 mois non < 100
(y compris Polio,
Echo et Coxsackie)
Hépatite A 0 ? non ?
Rotavirus 0 ? non ?
BACTERIES
Colibacilles 0 3 mois oui + 10°
E;;ﬂ?UE]]a 0 2 mois oui 107
Autres Salmonella 0 2 - 3 mois oui 106
Shigella 0 1 mois oui 104
Campylobacter 0 7 jours oui 106
Cholera 0 1 mois oui > 108
'é%%élgég]itica 0 3 mois oui 109 ?
Leptospires 0 7 jours non faible
PARASITE
Amibe dysentérique 0 25 jours non 10 a 100
Giardia 0 25 jours non 25 a 100
Balantidium 0 20 jours ? non 25 3 100
K;Earis 10 jours > 1 an non quelques unités
Ankylostome 7 jours 3 mois non
Anguillule 3 jours 3 semaines dui
Trichocéphale 20 jours 9 mois non quelgues unités
Hymenolepis 0 10 jours non
Taenia 2 mois 9 mois non
Fasciola hepatica 2 mois 4 mois oui quelques unités
Autres douves 6 a 8 semaines | vie de 1'hbte oui quelques unités

* DI 50 : dose suffisante pour provoquer 1'apparition de symptdmes
cliniques chez 50 % des individus soumis au test.

Tableau n® 23 : Caractéristiques épidémiologiques des principaux
agents pathogénes des eaux usées (valeurs moyennes

tirées de la bibliographie)
(d'aprés PROST et BOUTIN 1989).
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- Enfin le risque réel observé par 1'épidémiologiste est le risque
de contracter la maladie. A ce niveau vont intervenir des déterminants
d'environnement physique et social, des notions d'immunité individuelle
acquise, un ensemble de facteurs de susceptibilité ou de résistance qui
vont modifier 1'expression du risque expérimental.

A partir de ces informations, les propriétés de 1'hdte et de
1'agent pathogéne influengant la séquence des événements entre la
présence de micro-organismes dans les excreta et une infection humaine
mesurable attribuable & cette présence, peuvent &tre regroupées sur la
figure n° 2 :

Charge excrétée (quantité de pathogénes excrétés)

latence (= temps entre excrétion et infectivité)
multiplication (= capacité a se multiplier dans environnement)
persistance (= survie des pathogénes dans environnement).

\

Dose infectieuse appliquée sur sol, dans eau

persistance (survie des pathogénes au traitement d'épuration)
hote intermédiaire

type de pratique (irrigation-épandage...)

type d'exposition (voie digestive, voie aérienne...).

\J
Dose infectieuse atteignant 1'homme

. type et niveau d'immunité humaine
. comportement humain.

/
Risque de maladie ou d'infection

autres voies de transmission

y
Impact sur la santé publique.

Figure n® 2 : Etapes entre 1'excrétion d'agents pathogénes
et la pathologie chez 1'homme
- (d'aprés BLUM et FEACHEM 1985, BLUMENTHAL 1988).
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2.2 - Enquétes épidémiologiques

Elles ont étudié le risque pour différentes catégories de person-
ne :
/
- personnel en contact avec eaux usées et boues résiduaires, égou-

tiers, préposés de station de traitement, ouvriers des champs d'épandages...
et leur famille

- consommateurs de produits alimentaires (légumes irrigués avec
eaux usées, bovins élevés sur patures irriguées par des produits d'épan-
dage)

- résidents au voisinage d'installations utilisant des eaux usées.

Ces enquétes épidémiologiques nombreuses ont fait 1'objet d'une
étude exhaustive par SHUVAL g}_g].,(1986). Au niveau des affections vira-
les et bactériennes, les observations épidémiologiques sont pauvres,
1'épidémie de choléra a Jérusalem (1970) représentant 1'exception. Au
cours de cette épidémie, le vibrion cholérique a été mis en évidence
dans les eaux d'égout servant a 1'irrigation et sur quelques 1égumes ;
1'incidence de la maladie diminuant immédiatement aprés 1'interdiction
de 1'irrigation par eaux d'égout et la destruction de toutes les surfa-

ces maraichéres suspectes.

Au contraire des études bactériologiques et virologiques, les évi-
dences épidémiologiques dans le domaine parasitaire (Nématodes
essentiellement) sont nombreuses.

La survenue d'épidémie de cysticercoses chez les bovins élevés sur
des patures irriguées par des produits d'épandages (eaux usées et boues
résiduaires) a été décrite par de nombreux auteurs.
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Délai entre
épandage et pdaturage

Nombre de kystes de
Taenia saginata / animal

b - 6 semaines
9 - 10 semaines

18 semaines

141
11
0

Tableau n° 25 : Influence du temps d'attente ehtre

1'épandage et le pdturage sur la prévalence

de la cysticercose animale
(selon WILKENS 1981).

Au Canada Mac ANINCH (1974), en Ecosse Mac PHERSON et al., (1978)
et COLLIER et REILLY (1984), en Virginie HAMMERBERG et al., (1978), au
Danemark NANSEN et HENRIKSEN (1986), ont fait des observations similai-
res quant 3 la survenue d'épidémies de cysticercoses chez le bétail.

De méme, il est constaté une augmentation de 1'ascaridiose chez

les consommateurs de légumes verts irrigués avec des effluents bruts.

Ainsi a Darmstadt, le marafchage sur champs d'épandage entre 1945 - 1948

fut responsable d'une épidémie d'ascaridiose avec des prévalences supé-

rieures 3 90 %, tandis que des taux inférieurs a 5 % étaient observés

dans les autres villes allemandes ol les effluents étaient préalablement

traités (Figure n°® 3).
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Figure n° 3 : Irrigation des cultures maraficheres avec des

eaux usées et prévalence de 1'ascaridiose a
Darmstadt et dans différentes villes d'Allemagne
(d'aprés BAUMHOGGER 1949)

Chez les prisonniers de Tara au sud du Caire, on a pu observer
entre 1925 et 1930, la diminution progressive de la prévalence de
1'ankylostomose et de 1a bilharziose avec la durée d'incarcération et en
revanche une trés forte incidence de 1'ascaridiose (Figure n° 4).
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Figure n® 4 : Prévalence des infections parasitaires
a la prison de Tara
(d'aprés KHALIL 1931).
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La régression des deux premiéres est due a 1'isolement des prison-
niers a distance des lieux de contamination et la forte incidence de la
seconde a 1'existence d'une ferme carcérale irriguée avec les effluents
bruts de la prison et d'ol provenaient les légumes consommés. Enfin a
Jérusalem, la prévalence de 1'ascaridiose était d'environ 35 % avant
1947. A cette date, la coupure politique du pays sépara la ville de sa
source d'approvisionnement maraicher irriguée par un des principaux
égouts collecteurs. De 1948 a 1966, 1'ascaridiose devint rare (moins de
1 % d'individus atteints). Le retour de la région sous une autorité
unique en 1967 ayant rétabli les anciens circuits commerciaux, on
assista entre 1968 et 1970 a un retour de 1'ascaridiose avec environ 12
% d'individus infectés (Figure n°® 5).

~
o
L

w
o
|

o
{

% échantillon de selles positifs
v -
|

ot B S - §§§I SO

1935- 1948- 1968-  1975-
1947 1966 1970 1982

Figure n°® 5 : Relation entre les pourcentages d'échantillons
de selles positifs en Ascaris dans la population
de Jérusalem et 1'irrigation maraichére avec des
eaux brutes
(d'aprés JJUMBA MUKABU et GUNDERS 1971).

En fonction de ces informations, une nouvelle hiérarchie des ris-
gues sanitaires a été établie (Tableau n° 26).
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CLASSE DE PATHOGENES

AUGMENTATION DE FREQUENCE
D'INFECTION OU DE MALADIE

NEMATODES INTESTINAUX

. ASCARIS

. TRICHURIS

. ANKYLOSTOME
. NECATOR

ELEVEE

INFECTIONS BACTERIENNES
DIARRHEES : CHOLERA, TYPHOIDE

+ BASSE

INFECTIONS VIRALES

. DIARRHEES
. HEPATITE A

MOINDRE

INFECTIONS A TREMATODES CESTODES

. SCHISTOSOMIASE
. CLONORCHIASE
. TAENIASIS

ELEVEE A NULLE;DEPENDANT
DES CIRCONSTANCES LOCALES

Tableau n°® 26 : Risques sanitaires relatifs 1iés a 1'utilisation

d'eaux usées en agriculture et aquaculture
(Rapport ENGELBERG 1985).

3 - LES DIFFERENTES LEGISLATIONS

Diverses réglementations ont été élaborées depuis une vingtaine
d'années au sujet de 1'utilisation des boues résiduaires et des eaux

usées.

* En ce qui concerne les boues de station d'épuration, une alterna-
tive s'offrent aux utilisateurs potentiels :

. soit employer des boues correctement pasteurisées

. soit respecter un délai suffisant entre 1'épandage des boues

et la mise en culture ou en paturage.
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La premigre option avec 1'étape colteuse de pasteurisation a été
rarement choisie.

La deuxieme option a fait 1'objet d'une directive européenne
(86/278 EEC). Cette directive instaure un délai minimum de 3 semaines
entre 1'épandage des boues et la mise en paturé du bétail. Elle recom-
mande une période de 10 mois de délai dans le cas de cultures de fruits
et de légumes en contact direct avec le sol exception faite des arbres
fruitiers.

3

* Pour les réutilisations des eaux usées traitées, les normes mi-
crobiologiques étaient jusqu'ici trés restrictives. Ainsi la norme cali-
fornienne 1968 impose pour 1'irrigation de surface des produits maraf-
chers une teneur inférieure a 2,2 coliformes totaux par 100 ml et moins
de 23 coliformes totaux par 100 ml pour 1'irrigation des terrains de
golf, des parcs publics, des paturages.

En 1971, un groupe d'experts de 1'0.M.S. recommandait que 1'irri-
gation de produits maraichers ne puisse se faire qu'avec des eaux dans
lesquelles la concentration en coliformes totaux était inférieure a
100/100 m1 dans 80 % des échantillons (0.M.S. 1973). Pour comparaison,
i1 faut rappeler que la norme de qualité recommandée par 1'0.M.S. (1985)
pour 1'eau de boisson est de 3/100 ml et que la réglementation frangaise
des eaux de baignade prévoit des nombres guides de 500 coliformes. totaux
et 100 coliformes fécaux/100 m1 avec des tolérances jusqu'a respective-
ment 10.000 et 2.000 / m1. ’

Les réglementations apparafssent a la fois inutilement séveres en
matiere bactérienne et gravement insuffisantes dans le domaine des pa-
rasites. Par ailleurs, elles sont largement ignorées car ces niveaux ne
peuvent &tre atteints que par des technologies hors de portée pour des
raisons techniques ou financigres. De plus,une étude réalisée sous
1'égide de 1'0.M.S. a montré que plus de 60 % des riviéeres d'Europe,
d'Asie et d'Amérique du sud faisant partie d'un réseau de surveillance
depuis 10 ans véhiculaient plus de 10 coliformes fécaux/100 ml (WHO
1987).
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Dans ces conditions, il devenait illogique d'exiger pour les eaux
usées a usage agricole un degré de pureté supérieur a celui que 1'on
exige des eaux de baignade ou a celui que 1'on accepte d'eaux dites
naturelles.

De plus les diverses réglementations existantes ignoraient le
risque parasitaire alors que les études épidémiologiques ( § 2.2) ont
montré qu'il est, sinon le seul, du moins le principal risque auquel
1'utilisation d'eaux usées expose les populations (IRCWD 1985).

C'est sur ces bases qu'un groupe d'experts réuni a Englelberg
(1985), se référant a 1'évidence épidémiologique et a un modéle
d'évaluation du risque, a reconnu 1'importance des critéres parasitologiques
en recommandant pour une irrigation non restreinte une eau renfermant
moins d'un oeuf viable de Nématodes intestinaux par litre et moins de
1.000 coliformes fécaux par 100 ml.

En 1987, un groupe scientifique de 1'0.M.S. a décidé de réviser
les recommandations de 1971 (0.M.S. 1973) et de proposer en se basant
sur le rapport Engelberg des directives de qualité nouvelles pour
1'utilisation agricole des eaux usées (WHO 1989).

Le tableau n° 27 résume ces propositions :



Conditions Groupe Nématodes intestinaux (a) Coliformes fécaux Type de traitement
» (moyenne arithmétique du (moyenne géométrique susceptible de réaliser la
d'utilisation exposé nombre d'oeufs par Titre) du nombre par 100 ml) qualité microbiologique
a) Irrigation de produits . .
susceptibles d'8tre Travailleurs Lagunage]gn Séq]g ét”g!e
consormés crus, des Consommateurs <1 £ 102 Equq realiser 1 €puration
terrains de sport et des Public 1ologique requise, ou
parcs publics (b) autre traitement équivalent
: : Durée de rétention minimale
b) Irrigation de céréales, .
cultures industrielles, ‘ ?;10 J. dans S{Sté?e q: ¢
arbres fuitiers (c), Travailleurs <1 pas de norme gunage ou autré traitemen

fourrages, patures
reboisements

équivalent au point de vue
efficacité microbiologique

¢) Irrigation par systtmes

n'entrainant pas d'exposition

des travailleurs ni du
public (ex. : goutte a
goutte souterrain, etc...)

Aucun

Pas de norme

pas de norme

Pré-traitement exigé par
la technique d'irrigation
et au moins sédimentation
primaire

(a) Ascaris, Trichocéphales, Ankylostomes.

(b) Une norme plus stricte ( <200 coliformes fécaux par 100 ml) sera

.

appliquée a 1'irrigation des gazons, comme ceux des hGtels, avec

lesquels le public peut &tre directement en contact.

(c) L'irrigation devra cesser deux semaines avant la cueillette des
fruits et les fruits tombés au sol ne seront pas ramassés.

L'aspersion ne sera pas autorisée.

Tableau n°® 27 : Directives de qualité microbiologique

recommandées pour 1'utilisation d'eaux

usées en agriculture
(d'aprés WHO Technical report n® 778).

8¢
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Si le groupe a rappelé que 1'utilisation d'effluents bruts devait
toujours &tre proscrite, i1 a aussi veillé a ce que les normes proposées
soient réalisables avec des technologies simples. L'accent est mis sur
la recherche et le dénombrement des Nématodes intestinaux avec comme
représentant majeur 1'oeuf d'Ascafis.

Pour répondre a cet objectif, i1 est a la fois nécessaire de bien
connaitre la structure de cet oeuf et de disposer de méthodes quantita-
tives.

4 - L'OEUF D'ASCARIS

4.1 - Structure

La microscopie électronique a apporté une meilleure connaissance
de la structure de la coque des oeufs d'helminthes (ROGERS 1956) et
également des mécanismes biochimiques présidant a la maturation de
1'oeuf d'Ascaris. FAIRBAIRN (1957), FAIRBAIRN et PASSEY (1957) ont mis
en évidence la structure trilamellaire de la coque de 1'oeuf d'Ascaris.
Ces couches sont de composition chimique différente : la couche externe
est de nature protéique ; la couche intermédiaire de nature chitineuse
et la couche interne de nature lipidique.

L'origine des 3 couches a été longtemps discutée : (WOTTGE 1937,
JACOBS 1940, LOWRY et al.,1941). Les photographies des divers stades de
développement des oeufs en microscopie électronique semblent montrer que
toutes les couches sont d'origine utérine avec pour la couche Tipidique
une origine plus précisément vitelline. L'ordre de formation des couches
actuellement admis est le suivant : dans un premier temps, la couche
chitineuse se forme, ensuite apparait un liseré lipidique et enfin la
couche protéique la plus externe est synthétisée.
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4.1.1 - Couche externe

Les limites externes de la couche protéique sont lisses chez
1'oeuf immature et mammelonnées pour 1'oeuf sorti du tractus génital de
1'Ascaris femelle adulte. Ce mammelonnage résulterait a la fois de
1'érosion du manteau protéique dans le milieu extérieur et de 1'attaque
de divers micro-organismes qui se fixent a la surface des oeufs (Figure
n° 6).

Figure n® 6 : L'oeuf d'Ascaris x 10.000.
(d'aprés WHARTON 1980)

Cette surface granuleuse présente en microscopie électronique une
organisation réguligre de fibres protéiques (WHARTON 1980) dont 1'arran-
gement confére sa rigidité a 1'oeuf d'Ascaris. Dans les oeufs matures,
la limite entre cette couche et la suivante est franche et distincte.
Elle est constituée par un matériel protéique réticulé et ramifié dans
lequel WHARTON (1980) met en évidence des granulés de 150 microns de

diamétre qui seraient les précurseurs des fibres protéiques.



4.1.2 - Couche chitineuse

a1

C'est une couche extrémement dure qui est responsable de la tres
grande résistance de 1'oeuf dans le milieu extérieur (FAIRBAIRN 1957).
Elle est constituée par un polymere a base d'ascarosides A, d'ascaroside

B et de diascarosides dont les formules sont regroupées dans la figure

n® 7.
'y
A CHy—CH—(CH,)o—CH,~CH, CH,;—CH=(CH,)p=CH—CH,
H H
HO 09 HO 0 9
CH; ’ CHJ A
H H
H H H H H
H OH H OH
Ascaroside A
B CH;—CH—(CH,)y—CH—CH,
W L
HO 0
CH,
H H .
H Ascaroside B
H OH
c CH,—(I:H-(CHZ)..—?H-CH,
H H H
. . HO o § o OH
Diascaroside CH, OH H
H H H
H H H' ™o H
H OH CH,

Figure n°® 7 : Formules des ascarosides de la couche chitineuse.

(d*aprés WHARTON 1980)

Ce polymére serait organisé en fibres de structure hélicoidale

selon des dispositions représentées dans la figure n° 8.



Figure n° 8 : Structure hélicoidale des
fibres chintineuses
(d'aprés WHARTON 1980)
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Cette disposition serait responsable de la résistance de 1'oeuf
aux acides et aux bases forts, ainsi qu'a diverses enzymes. La lyse de
cette couche est réalisée par la larve qui posséde une enzyme treés
spécifique, 1'ascaridiase, Tui permettant de franchir cette barriére
avant 1'éclosion (WARD et FAIRBAIRN 1972 ; JUSTUS et YVEY 1969 ; HINCK
et YVEY 1976 ; RHODES et al., 1977 ; DUBINSKY et al., 1986). Cette
couche d'une faible épaisseur (3 a 4 microns) est bordée d'une membrane
interne contenant granulés et fibrilles formant un réticulum Tldche et
irrégulier. A la surface de cette couche, au cours des premigres étapes
de formation de 1'oeuf, des projections membranaires en U sont observa-
bles qui vont durcir ultérieurement (WHARTON 1980).

4.1.3 - La couche lipidique

Sa structure est mal connue car elle est soluble dans les réactifs
utilisés en microscopie électronique. Seul un clivage de la couche chi-
tineuse permettrait de 1'atteindre par visualisation directe. Contraire-
ment aux couches précédentes qui ont des fonctions de protection, son
r6le serait de permettre les échanges gazeux entre le milieu extérieur
et 1'oeuf.

4.2 - Les techniques de mise en évidence

En raison de la faible concentration des parasites dans les boues
et les eaux usées, la mise en oeuvre de méthodes d'enrichissement est in-
dispensable.

Ces techniques de concentration se répartissent en 2 groupes

- les méthodes d'enrichissement par flottaison dans lesquelles Tles
élements parasitaires se rassemblent dans la pellicule se formant en
surface.

- les méthodes d'enrichissement par sédimentation dans lesquelles
les é1éments parasitaires se concentrent dans le sédiment.
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Ces techniques dérivées dans la plupart des cas, de la coprologie
parasitaire ont di &tre modifiées pour la recherche des parasites dans
les eaux usées et les boues. Une étude bibliographique préliminaire nous
a permis d'apprécier 1'adéquation des principales méthodes de concentra-
tion a 1'analyse quantitative de ce type de prélevement (Tableaux n°® 28
et 29).
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\/ PARASITES UTILISATION
AUTEURS REACTIFS ISOLES (OEUFS) INITIALE COMMENTAIRES
YOITA (1912) | Antiformine 25 % Helminthes Selles Colmatage systématique des tamis
KAMADA (1923) | Antiformine 25 % Helminthes Selles Culot trop chargé en matiéres organiques
illisible
BRUMPT (1923) | Antiformine pure Helminthes Selles Culot trop chargé illisible
FAUST-INGALLS (1946) { Eau glycérinée Schistosomes Selles Quantification impossible de tous les
oeufs d'helminthes
FAUST-INGALLS (1946) | Suifate de Sodium Helminthes Seiles Quantification possible de tous les oeufs
Mouillant non ionique d'helminthes
BAROODY-MOST  (1946) | Eau a 40 °C Schistosomes Selles Colmatage des filtres de gaze
JAHNES-HODGES (1947) | Alcool éthylique 10 % | Schistosomes Selles Quantification impossible
RITCHIE (1948) | Formol 10 % Ascaris Selles Adaptation possible pour boues et eaux
E ther usées
BLAGG et coll. (1955) | Merthiolate iode Helminthes Selles Adaptation possible pour boues et eaux
Formol usées
TELEMAN-RIVAS E ther Helminthes Selles Quantification possible pour boues et
mod. BAILENGER (1963) | Tampon acéto acétique eaux usées
STEER et al (1974) | Détergent Ascaris Boues Méthode longue. Quantification possible
Formol 10 % " | pour boues
CALAMEL (1984) ZnSO4 Helminthes Selles Technique quantitative pour boues
inadaptée pour eaux usées
Tableau n° 28 : Méthodes d'enrichissement par sédimentation
V(d'aprés THEVENOT - LALLEMENT 1984)
v PARASITES UTILISATION
AUTEURS REACTIFS ISOLES (OEUFS) INITIALE COMMENTAIRES
WILLIS (1921) [ NaCl 25 % Hymenolepis Selles Quantification possible pour boues et
eaux usées
JANECKSO-URBANYI (1931) | lodomercurate de Helminthes Selles Quantification possible pour boues et
potassium eaux usées
FAUST et al. (1938) ZnSO4 3% Ascaris Selles Quantification possible pour boues et
Monezia eaux usées
DUNN et al. (1955) | MgSO, 'Ascaris Selles Méthode longue.
Trichuris Quantification impossible
ISAEV et al (1968) | Barbotage d'air Ascaris Sol Moyens techniques lourds
(2 bars)
WILEY - WESTERBERG (1969) | ZnSO, 4% Ascaris Boues Quantification impossible
PETERSON (1971} | NaCl Ascaris Boues - | Quantification impossible
composts
GRUMMET-HENRIKSEN (1977) | Barbotage d'air Helminthes Eaux usées | Moyens techniques lourds
(5 bars)
MEYER et al (1978) | Détergent anionique Helminthes Boues Colmatage des filtres. Récupération
InS0, 34 % difficile sur les membranes
Hypoéhlorite de
sodium 2 %
DADA-LINDQUIST (1979) | NaOH 0,1N Ascaris Sol Quantification possible. Identification
KZCr207 difficile a cause de la coloration
ARTHER et al. (1981) | Saccharose Helminthes Boues Quantification possible.
Déformation des oeufs
TEICHMANN (1986) NaNO3 Helminthes Faux usées | Méthode longue. Quantification possible

Tableau n° 29 : Méthodes d'enrichissement par flottation
V(d'aprés THEVENOT - LALLEMENT 1984).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

L'analyse bibliographique indique clairement les objectifs a

atteindre. I1 faut :

- d'une part disposer de processus de quantification des oeufs
d'helminthes dans des écosystémes variés.

- d'autre part &tre capable de déterminer 1la proportion d'oeufs
viables dans ces échantillons.

Une fois les protocoles établis au laboratoire, ils ont été
appliqués sur le terrain pour vérifier leur adéquation.



MATERIELS ET METHODES
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MATERIEL ET METHODES

1 - MATERIEL

Au niveau du matériel vont étre décrits successivement les diffé-
rents types de prélévements qui ont été analysés, (eaux usées, boues,
sols, végétaux), la suspension parasitaire employée ainsi que la cellule
de comptage retenue.

1.1 - Différents types de prélévements

1.1.1 - Prélevements d'eaux usées et de boues

I11s ont été réalisés sur trois sites :

- la station d‘'épuration de Nancy-Maxéville représentative d'une
unité de traitement de type urbain avec rejet dans la riviéere
Meurthe

- Ta station de Baccarat comme exemple d'une usine de traitement
de type semi-rural avec rejet dans la riviere Meurthe

- le site de rejet en mer des boues de la station d'épuration de
Barcelone comme modéle du comportement en milieu marin.
1.1.1.1 - Prélevements effectués a la station
d'épuration de NANCY-MAXEVILLE

La station d'épuration de NANCY-MAXEVILLE de type biologique
traite d'une part la pollution de 300.000 équivalents habitants et d'au-
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tre part les effluents prétraités de la brasserie de Champigneulles au
sein de 2 filiéres séparées. Seule la filidre urbaine a été étudide.
Aprés un prétraitement (dégrillage, dessablage, déshuilage), les eaux
usées urbaines subissent une décantation primaire au cours de laquelle
les particules solides s'accumulent au fond d'un décanteur sous forme de
boues appelées boues primaires. Aprés digestion anaérobie 3 35°C pendant
15-20 jours, les boues sont épaissies .et conditionnées par ajout de 20
a 25 % de chaux et de 3,5 a3 6 % de chlorure ferrique par tonne de
matiére séches. La déshydratation proprement dite se fait sur filtres
presse EXOPAC et les boues semi-déshydratées sont récupérées a la sortie
d'un tapis roulant mécanique (Figure n° 8bis):

Eaux urbaines

- Eaux industrielles
Traitement des boues

Figure n°® 8bis : Station d'épuration de NANCY-MAXEVILLE
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Nous avons analysé deux types de prélévements : prélévements
d'eaux et prélévements de boues.

. Au niveau des prélevements d'eau, les échantillons sont collec-
tés en entrée et en sortie de Ta station d'épuration. Pour les eaux
usées brutes, les échantillons sont prélevés avant tout prétraitement ;
pour les eaux usées épurées, les prélévements sont effectuds dans le
canal de rejet vers la Meurthe. Les échantillons d'eaux sont prélevés
dans des bidons stériles d'un volume de 1 & 25 litres.

. Pour Tes boues, 3 types ont été choisis correspondant aux divers
stades du traitement d'épuration : boues primaires, boues digérées,
boues semi-déshydratées.

Les échantillons de boues primaires et digérées, liquides sont prélevés
dans des flacons stériles de 500 ml.

Les prélévements de boues semi-déshydratées se présentent sous forme de
"gdteaux" de 1 kg a partir desquels sont réalisés des sous-échantillons
de 10 a 100 g.

Pour les échantillons d'eaux deux rythmes de prélévements ont é&té
établis. ‘

- des échantillons de 100 1 d'eaux usées brufes et épuréesvre-
cueillis quotidiennement a heure fixe pendant une semaine.

- des échantillons de 25 1 d'eaux usées, d'entrée et de sortie
collectés, a jour et heure fixes toutes les semaines pendant 42 semai-
nes.

Pour les boues, dans un premier temps, un suivi quotidien 3 heure
fixe pendant une semaine a été réalisé sur les trois types de boues en
parallele avec 1'analyse des eaux résiduaires. Dans un deuxiéme temps,
seules les boues déshydratées destinées & la valorisation agricole ont
fait 1'objet d'études ponctuelles. Des gateaux de 1 kg subdivisés en 100
sous-échantillons de 10 g ont été analysés.
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1.1.1.2 - Prélevements effectués & la station
d'épuration de BACCARAT

i) Caractéristiques de la station

Cette usine de traitement en zone semi-rurale de type biologique
dessert environ 3.300 habitants. Ses principales caractéristiques sont
regroupées dans la figure n° 9.

1600 m® eaux usées J'1
- DBO; moyenne = 168 mg -1
Bassin d'aération
Eau AA//////////// Boues
v l
Bassin Digestion
clarification aérobie mésophile
(7-10 j)
Eaux épurées Lits de
rejetées en séchage
riviére Production
DBO; = 22 mg |+ 1,5 73!

Figure n°® 9 : Principales étapes du traitement de la station de BACCARAT



53

ii) Type et rythme de prélevements

Les analyses ont été effectuées de fagon ponctuelle :
- sur les eaux usées brutes (volume analysé 25 1)

- sur les eaux épurées surtout de Ta station avant rejet enriviére
(volume analysé 25 1)

- sur les boues prélevées dans les lits de séchage.

Pour ce dernier type de prélevements, les 6 lits de séchage dont
la superficie varie de 60 a 95 m® ont été quadrillés selon un protocole
défini par 1'Institut de Recherches Hydrologiques (1987). Par 1it de
séchage 7 a 10 échantillons de 25 g ont été analysés.

1.1.1.3 - Préldvements effectués sur le site de
BARCELONE

i) Caractéristiques des lieux de prélévements

-

Le site de Barcelone a été choisi a cause de la multiplicité des
types de rejets polluants effectués en mer.

En effet, 3 ce niveau se jettent deux fleuves (rio Besos et rio
L1obregat) dont les eaux sont extrémement polluées, des eaux usées bru-
tes, ainsi que des eaux usées traitées. De plus, les boues issues de la
station d'épuration (300 000 m® eaux usées / jour) sont rejetées par un

émissaire profond a 4,5 km des cotes.

Trois zones ont été étudiées représentant 12 points de préléeve-
ments (Figure n°® 10)

. 1a zone du Besos (zone A)
. la zone de 1'émissaire (zone B)

. la zone de Barcelonetta (zone C)
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(émissaire)
(Barcelonetta)
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¥p N Figure n° 10 : Les différentes zones de
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de Barcelone
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La position exacte des points de prélévements a été obtenue a
1'aide du satellite Transit (Tableau n°® 30).

pig}QSngﬁt Latitude N Longitude E Pzggg:gigr
ZONE BESOS
Echantillon 8 41°24.69' 02°14.72" 30
Echantillon 27 41°24.94" 02°14.19" 10
Echantillon V 41°24.65" 02°14.20° 16
Echantillon W 41°24.31" 02°14.34' 29
ZONE EMISSAIRE
Echantillon 02 41°23.22" 02°15.15" 50
Echantillion X 41°23.40" 02°15.40" 50
Echantillon Y 41°23.10" 02°15.35" 50
Echantillon Z 41°23.10" 02°15.40" 52
ZONE BARCELONETTA
Echantillon L 41°23.65" 02°13.12" 20
Echantillon M 41°23.21" 02°13.83" 40
Echantillon N 41°22.70' 02°11.80" 19
Echantillon O 41°21.90" 02°12.65" 40

Tableau n°® 30 : Position des points de prélevements

Les sédiments ont été prélevés a partir du navire océanographique

"Garcia del Cid", d'une part a 1'aide de la double cuillére de Van Veen,

d'autre part grdce a un appareillage de type REINECK permettant de pré-

Tever un parallélépipede de sédiments.

Une campagne préliminaire a été réalisée en mai 1987, afin de

choisir la technique de concentration la mieux adaptée. Ensuite trois

campagnes de prélévements systématiques ont été effectuées au cours des

mois de novembre 1987, mars et juin 1988.
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1.1.2 - Prélevements de sol

Trois types de sols artificiellement contaminés avec des oeufs
d'Ascaris de porc ont été analysés :

.

- un sol sableux a granulométrie fine

- un sol sableux a granulométrie grossiére
- un terreau végétal

Deux expositions climatiques ont été testées : soleil et ombre.

Chaque type de sol était placé dans des pots d'une surface de
80 cm?, 1'épaisseur de terre était de 10 cm.

Les analyses ont été effectuées aprés 20, 60, 95 jours d'exposi-
tion sur des prélevements réalisés a partir de la surface du sol et a 2
cm de profondeur.

1.1.3 - Prélévements de végétaux

Trois variétés de légumes ont été cultivées sur du terreau dans
des bacs de 40 x 30 x 15 cm.

- la salade (Lactuca sativa var. capitata) dont la partie aérienne
est consommée crue

- le radis (Raphanus sativus) dont la tubercule est consommé cru

-

- la ciboulette (Alium schoenoprasum), végétal a repousse rapide

servant de condiment.

La contamination a été réalisée par arrosage, avec une suspension
d'oeufs d'Ascaris de porc, des plants a raison de 104 oeufs/m2.

Des analyses de feuilles, de tubercules, de sol (surface, profon-
deur 3 cm) ont été effectuées a j 0, j + 10, j + 45, j + 60.

Le choix de ces trois types de prélévements devrait permettre de
fournir des informations sur les risques par contamination directe sur
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ces feuilles, par dépdt au niveau des organes souterrains aprés percola-
tion dans le sol.

1.2 - Le matériel parasitaire

L'oeuf d'Ascaris suum a été retenu car il constitue un matériel de

choix facile a se procurer, et de ce fait largement préconisé par de
nombreux auteurs (BLACK et al., (1982), GRAHAM (1981), JACKSON et al.,
(1978), PIKE (1983), STORM_EE_EU.,(1981)). Les oeufs sont obtenus par
dissection de 1'utérus d'Ascaris femelle : c'est dans le tiers inférieur
que se trouvent les oeufs préts a étre rejetés dans le milieu
extérieur*. Le matériel génital est dilacéré, dans une solution de NaCl

-

9 °/6o, puis tamisé dans une passoire métallique a trous ronds (@ 2,5

-~

mm). La suspensioh d'oeufs d'Ascaris est stockée a + 4°C.

1.3 - La cellule de comptage

La cellule utilisée pour la quantification des oeufs est celle de
Mac Master décrite par WHITLOCK et GORDON (1939) (Figure n° 10bis)

(1)

!
i

e WX W NP S
] = e - - ]

i adafadaialilinkal man

(1) cadre dans lequel les oeufs sont comptés

Figure n® 10bis : La cellule de Mac Master (vue du dessus)

* Nous tenons vivement a remercier le Dr. BARADEL, directeur du
laboratoire des Services Vétérinaires de Nancy a Pixérécourt et le Dr Le
DANTEC vétérinaire aux abattoirs de la COOPERL a Lamballe qui nous ont
aimablement fourni les Ascaris.
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Le volume de lecture d'un réseau est de 0,15 ml. Le comptage
s'effectue au grossissement 100 x, car 1'épaisseur de la lame de Mac
Master est telle qu'elle ne permet que 1'utilisation de 1'objectif 10.
Les oeufs pour étre comptés doivent adhérer a la face inférieure qua-
drillée de 1a Tamelle supérieure. Cette adhésion est obtenue sans pro-
bléme avec des réactifs de densité supérieure a 1,2, dans le cas con-
traire, il est nécessaire de remettre en suspension dans une solution de
densité suffisante avant le dénombrement. Par convention seront pris en
compte les oeufs situés a 1'intérieur du réseau, ainsi que ceux chevau-

chant les cb6tés a et b.

Le nombre d'oeufs Y lu sous les 2 réseaux représente donc le
nombre d'oeufs contenus dans 0,30 ml soit un nombre d'oeufs par ml (N)

2 - METHODES
L'approche méthodologique devrait répondre a deux objectifs :
. obtenir des résultats fiables et représentatifs de la dispersion
d'oeufs d'helminthes dans les milieux analysés .grdce a des techniques de
concentration quantification couplées a des stratégies d'échantillonnage

. estimer la viabilité des oeufs retrouvés.

2.1 - Techniques de concentration

Ces méthodes permettent la récupération des oeufs, soit dans un
ménisque de flottation, soit dans un culot de sédimentation.

Quatre techniques appartenant a ces deux groupes ont été testées
(Tableau n°® 31).
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TYPE DE TECHNIQUE

NOM - METHODE

REACTIF

Flottation

Flottation

Flottation

Diphasique

Arther-Fox-Fitzgerald
(1981)

Calamel (1983)

Janesckso-Urbanyi

(1931)

Teleman-Rivas modifiée
Bailenger (1973)

Solution de saccharose
(SHEATER)

Solution de Zn SO
saturée a 33,3 %

a4

Solution d'iodomercurate
de potassium d = 1,44

Tampon acéto-acétique
pH 5 + éther

Tableau n° 31

: Cractéristiques des techniques utilisées

Les protocoles des techniques de concentration sont rassemblés
dans Tes figures n° 10, 11, 12, 13.



Figure n° 10

Echantillon

Prise d'un
échantillon

Ajout de détergent
anionique (DDN150)

Agitation
magnétique

Centrifugation

Elimination
du surgnageant

Lavage du culot

Centrifugation
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: Méthode de ARTHER FOX FITZGERALD

lllII

!
g
.

Homogénéisation
manuelle

Volume V = 10 ml

10 m1l

5 minutes

1 500 g pendant 5 minutes

15 m1 d'eau distillée

1 500 g pendant 5 minutes

REPRISE DES OPERATIONS DE LAVAGE JUSQU'A OBTENTION D'UN SURNAGEANT LIMPIDE

Remise en suspension
du culot

Ajout d'une éo]ution
diluée de SHEATER**

Centrifugation

Reprise du culot avec
une solution concentrée
de SHEATER

Centrifugation
Prélévement pour lecture
dans le ménisque de
flottation

Lecture

10 ml1 d'eau
distillée

10 ml

1 500 g pendant 15 minutes

Quantité suffisante

pour remplir le tube

1 500 g pendant 5 minutes
Environ 1 ml avec une
pipette Pasteur

Dans une cellule
de Mac Master



Echantillon

Prise d'un
échantillon

Tamisage de
1'échantillon

Repos pendant
une nuit

Elimination du
surnageant

Agitation magnétique
du culot

Prise d'une
fraction du-culot

Ajout d'une solution
de ZnSO4 saturée

Agitation

Figure n°® 11 : Méthode de CALAMEL

[

-

v
—

s

w4
v/
o/

]
D

o

-]
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Homogénéisation manuelle

Volume V = 20 ml

Ringage du tamis
sous filet d'eau

Détermination du volume
du culot (V)

5 minutes

10 m1

50 ml

10 minutes

PRELEVEMENT EFFECTUE SOUS AGITATION CONSTANTE

Prélevement
pour lecture

Lecture

<=========°=’=====4:>

Environ 1 ml

Dans une cellule
de Mac Master
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Figure n° 12 : Méthode de JANECKSO-URBANYI

(ul
Echantillon

Prise d'un a
échantillon :

Centrifugatioh

ELIMINATION DU SURNAGEANT

Ajout de la solution

d'iodomercurate de EJ
potassium

e
Centrifugation °© 0

Obtention d'un
ménisque de flottation

Prélevement pour lecture
dans le ménisque ________<;--_-:::::-‘—"—'z'—'::::‘::>

Lecture

Homogénéisation manuelle

Volume V = 20 ml

1 500 g pendant 6 minutes

20 ml

1 500 g pendant 6 minutes

Environ 1 ml avec une
pipette Pasteur

Dans une cellule de
Mac Master



Figure n® 13 :

Echantillon

Prise d'un
échantillon

Ajout de tampon
acéto acétique
pH = 5

Reprise d'un
aliquote

Ajout d'ether

=

LAISSER REPOSER PENDANT 1 MINUTE

=
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Méthode de TELEMAN-RIVAS MODIFIEE BAILENGER

Homogénéisation manuelle

Volume V = 20 mi
par Erlenmeyer

20 ml

20 ml dans un
Erlenmeyer

20 m1 dans un

bouchage de a 20 m}
1'Erlenmeyer '

s < :
Agitation 10 minutes
magnétique Le

Dans des tubes
a centrifuger bouchés

Reprise des
échantillons

R

b

Centrifugation 1 500 g pendant 6 minutes

o
(o]

) Phase ethérée d =
Obtention de ; Phase lipidique d ~
) >

quatre phases

(PRI
O ~d

o

Phase aqueuse d

a
b
C
d) Le culot densité

OO

REPRISE DU CULOT (d) DANS 5 ML D'UNE SOLUTION DE Zn30, SATUREE

Prélavement ,

pour lecture S — .Aszt) Environ 1 mi

Lecture Dans une cellule
de Mac Master
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2.2 - Stratégie d'échantillonnage

En se basant sur des travaux antérieurs de MAUL gE_El.,(1989),
MAUL et EL SHAARAWI (1985) portant sur les stratégies de prélévement, il
est décidé d'étudier en premier 1'influence de trois paramétres suscep-
tibles d'influer sur les résultats, pour une méthode donnée, a 1'aide
d'un plan pyramidal.

Les paramétres retenus sont le type de boues, le jour et le lieu
de prélevement.

En régle générale trois journées constituent 1'échelle de temps du
test, 3 boues la gamme d'échantillons et 3 lieux la dispersion de
1'échantillonnage ; des travaux statistiques antérieurs (MAUL et EL
SHAARAWI, 1985) indiquent qu'une répétition binaire des prélevements est
nécessaire et suffisante a la fiabilité de ce test.

L'application de ce plan présuppose la vérification de certaines
hypothéses :

- la normalité des séries statistiques a 1'aide du test de
SHAPIRO-WILK ou a 1'aide du test de PEARSON

- 1'égalité des variances des séries issues de répétitions
binaires grdce au test de COCHRAN. '

2.2.1 - Test de SHAPIRO-WILK

Le protocole de ce test est le suivant :

- IT faut ranger la population de la série statistique par ordre
décroissant.

- I1 est ensuite nécessaire d'effectuer les différences entre les
termes de premier et de dernier ordre, afin d'obtenir une suite de

différences dj = (ai - an-i+1)'

- A chaque différence correspond un coefficient multiplicatif cj
Tu dans une table.
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A partir de ces données, la détermination du w représentatif de

exp
la fonction peut s'effectuer

k . a2
Zj=1 (cj dj)
Wexp ) n
3)2
D (ai-a)
k_n . -
=3 si n est pair
k_n-l > > :
= > si n est impair

wexp est ensuite comparé avec Wen lu dans une table.

L'hypothése de normalité de la série statistique est acceptée au
risque d'erreur a choisi si w est compris entre w

_ o exp,
risque = est Win maximum au risque >

inimum au
th minimu

2.2.2 - Test de PEARSON

I1 est utilisé pour vérifier 1'hypothése de normalité de la série
statistique lorsque 1'expérimentation comporte.plus de 50 essais. L'es-

timation des coefficients Bl et 82 peut &tre obtenue a partir d'une
série de n résultats en calculant :

_ Z(x; - %)? _an} —(Ex,ﬁ_ 3

27 (-1 . n(n-=1)
n 3 nsz?-3n2x,22x,+‘.’(2x,)3
ky=———"———3Z(x, -%) =
n-1(n-2) n(n-1(n-=-2)

A+ DI -D* -3 -1 [Zx -

- (n-1D(@r-2(~-3)

_ nt(n + I)Zx? —-4n(n+1) fo Zx; -3n(n -1 (Z:x?)2 +12n Zx? Exl)2 -~ 6(Zx,)4
- ' ntn - 1) (n - ) (n = 3)

4

ke
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La comparaison de cette estimation a Ta valeur nulle constituera
un test de symétrie. Si ce test permet d'admettre la symétrie (Bl = 0)
1'estimation du coefficient 82 et sa comparaison a la valeur 3 consti-
tueront un test de normalité.

L'estimation de ces deux coefficients est réalisée par le calcul
de coefficients expérimentaux up et Wo. La comparaison de wp et My

expérimentaux au risque d'erreur choisi, avec p théorique lu dans une
- table permet le rejet ou 1'acceptation des hypotheses.

2.2.3 - Test de COCHRAN

Ce test permet de vérifier 1'hypothése HO : les variances Si des
séries statistiques issues de la répétition binaire sont égales.

Soit les n Si variances
Si maximale

Jexp ~

n
Lis1 34

La Tlecture de 9¢pe AU risque d'erreur a, dans une table permet
1'acceptation ou le rejet de 1'hypothese. L'hypotheése est acceptée si

gexp est inférieur a Itn*

2.2.4 - Analyse de variance du plan pyramidal
Quatre hypothéses vont &tre vérifiées par analyse de variance.

Hypothése A : 1'influence du facteur temps (J) sur le rendement de cha-
que méthode prise individuellement est nulle

Hypothése B : 1'influence du type de boue (B) sur le rendement de
chaque méthode prise individuellement est nulle

Hypothése C : 1'influence du lieu de prélavement (L) sur le rendement
de chaque méthode prise individuellement est nulle

Hypothése AB : les facteurs J (jours de prélavement) et B (type de
boues) ne sont pas 1iés entre eux.

Le tableau de contingence (Tableau n°® 32) indique le protocole de
calcul.



Source de

Somme des carrés Q v Quantité estimée par Q/v
variation :
* Facteur A Q, = nqr £ (x - x )2 p -1 a 2 +n|l-~= 2 +nrf1-3
A X i.. . R o ° 9 oA o,
* - 2 2
Facteur B QB = npr F (x j. ” b4 ) q-1 o g *n 1-Z2\o c +nrfl- B 2AB+ nrpoy
i R - P
Interaction AB Q.. = nr EI(X,.. - X, - X _ + X )2 (p-1) (g-1) o 2 +nfi-5\e6S+nro
AB i ijs J J . R R AB
*+%* Facteur C Q. =nzIr (x,, - x, . )2 pq (r - 1) o 2 + n 02
C . . ijk ij. R » C
ijk
Résiduelle QR =L LLL (xi'ku - ;i'k)z N - pgr a g
i jka Y J
- 2
Totale Q. =L L LI (x,, - X ) N -1
T a ijka .

Tableau n® 32 : Analyse de variance du test pyramidal d'aprés CHARLOT (1978)

temps (Jours)
types de boues
lieu de prélévement

* Facteur A
** Facteur B
*** Facteur C

L9
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L'absence d'interaction AB et d'effet isolé des facteurs A, B, C
(o2 I 0, o? I 0, o2 B = 0, o2 c = 0) se vérifie par le test de
FISHER-SNEDECOR.

Les fonctions discriminantes sont :

Facteur A - si les modalités de B sont fixes et celles de C aléatoires
(g =Qetr <<R)

Facteur B - si les modalités de A sont fixes et celles de C aléatoires
(p=Petr <<R)

q
Fg ==
C
Facteur C
9%
F.=—
C qC

Interaction AB - si les modalités de C sont aléatoires (r << R)

_ A

Frg = qc

L'analyse de variance du plan pyramidal permet de dégager les
paramétres susceptibles d'influer sur le rendement des différentes mé-
thodes.

2.3 - Méthodes d'études de la viabilité

La viabilité de 1'oeuf d'Ascaris est affirmée lorsqu'une segmenta-

’S

tion au minimum en 8 blastoméres est observée a 1'intérieur de la coque.

Trois techniques de mise en évidence de la viabilité ont été uti-
lisées.
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2.3.1 - Méthode en gélose simple

Pour les ‘échantillons de boues, aprés dilution convenable pour
assurer la bonne 1lisibilité des boites de gélose, la totalité du préle-
vement est étalée a la surface d'une gélose a 20 °/,, additionnée de 2 %
de formol, a raison de 1 ml par boite de Pétri (@ 90 mm). L'ajout de
formel a pour objectif de ralentir le développement de toute la flore

associée. La durée de 1'incubation est de 21 jours a 20-25°C.

Pour les échantillons d'eau, une étape de centrifugation prélimi-
naire a 2500 g pendant 15 mn est nécessaire, ensuite le culot de centri-
fugation est analysé comme une boue.

Un examen des boTtes de Pétri est effectué au grossissement x100
chaque semaine pendant les 3 semaines d'incubation. Le comptage aléa-
toire de 100 oeufs est réalisé sur chaque boite ; sur cette population
les oeufs sont dénombrés et classés selon leur degré de segmentation de
0 a 32 blastoméres. '

2.3.2 - Méthode de HUBERT et KERBOEUF (1984)

Ces auteurs préconisent de faire évoluer les oeufs d'helminthes
sur une gélose molle a 5 °/,, additionnée d'un réactif a base d'extrait
de levure* et de solution de Earle dont la composition est la suivan-
te : '

Solution A : - Extrait de levure 1 g (Bacto Yeast Extract 0127 Difco)
- Eau physiologique 90 ml.

Mélanger 27 ml de la solution A & 3 ml d'une solution 10X de Earle
(SSE 30 10 Eurobio).

N

Le pH est ajusté a la neutralité par addition de bicarbonate de
sodium.

Le réactif B est ainsi obtenu est placé une nuit a 32°C.
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La gélose molle coulée en boTte de Pétri (90 mm @) est ensemencée
comme dans- Ta technique précédente. Apreés 24 heures a 20°-25°C, 2 ml de
réactif B sont étalés a la surface des boites de Pétri. L'incubation, le
rythme de lecture, le mode de comptage sont les mémes que ceux exposés

dans le paragraphe 2.3.1.
2.3.3 - Méthode de CLARKE et PERRY (1980)

C'est une technique en milieu liquide avec incubation en
atmosphére contrflée. Elle est effectuée sur les échantillons préparés
comme pour les méthodes précédentes.

. Préparer 1 volume X d'échantillon a analyser

1 volume 2X d'une solution de NaH 503 0,1 M
. Ajouter 1 volume 2X d'une solution de NaH CO3 0,1 M
1 volume X d'une solution NaCl 12 °/..

. Incuber en atmosphére enrichie avec 5 % de CO2 a 20°cC.

La premiere lecture est faite aprés 5 jours d'incubation, les
examens microscopiques sont ensuite quotidiens pendant les 2 semaines
suivantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage selon le protocole
décrit au paragraphe 2.3.1.
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ETUDE METHODOLOGIQUE

Elle a été menée 3 la fois avec les techniques coprologiques clas-
siques et avec des méthodes personnelles.

1 - ETUDES AVEC LES TECHNIQUES COPROLOGIQUES CLASSIQUES

Les méthodes d'analyses précédemment décrites dérivées de la co-
prologie parasitaire sont généralement qualitatives. Elles ont di &tre
adaptées en vue d'une quantification.

1.1 - Processus de quantification

Ce processus passe soit par une estimation du volume des ménisques
de flottation pour les méthodes de ARTHER-FOX-FITZGERALD et de
JANECKSO-URBANYI, soit par une appréciation du volume des culots de sédi-
mentation pour les méthodes de CALAMEL et TELEMAN-RIVAS modifiée
BAILENGER avant lecture dans une cellule de comptage. |

Une fois cette étape réalisée, i1 est procédé a une étude des
principaux paramétres susceptibles d'influer sur le rendement de chaque
méthode par analyse de variance.

1.1.1 - Estimation du ménisque

. Pour la méthode de ARTHER-FOX-FITZGERALD, 1'estimation du ménis-
que a 6té réalisée sur 16 échantillons d'eaux artificiellement contami-
nées a 4.103 oeufs d'Ascaris de porc par litre.

Les prélavements en vue du comptage sont effectués sur toute la profon-
deur du tube a centrifuger tous les centimeétres en partant de la sur-
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face. Pour éviter toute perturbation de 1la répartition des oeufs une
seule analyse est réalisée par tube.

La concentration est effectude en tube a centrifuger de 33 ml et de
section égale a 2 cm®. Les résultats sont collectés dans le tableau n°

33.

PROFONDEUR DU PRELEVEMENT (cm) OEUFS RETROUVES (%)
0-1 48,5 + 6,9
1-2 45,1 + 5,8
2 -3 5,8 + 4
3-5 0,58 + 0,1

Tableau n® 33 : Pourcentage d'oeufs retrouvés en fonction de la
profondeur du prélévement

Les résultats obtenus montrent une dispersion homogéne dans les 2
premiers centimeétres du tube de centrifugation avec des pourcentages
d'oeufs retrouvés pratiquement identiques dans ces 2 prélévements. De
plus, il faut remarquer que 93,6 % des oeufs se retrouvent dans les
prélévements effectués entre 0 et 2 cm. En fonction de ces données pour
la méthode de ARTHER-FOX-FITZGERALD, un seul prélévement sera effectué
dans la zone de profondeur comprise entre 0 - 1,5 cm (ce qui revient 3
prélever les 3 premiers millilitres) et i1 sera considéré comme repré-
sentatif.

. La méme démarche a été adoptée avec la technique de JANECKSO-URBANYI.
8 échantillons d'eaux artificiellement contaminés 2a 105 oeufs d'Ascaris
de porc par litre ont été concentrés dans des tubes a centrifuger de

mémes dimensions que précédemment.

Les résultats rassemblés dans le tableau n® 34 indiquent que plus
de 90,3 % des oeufs sont retrouvés dans le prélévement effectué entre 0
et 1 cm.
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PROFONDEUR DU PRELEVEMENT (cm) OEUFS RETROUVES (%)
0-1 90,3 + 11,7
1-2 9,6 + 2,7
2 -3 0,1 + 0,5
3-5 0

Tableau n® 34 : Pourcentage d'oeufs retrouvés en fonction de la profon-
deur du prélevement

Pour la suite de 1'expérimentation une seule mesure sera réalisée
dans les 2 ml les plus superficiels de 1'échantillon.

1.1.2 - Estimation des culots de sédimentation

Dans la technique de CALAMEL, le nombre d'oeufs contenus dans un
volume donné d'échantillons est basé sur 1'examen microscopique d'une
fraction du culot final de sédimentation remis en suspension dans une
solution saturée de Zn SO4 a 33,3 %.

Dans 1a technique de TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER, le culot de
centrifugation toujours trés dense impose une dilution dans un Tliquide
de densité suffisante a la fois pour faciliter la lecture et permettre
une bonne adhérence des oeufs d'helminthes a la partie quadrillée de la
cellule de comptage.

1.1.3 - Formules de quantification

Elles sont regroupées dans le tableau n° 35
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TYPE DE LA NOM DE LA REACTIF FORMULE DE
TECHNIQUE METHODE QUANTIFICATION
Flottation Arther Solution de Y M
Fox-Fitzgerald | saccharose == .
- , cC"Vv
d=1,2
Flottation Calamel Solution de Yoy
sulfate de zinc *T-V- F
saturée (33,3%)
Flottation Janeckso-Urbanyi | Solutiond'iodo- Y M
mercurate de =T -V F
d=1,44 potassium
Diphasique Teleman-Rivas Tampon acéto- Y oS
modifié acétique pH 5 =TV
Bailenger .+ éther

m n 2 << O < =Z
n

Tableau n°® 35 :

volume de 1'échantillon
= volume estimé du ménisque

= facteur de dilution

= nombre d'oeufs par ml d'échantillons
= nombre d'oeufs dans la cellule de Mac Master
= volume de 1a cellule de Mac Master

= volume estimé du culot de sédimentation

Les formules de quantification

1.2 - Etude des parametres (types, lieu, jour de prélévement)

par analyse de variance

1.2.1 - Résultats bruts

Elle a été réalisée au cours de deux campagnes de 3 jours, 2 méthodes
étant testées chaque fois, 48 tests effectués pour chaque méthode ( Ta-
bleaux n® 36 et n° 37).
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TYPE DE LIEUX DE MESURE DATES DATES
BOUES PRELEVEMENT | ECHANTILLON | J1 J2 J3 Jl J2 J3
L My 38 49 53 10 | 23,7 9
1 M2 32 50 75 17 |13 12
BOUES
L M1 69 - 22 111 17 |11
PRIMAIRES 2 M5 42 42 25 | 20,7 | 16 6,3
L My 13 10 2 |20,5 4 5,2
3 M2 12 4 2 8,4 | 18 8,1
L M 7 4 26 |36,3] 13 |11
1 M2 16 5 22 |30 11 | 17,7
BOUES
L My 5 4 30 11 19 -
DIGEREES 2 M5 4 5 18 11 17 -
L M, 11 - 29 15 - -
3 M 11 - 15 13 - -
L M, | 30 74 52 21 6,6 | 6,2
1 M5 38 54 - | 24 11 6,6 | 5,1
BOUES :
SEMI- L My - |50 78 12 6,6 | 6,4
2 M2 23 |57,8 2 13 6,6 8
DESHYDRATEES
L M, - [51,5| 46 - - 12
3 M2 - 138 48 - - 6

Méthode JANECKSO- Méthode TELEMAN-

URBANYI RIVAS modifiée
BAILENGER

Tableau n® 36 : Résultats du plan pyramidal - Méthode de JANECKSO-URBANYI
et TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER
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TYPE DE LIEUX DE MESURE | DATES DATES

BOUES PRELEVEMENT | ECHANTILLON | J1 J2 J3 Jl J2 J3
L M1 - - - - 95 82
1 M2 7 4 17 82 95 95

BOUES
L My 14 - - 89 97 97
PRIMAIRES 2 M5 24 - 28 89 97 97
L M, 16 7 - 99 9 -
3 M5 - 48 - 90 96 -
L M, 9 2 18 99 67 69
1 M 9 2 20 - 62 75

BOUES
L M, 14 7 26 62 99 99
DIGEREES 2 M5 13 7 - - | 100 99
L M1 12 - 17 99 - 99
3 M5 12 - 11 - - 93
L M1 40 | 32 14 85 63 58
1 M5 33 - 14 83 67 65

BOUES
SEMI- L My 37 26 24 - - 76
2 M 33 22 8 - 63 | 100

DESHYDRATEES

L My - 20 26 - 100 | 100
3 M5 - 11 12 - - 68

Méthode ARTHER Méthode de CALAMEL
et al. )

Tableau n° 37 : Résultats du plan pyramidal
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1.2.2 - Vérification des hypothéses de normalité et d'éga-

1ité des variances des séries statistiques

La normalité des 4 séries statistiques est vérifiée par le test de
SHAPIRO-WILK (Tableau n°® 38).

I II III Iv
METHODES Janeckso- Teleman-Rivas
Arther et al | Calamel Urbanyi modifiée Bailenger

Nombre de tests 39 40 40 44
Nombre de

différences 19 20 20 22
wEXP 0,948 0,938 0,927 0,930
wth 0,989 0,989 0,989 0,990
maX b b b H
wih 0,917 0,919 0,924 0,920
m-in ? H ? b

Tableau n°® 38 :

Résultats du test de SHAPIRO-WILK

L'hypothése de normalité des séries statistiques a pu &tre accep-

tée puisque w
de 4 %.

exp

EN

appartient a 1'intervalle wth, wth

au risque d'erreur

La vérification des hypotheses d'égalité des variances des séries
statistiques issues de répétitions binaires est faite par le test de
COCHRAN (Tableau n° 39).
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I I I11 IV

METHODES Janeckso- Teleman-Rivas
Arther et al ) Calamel | “y.ponvi | modifiée Bailenger

Nombre de tests 48 48 48 48

effectués

Nombre de degré 1 1 1 1

de Tiberté (v)

Nombre de va- 24 24 24 24

riance

S, max 246 2500 1382, 25 30, 25

22451. (i =1) 718,25 | 11734,5| 3803,71 171,82

&P 0,3425 | 0,2130| 0,331 0,17

gth 0,3434 0,3434 | 10,3434 0,3434

Tableau n° 39 : Test de COCHRAN (g)

Au risque d'erreur de 5 % pour les 4 méthodes, 1'hypothése
de non égalité des variances des séries statistiques issues de Tla répé-

tition binaire a pu &tre rejetée car gexp > Gipe

1.2.3 - Résultats de 1'analyse de variance

I1s sont rassemblés dans le tableau n° 40.

[ II ITI IV
METHODES Janeckso- Teleman-Rivas
Arther et al | Calamel Urbanyi modifiée Bailenger
FA jour th. 3,55 th. 3,55 |th. 3,55 th. 3,55
exp. 0,027 |exp. 0,017 | exp. 0,017 exp. 0,105
FB boue th. 6,94 th. 6,94 |th. 6,94 th. 6,94
exp. 0,19 exp. 0,042 | exp. 0,474 exp. 0,158
FC Tieu th. 1,93 th. 1,93 [th. 1,93 th. 1,93
exp. 3,04 exp. 3,62 |exp. 2,99 exp. 5,75
FAB th. 2,96 th. 2,96 |[th. 2,96 th. 2,96
exp. 0,49 exp. 0,24 |[exp. 1,72 exp. 0,64
Tableau n® 40 : Résultats de 1'analyse de variance
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I1est possible de rejeter 1'hypothése si Fexp est supérieur a Fth’
dans le cas contraire aucune conclusion ne peut étre tirée.

La Tecture des résultats montre que pour les facteurs jour (FA) et
boues (FB) aucune influence sur le rendement de la méthode ne peut étre
démontrée. De méme une éventuelle interaction entre ces 2 paramétres n'a
pu étre mise en évidence. En revanche, le ré6le du paramétre lieu du
prélévement (FC) sur le rendement des 4 méthodes est important.

L'étude de tout autre paramétre devra donc impérativement tenir
compte de ces conclusions.

1.3 - Influence de la charge parasitaire

L'influence de ce paramétre pris isolément, toutes les autres va-
riables (jour et lieu de prélevement, type de boue) étant maintenues
constantes a été étudiée sur des boues contaminées artificiellement

(boues digérées, boues primaires, boues semi-déshydratées). Six niveaux

de charges s'échelonnant de 101 a 5.102 oeufs/ml ont été testés. Les

-

dilutions sont préparées a partir de la suspension mere a 104 oeufs/ml

(A% = 5,1 %) selon le protocole suivant :

Dilution 2 solution a 5.10° oeufs/ml A% = 5,2 %
Dilution 5 solution a 3.103 oeufs/mil A%-= 5,3 %
Dilution 10 solution a 108 oeufs/ml A%—= 5,5 %
Dilution 20 solution 3 5.10° oeufs/ml A% = 5,7
Dilution 50 solution 2 2.10° OEUFS/ml AE = 5,8 %
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1 ml de chaque dilution est ensuite ajouté a 10 ou 20 ml de boues
permettant d'obtenir les charges de 10, 25, 50,100, 250 et 500 oeufs/mi.
10 analyses sont effectuées par niveau de charge.

1.3.1 - Résultats expérimentaux
I1s sont regroupés dans les tableaux .n° a1, 42, 43, 44..

Avec la technique de ARTHER et al., (1981), les rendements s‘éche-
lonnent globalement de 2 a 55 % ; c'est pour les boues digérées que les
rendements sont les plus faibles de 2 a 20 %.

Les résultats obtenus avec les méthodes de CALAMEL et de
TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER sont extrémement hétérogénes. Dans quel-
ques cas, les nombres d'oeufs retrouvés étaient supérieurs au nombre
d'oeufs réellement présents dans 1'échantillon. Des rendements variant
de 2 3 100 % sont observés avec la méthode de JANECKSO-URBANYI ; les va-
leurs les plus faibles étant obtenues avec les boues primaires (3 a 23,3
%) .

A partir de ces valeurs, il a été tracé pour chaque type de boue
une courbe du rendement en fonction de la charge parasitaire.

- Au niveau des boues primaires, a forte charge (100-500
oeufs/ml), la technique de CALAMEL est conseillée avec des rendements a
95 %. Pour des chargés moyennes (50-100 oeufs/ml), les méthodes de
TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER, CALAMEL, ARTHER FOX-FITZGERALD sont
utilisables, les rendements s'échelonnant de 30 a 42 % ; la technique de
JANECKSO-URBANYI étant déconseillée avec des rendements moyens de 5,75
%. A faible charge (10-50 oeufs/ml), la méthode de CALAMEL est a élimi-
ner. En revanche, la méthode de TELLEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER donne
de bons résultats (Figure n° 14).



NOMBRE OEUFS BOUES PRIMAIRES BOUES DIGEREES

BOUES SEMI-DESHYDRATEES

AJOUTES/ML % % %
500 - 52,4 8,7 2 6,5 5 b 4 3 12,8 15,2 10,2 12,6
250 22,6 29,8 10,2 15,4 4 6 3 3 19,8 21,6 5,4 50,2
100 37,5 39 30 38,5 4,5 5,5 11 ND* 11 18 10 13
50 49 41 40 39 11 9 8 2 8 16 12 15
25 50 46 52 36 13 ND 14 13 14 10 10 30
10 30 40 55 25 20 15 15 20 10 15 5 10

* ND : non déterminé

Tableau n® 41 : Influence de la charge parasitaire .Méthode de ARTHER-FOX-FITZGERALD

NOMBRE OEUFS BOUES PRIMAIRES BOUES DIGEREES BOUES SEMI-DESHYDRATEES
AJOUTES/ML % % %

500 95 99 99 96 80 79 90 ND 99 RA RA RA
250 99 97 95 97 84 46 78 ND* 99 RA RA RA
100 100 RA** 50 50 10 60 10 10 RA 99 99 RA
50 0 80 40 0 0 0 20 0 50 0 0 50
25 RA 0 RA RA 0 0 0 0 0 0 100 0
10 RA 0 RA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* ND : non déterminé **RA : résultat aberrant

Tableau n° 42 : Influence de 1a charge parasitaire - Méthode de CALAMEL

3 types de boues
4 échantillons par charge
[
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" NOMBRE OEUFS

BOUES PRIMAIRES

BOUES DIGEREES

BOUES SEMI-DESHYDRATEES
%

AJOUTES/ML % %
500 11,7 22,5 20,8 19 6 6 7 2 89 49 67 77
250 6,5 8,5 3,2 4 6 6 4 6 9,5 41,6 89 34,6
100 13,3 12 8,3 3 32,5 85,5 40 52 38,7 31 48 45,3
50 6 9 8 0 47 8 50 31 28,7 26 29,3 24
25 13 16 12 24 96 72 60 84 28 78,7 82,7 41,3
10 23,3 43 23,3 13,3 50 75 100 80 56,7 33,3 26,7 80
Tableau n°® 43 : Influence de la charge parasitaire - Méthode JANECKSO URBANYI
NOMBRE OEUFS BOUES PRIMAIRES BOUES DIGEREES BOUES SEMI-DESHYDRATEES
AJOUTES/ML % % %
500 24,2 18,4 25,6 22 13,2 17 36 30,6 35,4 24 41,4 23,4
250 25,2 29,2 17,2 48,6 26 34,6 62 34,6 33,4 30,6 30,6 39,6
100 16,6 13,2 50 0 38 28 56 72 23,4 20 25 21,6
50 26,6 40 46,6 42 RA 56 RA RA 66 16,6 6,6 0
25 13,4 RA RA RA 30 ND* 20 20 RA 80 33,2 13,4
10 RA 33,2 33,2 33,2 82 50 RA 0 33,4 33,4 16,6 16,6

* ND : non déterminé

3 types de boues

Tableau n° 44 :

4 échantillons par charge

6 niveaux de charge soit 72 tests par méthode

Influence de la charge parasitaire - Méthode de TELEMAN RIVAS modifiée BAILENGER

€8
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Figure n° 14 : Influence de la charge parasitaire dans les boues

primaires
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- - Au niveau des boues digérées, la technique de CALAMEL est
indiquée pour des charges de 250 a 500 oeufs/ml. Les méthodes de
JANECKSO-URBANYI et de TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER ont des

rendements satisfaisants (environ 50 %) pour des charges de 100 a 250

oeufs/ml. A faibles charges, les méthodes de JANECKSO-URBANYI et

TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER peuvent &tre indifféremment retenues

car elles ne différent pas significativement (Figure n°® 15).
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Figure n° 15 : Influence de la charge parasitaire dans les boues

digérées
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- Au niveau des boues semi-déshydratées, les techniques de CALAMEL
et de ARTHER FOX-FITZGERARD sont a éliminer d'embiée, quel que soit le
niveau de charge parasitaire. En effet, la méthode de ARTHER et
FITZGERALD a des rendements toujours inférieurs a 24 % et la technique
de CALAMEL est inadaptée a ce genre de boues. A forte et moyenne charge,
la technique de JANESCKO-URBANYI est significativement meilleure. A fai-
ble charge (< 25 oeufs/ml), i1 est possible d'utiliser indifféremment
la méthode de JANECKSO-URBANYI ou la méthode TELEMAN-RIVAS modifiée
BAILENGER (Figure n° 16).
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Fox-Fitzgerald et Arther

Calamel
Teleman-Rivas modifiée Bailenger —_——

Janeckso-Urbanyi

Figure n® 16 : Influence de la charge parasitaire dans les boues
semi-déshydratées.
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Ces interprétations sur des rendements moyens doivent &tre "modu-
1ées" car les intervalles de confiance a 5 % calculés pour chacune des
valeurs sont parfois importants.

1.3.2 - Etude statistique
Pour effectuer 1'analyse de variance, il a été procédé a la véri-
fication préalable de 1'hypothése de normalité des séries statistiques a
1'aide du test de PEARSON (Tableau n° 45). -

' I IT - ITI Iv
METHODES Janeckso- Teleman-Rivas
Arther et al.| Calamel Urbanyi |modifiée Bailenger

Effectif de la 70 54 70 60
distribution
Coefficient de 3,415 0,638 2,548 2,216
symétrie My
Coefficient d'a- - 0,002 24,94 | - 1,246 4,65

platissement Mo

Encadrement de - 2,68 - 2,7 - 2,68 - 2,66
by + 2,68 +2,7 + 2,68 + 2,66
Encadrement de 0,126 0,126 0,26 0,26
by 2,68 2,7 2,68 2,66

Tableau n® 45 : Résultats du test de PEARSON

Pour 1a méthode de ARTHER et al., (1981), la distribution n'est ni
symétrique, ni normale aux risques d'erreur de 5 %. Pour les 3 autres
méthodes, les distritutions sont symétriques, mais ne sont pas normales
au risque d'erreur de 5 %. En 1'absence de normalité des séries statis-
tiques, 1'analyse de variance ne peut &tre poursuivie.
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1.4 - Etude de l1a viabilité des oeufs d'Ascaris de porc

Dans ce cadre deux problémes ont été abordés :

- le comportement de la suspension d'oeufs d'Ascaris au cours du
temps

- 1'impact des réactifs de concentration sur la viabilité.

1.4.1 - Evolution de la suspension d'oeufs d'Ascaris au
cours du temps

Elle a été étudiée aprés conservation a + 4°C de 2 lots de suspen-
sions d'oeufs dont les titres initiaux étaient 5.105 oeufs/ml et 7,2.105

oeufs/ml).

Dix dénombrements sont effectués pour chgque échantillon. La pé-
riodicité des prélévements était de 5 jours pour Te Tot n° 1 de J0 & J +
20 ; pour le Tot n° 2 des mesures ont été effectudes jusqu'a J + 180
avec une périodicité de 30 a 40 jours. Les résultats exprimés en pour-
centage d'oeufs retrouvés (Tableau n° 46) montrent qu'aprés 15 3 20

a

jours de stockage a + 4°C le titre chute.

Lot n° 1 Lot n° 2

Jo 100 % 100 %
‘|d+5 78 %

J + 10 69,4 %
J + 15 59,7 % 70 %
J + 20 51,4 %
J + 45 50 %
J + 105 19 %
J + 135 9,6 %
J + 165 5,6 %
J + 180 2,6 %

Tableau n® 46 : Evolution d'une suspension d'oeufs d'Ascaris
stockée a + 4°C
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Pour obtenir une conservation plus longue, la congélation & - 80°C
pronée pour de nombreux micro-organismes a été employée.

Une suspension d'oeufs d'Ascaris titrant 10

5

oeufs/ml additionnée

de 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO) est congelée a - 80°C. Le lendemain,
aprés décongélation, i1 est procédé a un dénombrement et & une étude de
la viabilité par la technique de CLARKE et PERRY (1980). 50 tubes de

suspension d'oeufs d'Ascaris ont ainsi été analysés

Suspension oeufs
Témoin non congelé

Suspension oeufs
congelée - décongelée

Nombre oeufs/ml

100.000 + 500

82.700 + 880 (n

50)

% oeufs viables

35+9% (n=10)

0,8+0,5% (n=50)

n = nombre d'échantillons

Tableau n° 47 :

Influence de 1a congélation & - 80°C sur les
suspensions d'oeufs d'Ascaris

(T ableau n° 47).

Les résultats montrent que la congélation a - 80°C altere peu la
morphologie externe de 1'oceuf d'Ascaris ce qui est prouvé par les dénom-
brements effectués avant et aprés congélation. En revanche, 1'impact sur
la viabilité est net. Dans ces conditions, la congélation a - 80°C ne
peut étre retenue comme un mode de conservation adapté.



90

1.4.2 - Impact des réactifs de concentration sur la
viabilité des oeufs d'Ascaris isolés

Les réactifs de concentration, composés plus ou moins toxiques,
sont utilisés a des concentrations souvent élevées et dans ces condi-
tions il s'avérait nécessaire de tester 1'éventuelle influence de ces
réactifs sur la viabilité des oeufs. Cette vérification a été effectuée
en utilisant des prélévements artificiellement contaminés avec des sus-
pensions d'oeufs d'Ascaris renfermant environ 30 % d'oeufs viables, ces
échantillons étaient ensuite soumis aux 4 méthodes de concentration pré-
cédemment décrites et les oeufs récupérés soit par flottation, soit par
sédimentation étaient testés en viabilité sur gélose ou selon la techni-
que d'HUBERT et KERBOEUF (1984). Les résultats sont exprimés en oeufs

dégénérés, non développés, embryonnés (Tableau n° 48).

TECHNIQUES DE VIABILITE

METHODE DE GELOSE SIMPLE HUBERT-KERBOEUF
CONCENTRATION Oeufs Oeufs non Oeufs Oeufs | Oeufs non Oeufs

dégénérés | développés | embryonnés | dégénérés | développés | embryonnés
RTHER-FOX
[TZGERALD 0/8 2/8 6/8 ND ND ND
ALAMEL 7 6/6 0/6 0/6 ND ND ND
ANECK SO-URBANY I 0/14 13/14 1/14 0/6 4/6 2/6
ILEMAN-RIVAS
»difide BAILENGER |  O/13 9/13 4/13 0/6 176 5/6
Smoin 0/36 0/36 36/36 0/12 0/12 0/12

: non déterminé

Tableau n® 48 : Viabilité et réactifs de concentration
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La présence d'un oeuf renfermant 8 blastomeéres permettait de con-
sidérer 1'échantillon comme positif. La lecture des résultats obtenus
sur gélose simple montre que 1'iodomercurate de potassium (technique
JANECKSO-URBANYI) et le sulfate de zinc a 33,3 % utilisé seul (technique
CALAMEL) se révelent trés toxiques ; en revanche, le saccharose méme 3
forte concentration (technique de ARTHER-FOX-FITZGERALD) a une faible
influence sur la viabilité des oeufs. Enfin dans la méthode de
TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER environ 30 % des oeufs sont embryonnés.

La technique de HUBERT et KERBOEUF (1984) a été réalisée seulement
avec les méthodes de JANECKSO-URBANYI et de TELEMAN-RIVAS modifiée
BAILENGER car les rendements des deux autres méthodes trés faibles les
font rejeter comme inadaptées a 1'analyse d'échantillons d'eau ou de
boues. Avec cette technique de viabilité, le nombre de boites avec oeufs
embryonnés augmente. Cette différence est peut-&tre due 3 des propriétés

détoxifiantes ou protectrices de la solution Earle-extrait de levure.

A 1'issue de cette étude, i1 apparaft qu'aucune des méthodes
testées ne répond pleinement aux objectifs recherchés a savoir s'appli-
quer a tous les types de prélévements, quel que soit leur niveau de
charge parasitaire sans manifester aucune action néfaste sur la viabi-
1ité des oeufs isolés.

2 - TECHNIQUE PERSONNELLE

Elle comporte une étape préliminaire décrite par FURUKAWA et al.

(1985) visant a obtenir par un procédé physico-chimique (n-butanol) des
suspensions d'oeufs fertiles.

2.1 - Pouvoir discriminant du n-butanol

Les suspensions d'oeufs obtenus par dissection d'appareil génital
d'Ascaris femelle dans NaCl 9 °/,, sont traitées par du n-butanol (V/V)

puis centrifugées a 1000 g pendant 5 mn. Le surnageant contient les
oeufs non fertiles, Te culot les oeufs fertiles.

La viabilité des 2 types d'oeufs est étudiée par la technique de
HUBERT et KERBOEUF (Tableau n® 49) 26 échantillons d'oeufs provenant du
culot et 26 provenant du surnageant ont ainsi été analysés.
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OEUF EMBRYONNE OEUF DEGENERE

Test de viabilité —

effectué avec oeufs X 88,1 % 11,9 %
grssggts dans le culot 5 11,5 % 11,5 %
Test de viabilité —

effectué avec oeufs X 24,2 % 75,8 %
présents dans le

surnageant n = 26 o 18,5% 18,5 %

Tableau n® 49 : Relation entre viabilité et fertilité

Les résultats obtenus avec les oeufs fertiles montrent que 88,1 %
d'entre eux se réveélent étre viables ; 11,9 % des oeufs fertiles n'évo-
luent pas jusqu'au stade 8 blastomeéres.

En revanche 75,8 % des oeufs non fertiles dégénerent toutefois
24,2 % d'entre eux se développent sur gélose type HUBERT et KERBOEUF
(1984).

En fonction de ces résultats, i1 est possible de déterminer un
risque de premigre espéce égal & 11,9 % et un risque de seconde espéce
égal a 24,2 %.

Le pouvoir séparateur du n-butanol ayant été apprécié, il a été

décidé de 1'incorporer dans un protocole visant a concentrer de fagon
spécifique des oeufs d'Ascaris viables.

2.2 - Méthodes de concentration proposées

Elles comportent 3 séquences dont chacune a un objectif précis.

- lére séquence destinée a éliminer au maximum les matiéres en suspension
- 2eme séquence destinée a séparer oeufs viables et non viables
- 3éme séquence destinée a concentrer les oeufs viables.
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2.2.1 - Protocole expérimental
La séquence des étapes est indiquée ci-dessous.
- Centrifugation échantillon eau 1000 g,15 mn
- Détermination du volume V du culot

- Addition d'un volume V de tampon acéto-acétique pH5 et de 2 V
d'éther

- Centrifugation 2500 g,5 mn avec rejet des 3 couches supérieures
(phase éthérée, anneau lipidique, phase aqueuse)

- Détermination du volume V' du culot
- Ajout d'un volume V' de n-butanol

- Centrifugation a 2500 g,5 mn (rejet du surnageant renfermant les
oeufs non viables)

- Lavage du culot dans 1'eau distillée 2 a 3 fois.
- Détermination du volume V" du culot

-+ - Ajout d'un égal volume d'iodomercurate de potassium ou de
thiosulfate de sodium

- Centrifugation 2500 g,5 mn

- Prélévement dans Te ménisque

- Lecture et dénombrementvé 1'aide d'une cellule de Mac Master.

L'étape de concentration des oeufs viables est réalisée avec 2
liquides de concentration de densité voisine : la solution d'iodomercu-

rate de potassium préconisée par JANECKSO-URBANYI (d = 1,42) ou une
solution de thiosulfate de sodium a saturation (d = 1,45). Cette der-
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niére a le double avantage de ne pas présenter une toxicité importante
et d'étre d'un prix de revient beaucoup plus faible.

2.2.2 - Détermination de la formule de quantification

Elle est obtenue avec les mémes étapes que pour les techniques
coprologiques classiques.

L'estimation du ménisque a été réalisée d'une part a charge cons-
tante (105
lO5 oeufs/1) dans des tubes a centrifuger de 50 ml (section 7 cm?).

oeufs/1), d'autre part a charge variable (de 102 oeufs/1 a

- L'étudé a charge constante a été effectuée sur 18 échantillons
concentrés avec la solution d'iodomercurate de potassium et sur 10
échantillons concentrés avec la solution de thiosulfate de sodium (Ta-
bleau n° 50).

OEUFS CONCENTRES OEUFS CONCENTRES
PR?Eg?DEUR PAR TODOMERCURATE DE PAR THIOSULFATE DE
POTASSIUM SODIUM
0-1 90* + 13 81 + 9
1-2 9,5 + 2,7 16 +

* Résultat exprimés en pourcentage d'oeufs
Tableau n® 50 : Pourcentage d'oeufs retrouvés dans le ménisque en fonc-
tion de l1a profondeur de prélévement

Les résultats obtenus montrent que selon le réactif utilisé de 81
a 90 % d'oeufs sont concentrés dans le centimetre le plus superficiel de
1'échantillon, soit dans les 7 premiers millilitres.

-

- L'étude a charge variable a pour objectif de déterminer si 1la
dispersion des oeufs dans les 7 millilitres les plus superficiels varie
en fonction de la charge.
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2 4

, 103, 107, 107 oeufs/1) sont testés a
raison de 10 échantilions par dilution. Aprés concentration au thiosul-
fate de sodium, Tes échantillons sont rapidement congelés & - 80°C. Les
7,5 premiers millilitres sont découpés en cylindres de 1,5 ml sur les-
quels aprés décongélation un dénombrement est effectué (Tableau n°® 51).

4 niveaux de charge (10 5

Prélévement ler o8 % 42 5a
Charges cylindre | cylindre | cylindre | cylindre | cylindre
oeufs/1

105 X 15,9* 15,6 18,6 18 15,9
o 4,3 3,1 2,7 1,9 3,6
1ot X 47,7 | 26,3 15,4 10,6 7,7
o 12 3,1 6,4 4,2 4,2
103 X 87,7 5,5 6,2 0 0,7
o 20 15,5 15,6 0 1,9
102 X 100 0 0 0 0
o 0 0 0 0 0

* résultats exprimés en pourcentage d'oeufs

Tableau n® 51 : Répartition spatiale des oeufs dans le ménisque en
en fonction de Ta charge parasitaire

Les résultats obtenus montrent que 1la répartition spatiale des
oeufs dans le ménisque varie en fonction de la charge parasitaire.

* A forte charge (105 oeufs/1) 1'hypothése d'homogénéité de répar-
tition des oeufs dans Te ménisque a été vérifide par un test de X2 au
risque d'erreur de 1 %.

X = 0,527

exp Xth(0,01;5)" 16,8
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* Pour des concentrations en oeufs de 104 oeufs/1, les résultats

obtenus montrent que 74 % des oeufs sont retrouvés dans les trois pre-
miers millilitres du ménisque. I1 est donc conseillé de prélever en une
seule fois ces trois premiers millilitres pour effectuer la numération
en cellule de Mac Master et d'utiliser un coefficient correcteur appro-
prié. La validité de cette procédure a été vérifiée avec une étude menée

en paralléle qui comportait une lecture du ménisque entier (Tableau n°
52).

Nombre Coefficient _
échantillons | correcteur X g
testés (A)
Ef‘éﬁiﬂ,i?% i )1 10 1,35 932 561
Expérience n°® 2
(Lecture 7,5 m1) 10 1 977 534

Tableau n® 52 : Comparaison de 2 volumes de lecture

* Au niveau de charge 103 oeufs/1, la méme analyse conduit a
conseiller un seul prélévement de 1,5 millilitre avec utilisation d'un
coefficient correcteur A = 1,14.

* Enfin & la concentration 102 oeufs/1, 100 % des oeufs sont com-
pris dans le 1,5 millilitre le plus superficiel

Toutes ces informations sont regroupées dans le tableau n° 53 qui
en fonction de la charge parasitaire donne le nombre de lames a lire,
ainsi que Ta formule pour calculer le nombre d'oeufs par litre & la fois
pour la méthode au thiosulfate de sodium, ainsi que pour celle a 1'iodo-
mercurate de potassium.



10° 10 108 10°
Charge
parasitaire
oeufs/1 Thiosulfate | Iodomercurate | Thiosulfate | Iodomercurate | Thiosulfate | Iodomercurate | Thiosulfate | Iodomercurate
de sodium [ de potassium de sodium | de potassium de sodium | de potassium de sodium | de potassium
Nombre de .
lames 3 lire 1 1 3 3 1 1 1 1
Coefficient '
correcteur A 1 1 1,35 1 1,14 1 1 1
Volume estimé 7,5 7 3 3 1,5 2 1.5 2
(v,) ,
3
Formule de Y, V;, x A .1 Y x Vo x A YxV, xA YxV, xA
calcul X X 1- X =— 1 1 1 X = 1 X = 1
v v v v

nombre d'oeufs lu

dans une cellule

volume de la cellule de Mac Master

Tableau n® 53

: Formules de quantification en fonction de la charge parasitaire

L6
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2.2.3 - Etude statistique

Elle est réalisée sur 3 jours consécutifs, avec des échantillons
d'eaux usées brutes et épurées artificiellement contaminées a 103
oeufs/1, en 2 lieux de prélevements avec répétitions binaires.

Les résultats des tests de vérification des hypothéses de norma-
1ité et d'égalité des variances regroupés dans le tableau n°® 54 montrent
leur acceptation au risque choisi.

Test de SHAPIRO-WILK Test de COCHRAN
Méthode Iodomercurate | Thiosulfate Iodomercurate | Thiosulfate
de potassium de sodium de potassium de sodium
Nombre 24 24 24 24
de tests
wexp 0,889 0,885 gexp 0,290 0,294
Wen min0,04 0,884 0,884 It 0,95 0,392 | 0,392
Wen max0, 04 0,989 0,989

Tableau n°® 54 : Vérification des hypotheéses

b

L'analyse de variance a été effectuée a 1'aide du test de
FISHER-SNEDECOR ( Tableau n° 55).
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Iodomercurate de Thiosulfate de
METHODE potassium sodium

FA (jour prélevement) th. 7,71 th. 7,71
0,95 exp. 4,2 exp. 0,67
FB (type prélevement) th. 7,71 th. 7,71
0,95 exp. 15,3 exp. 6,03
FC (lieu prélevement) th. 7,71 th. 7,71
0,95 exp. 6,90 exp. 10,83
FAB th. 3,01 th. 3,01
0,95 exp. 0,94 exp. 3,83

Tableau n° 55 : Résultats de 1'analyse de variance

Pour la méthode utilisant 1'iodomercurate de potassium, seul Te
type de prélévement a une influence sur le rendement de la technique.
Avec le protocole au thiosulftate de sodium, le parametre lieu de préle-
vement influe sur le rendement de la méthode.

2.2.4 - Sensibilité de 1a technique

A partir de ces informations, il pouvait &tre envisagé de détermi-
ner la sensibilité de la méthode par rapport aux exigences du rapport
Engelberg (1985) (1 oeuf viable/1 d'eau en vue d'une réutilisation agri-
cole). Elle a été étudiée a partir d'échantillons de 1, 5, 10, 25 et 50
litres d'eaux usées artificiellement contaminées a 1 oeuf d'Ascaris de
porc par litre. Le nombre d'échantillons analysés par chaque volume

choisi était de 10 (Tableau n° 56).
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Volume/1
Méthodes 1 5 10 25 50
Méthode jodomercurate de x| ND* 50%* | 100 47,5 47,5
potassium o 84 71 18,4 16,5
Méthode thiosulfate de X ND 65 95 46,2 46,2
de sodium o 80 72 27 18,3
ND * : non détecté **% : pourcentage d'oeufs retrouvés

Tableau n® 56 : Rendement des méthodes en fonction du volume d'échantil-

lonnage

Le volume de 25 litres représente le volume optimal a analyser

étant donné 1'importancé des écarts-types observés avec les échantillons

de 5 et 10 litres.

En dehors du volet quantitatif (1 oeuf/1) le rapport Engelberg

précise qu'il faut tester la viabilité. Le pouvoir discriminant du

n-butanol ayant déja été décrit, nous avons voulu a ce stade connaitre

1'impact d'un ratio croissant oeufs non viables sur la sensibilité de la

méthode (Tableau n° 57).

oeufs viables

Ratio Oeg£3f2031§;?2;e5 % oeuf viables retrouvés
0 Y
1 52,5
2 43
4 54
6 30
8 51
12 51
24 68,5

Tableau n® 57 : Sensibilité de la méthode en présence de quantités

croissantes d'oeufs non viables
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Eu égard aux risques de lére et de 2&me espéces sur les titres des
solutions, la méthode semble peu sensible a des variations de 1 & 24 du
ratio oeufs non viables oeufs viables.
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ETUDES SUR LE TERRAIN

Elles ont été réalisées sur différents types d'échantillons :
eaux, boues résiduaires, sols et végétaux.

1 - DEVENIR DES OEUFS D'HELMINTHES AU COURS DE CYCLES D'EPURATION

I1 a été étudié sur la station d'épuration de NANCY-MAXEVILLE et
sur celle de BACCARAT.

1.1 - Résultats obtenus sur le site de NANCY-MAXEVILLE

Deux études ont été conduites sur ce site : d'une part un suivi
quotidien pendant une semaine sur des échantillons d'eaux et de boues et
d'autre part un suivi hebdomadaire pendant une année sur des échantil-
lons d'eaux d'entrée et de sortie.

. La premiere étude est effectuée sur des échantillons d'eaux d'un
volume de 100 litres et sur des échantillons de boues de 2 kg a partir
desquels sont réalisés des sous échantillons de 100 g. La technique
utilisée est la méthode de JANECKSO-URBANYI

Le tableau n° 58 montre la répartition des oeufs d'helminthes dans
les eaux usées.
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Types '

oeufs NEMATODES CESTODES
Lieux de Ascaris | 12X07 | Trichuris| Total | YMeNO- | rania | Total
prélévements —— |cara | ——— Tepis
Entrée x| 4,9*| 1,45| 0,36 6,76 | 0,4 1,64 | 2,04
station n**=7 ¢ 2,21 0,58 0,31 2,42 0,3 1,22 | 1,15
Sortie x| 0,59 0,441 0,05 1,08 0,035 0,29 | 0,34
station n=4 o| 0,44 | 0,40| 0,06 0,61| 0,030 | 0,32] 0,43

* Nombre moyen d'oeufs/1 ** Nombre d'échantillons de 100 1

Tableau n® 58 : Concentration d'oeufs d'helminthes dans les eaux usées

D'un point de vue qualitatif, des oeufs de Nématodes et de Cesto-
des sont mis en évidence aussi bien en entrée qu'en sortie de station.
D'un point de vue quantitatif,la forte prédominance des oeufs de Némato-
des est remarquable aussi bien en entrée qu'en sortie de station, les
intervalles de confiance permettant de considérer comme significative la
différence entre Nématodes et Cestodes.

Dans la famille des Nématodes, on observe des oeufs d'Ascaris,
Trichuris et Toxocara. I1 faut souligner en entrée la forte majorité
d'oeufs d'Ascaris et de Toxocara, significative eu égard & la dispersion
observée, par rapport a la faible représentation des oeufs de Trichuris.
Dans les eaux de sortie, des oeufs d'Ascaris et de Toxocara sont encore
mis en évidence confirmant 1'extréme résistance de ce type d'oeufs au
traitement de digestion (REIMERS et al., 1981). Ces auteurs obtiennent
des pourcentages de réduction d'oeuf s'échelonnant de 34 3 91 % selon le
type d'oeuf (Ascaris, Trichuris, Toxocara) et le type de traitement
d'épuration. Quant aux oeufs de Trichuris ils ne sont pratiquement plus
mis en évidence.

Chez les Cestodes, des oeufs de Taenia et d'Hymenolepis sont obser-
vés en entrée, la prédominance des oeufs de Taenia est statistiquement
significative. En sortie, quel que soit le type d'oeuf, les quantités
retrouvées sont trés faibles. Ces derniers chiffres corroborent les ré-
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sultats de STOREY (1987) sur les possibilités de survie d'oeufs de Ces-
todes a travers les cycles d'épuration qui montrent une quasi élimina-

N

tion de ce type d'oeufs a 1'issue des diverses phases de traitement.

Le tableau n°® 59 indique Te nombre d'oeufs d'helminthes isolés
dans Tles boues.
Numéro | Moyenne DATE DE PRELEVEMENT
d'échan- sur 8
f"‘°" JOUrs 1 17/6/86 | 19/6/86 | 20/6/86 | 23/6/86 | 24/6/86 | 25/6/86 | 26/6/86 27/6/86
| 187% 163 163 163 257 140 187 93
1 186+33 | 210* 187 163 186 257 163 187 139
23%%4 24 0 23 0 23 0 46
187 233 116 187 139 24 47 140
2 146+55 | 187 233 116 187 139 47 93 163
0 0 0 0 0 23 46 23
117 139 140 93 210 163 163 93
3 140+37 | 117 139 140 93 210 163 163 93
0 0 0 0 0 0 0 0
163 163 163 70 233 117 47 187
4 146+59 | 163 186 163 70 233 117 47 187
0 23 0 0 0 0 0 0
139 163 140 117 163 140 117 35
5 130+42 | 139 163 140 117 186 140 117 35
0 0 0 0 23 0 0 0
139 257 187 139 23 47 70 187
6 131475 | 139 257 187 139 23 47 70 187
0 0 0 0 0 0 0 0
_ 155 186 152 128 171 105 105 122
X 146,5 | 159 194 152 132 175 113 113 134
4 8 0 4 4 8 8 12
23,9 42,7 22,5 33,9 77,1 47,8 42,4 54,8
o 27,1 | 31,5 39,9 22,5 42,9 77,2 49 49 54,1
8,5 10,5 0 8,5 10,5 10,5 10,5 17,5
*  nombre d'oeufs d'heiminthes par 100 g de boues semi-déshydratées
(humidité résiduelle 70 %)
** nombre d'oeufs de nématodes

*** nombre d'oeufs de cestodes

Tableau n° 59 : Nombre d'oeufs d'helminthes isolés dans les boues
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Le nombre d'oeufs d'helminthes retrouvés dans 100 g de boues
semi-déshydratées varie de 23 a 257 ; les moyennes quotidiennes s'éche-
lonnent de 133+49 a 194+39,9 oeufs pour 100 g de boues ; les moyennes
par échantillon de 130+42 a 186+33 oeufs pour 100 g de prélévement. Des
études préliminaires (Tableau n°® 60) avaient respectivement mis en évi-
dence 188+142 et 140+70 oeufs pour 100 g de boues.

Ascaris | Toxocara | Trichuris | Hymenolepis [Taenia| Total

Campagne n°l x [ 67 60 12 12 37 188
n=10 o 43 52 8 8 20 142
Campagne n°2 x| 70 40 0 5 25 140
n* = 10 g 57 28 10 17 70

n* : nombre d'échantillons de 100 g de boues semi-déshydratées

Tableau n°® 60 : Résultats des études antérieures

En ce qui concerne les types d'oeufs isolés, dans tous les échan-
tillons, des oeufs de Nématodes sont retrouvés alors que les oeufs de
Cestodes sont présents seulement dans 21 % des cas. Pour les Nématodes,
les charges maximales sont de 257 oeufs / 100 g de boues et les charges
minimales de 35 oeufs / 100 g de boues. Chez les Cestodes les quantités
dénombrées sont toujours faibles de 23 a 47 oeufs / 100 g de boues.
Quant a la distribution a 1'intérieur des familles, chez les Cestodes,
il y a des oeufs d'Hymenolepis et de Taenia alors que chez les Nématodes
des oeufs d'Ascaris, Trichuris et Toxocara sont mis en évidence. Les
pourcentages respectifs de chaque type d'oeufs de Nématodes sont rassem-
b1és dans le tableau n° 61.
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Numéro Ascaris Toxocara Trichuris

d'échantillon spp Spp T spp
1 101 (65 %) 47 (30 %) 8 (5 %)

2 105 (56,4 %) 66 (35,5 %) 15 (8,2 %)

3 70 (46 %) 78 (51,3 %) 4 (2,7 %)

4 70 ( 54,7 %) 54 (42,2 %) 4 (3,1 %)

5 109 (63,7 %) 58 (33,9 %) 4 (2,4 %)
6 62 (59 %) 43 (41 %) 0 (0 %)

7 43 (45,7 %) 47 (50 %) 4 (4,3 %)

Tableau n® 61 : Répartition des especes dans la famille des Nématodes
isolées des boues

Les oeufs d'Ascaris représentent selon les prélevement de 45,7 %
a 65 % des oeufs de Nématodes isolés, soit en moyenne 55,6 % alors que
les oeufs de Toxocara sont retrouvés en pourcentages significativement
plus faibles entre 30 et 45,9 % soit en moyenne 41,2 %.

Si on considére que le traitement dans 1a station de 100 litres
d'eaux brutes conduit en fin de cycle a 1a production de 14 g de boues
semi-déshydratées, il est possible de dresser un bilan global de 1'in-
~fluence des. traitements sur le devenir des oeufs d'helminthes.

En entrée de station, le nombre d'oeufs d'helminthes est de 8,80
oeufs/1, en sortie 1,4 oeufs d'helminthes sont dénombrés dans un méme
volume soit une diminution globale de la charge parasitaire de 84 % ; en
fait 81 % des oeufs sont détruits au cours du traitement et 3 % seule-
ment sont retrouvés au niveau des boues.

. La seconde étude rend compte du suivi hebdomadaire de la concen-
tration en oeufs d'helminthes dans des échantillons d'eaux brutes et
épurées d'un volume de 25 litres sur une période de 42 semaines(Tableaux

° 61 et 61 bis).
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EAUX ENTREE EAUX SORTIE
SEMAINES
Asc. | Trich. | Tox. | Tén. | Hymen. | Asc. | Trich. | Tox. [ Tén. | Hymen.
1 3,2 | 0,47 |1,5311,2 0,53 (0,47} 0,14 0,4 [0,07| 0,07
2 9,2 0,8 1,50 | 2,5 0,8 ND ND ND ND ND
3 5,7 0,67 (0,33]1 0,67 ND ND ND ND ND
4 5,4 0,54 |1,8 |4 0 1,08 0,06 {1,08|1,08] O
5 5,5 0 1,32 2,1 0 ND ND ND ND ND
6 4,2 0 2,4 10,6 0,6 0,351 0 0,6 |0 0,06
7 1,25 0,25 [0,25}0 0 0 0 0 0 0
8 0,5 | 0 1 |05 ] 0 0 0 0o |o 0
9 0,25 0 0,5 |0,25] O 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0,5 |0 0 0 0 0 0 0
12 1 0 0,7510,5 0 0 0 0 0 0
13 0,5 0 1 1 0 0 0 0 0 0
14 0,5 0 0,75]0,25| O 0 0 0 0 0
15 0 0,25 }0,25(0 0 0 0 0 0 0
16 0,5 0 0 0 0 0 0 0,250 0
17 2,5 | 0,5 |1,25(0,5 | 0,5 | ND | ND | ND | ND | ND
18 0,25| 0,25 |0,75]0,25| 0,25 ND ND ND ND ND
19 0,5 0,5 1 0,75 0 ND ND ND ND ND
20 1,251 0 0,5 [0,75} O ND ND ND ND ND
21 0,75 0 0,75]0,75| 0 ND ND ND ND ND
* nombre oeufs/litre Asc. : Ascaris Tén. : Ténia
Trich. : Trichuris Hymeno. : Hymenolepis
ND : non déterminé Tox. : Toxocara -
Tableau n° 61 : Concentration en oeufs d'helminthes dans les eaux usées :

suivi sur 42 semaines
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EAUX ENTREE
Semaine
Ascaris Trichuris Toxocara Ténia Hymenolep ‘is
22 0,25 0 0 0,25 0
23 0 0,25 0 0,25 0,25
24 1 0 0,5 0,5 0,5
25 1,25 0 0 0,5 0
26 0,25 0,25 0 0 0,25
27 0,25 0 0,5 0,5 0
28 0,25 0 0 0,25 0,25
29 0 0 0 0,25 0,25
30 0 0 0 0 0
31 0,25 0,25 0 0 0
32 0,25 0 0,25 0 0
33 1,25 0 1 0 0
34 0,75 0 0,25 0,25 0
35 1,5 0,25 0 0,25 0
36 1,25 0 0 0 0
37 0 0 0 -0 0
38 1 0 0 0,5 0
39 0,5 0 1 0,5 0
40 0,25 0 0 0,25 0
41 0 0 0 0 0
42 0 0 0,25 0,25 0

Tableau n° 61bis : Concentration en oeufs d'helminthes dans les eaux usées :

suivi sur 42 semaines
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Qualitativement, les espéces retrouvées sont toujours les mémes
oeufs de Nématodes (Ascaris, Trichuris, Toxocara) et de Cestodes Taenia

et Hymenolepis).

Quantativement, i1 faut distinguer deux périodes de la lere a la
6&me semaine et ensuite de la 78me & la 4Z2éme semaine.

- Au cours de la lére période, les quantités d'oeufs d‘'helminthes
retrouvées dans les eaux usées brutes varient de 6,8 a 14,8 / 1. Au
cours de la 2eme période les concentrations en oeufs d'helminthes s'é-

chelonnent de 0 a 4,7 oeufs/1.

Cette chute brutale du nombre d'oeufs d'helminthes par litre
d'eaux usées brutes a pu &tre expliquée aprés une enquéte effectuée
auprés des abattoirs. En effet, a la 7éme semaine de prélevement corres-
pond un changement dans le mode d'abattage des animaux. Les viscéres de
ceux-ci qui, auparavant, étaient traités sur place, sont désormais pla-
cés dans des containers et dirigés vers des centres de traitements spé-
cialisés. Dans ces conditions, il est possible d'expliquer les chutes
importantes des concentrations en oeufs d'Ascaris et en oeufs de Taenia.
Afin de déterminer 1'éventuel risque parasitaire 1ié a 1a présence
d'oeuf d'Ascaris, une étude de viabilité a été menée de fagon ponctuelle
sur 10 échantillons de 50 Titres d'eaux usées brutes. 25 litres étaient
traités selon le protocole classique de JANECKSO-URBANYI et 25 Tlitres
selon la technique au n-butanol. Le nombre d'Ascaris retrouvés selon la
méthode de JANECKSO-URBANYI est de 1,68+0,48 / litre ; la technique au
n-butanol montre qu'aucun de ces oeufs n'était viable.

- Dans les eaux épurées, le méme phénoméne est observé : ainsi au
cours des 6 premiéres semaines de campagne, le nombre d'oeuf d'helmin-
thes par litre d'eau usée épurée varie de 1 a 3,6 ; en revanche aprés la
6eme semaine, aucun oeuf n'est détecté. Dans ces conditions 1'analyse
des eaux usées épurées a été arrétée a la l6éme semaine. Enfin, il faut
souligner la relative constance des quantités d'oeufs retrouvées en eau
d'entrée aussi bien en lére qu'en 2eme période. Ainsi i1 ne peut &tre
mis en évidence aucune variation saisonniére significative. Cette rela-
tive constance du nombre d'oeuf au cours du temps pourrait &tre mise au
compte de 1'environnement essentiellement urbain et donc de composition
parasitaire peu fluctuante de la station d'épuration de NANCY-MAXEVILLE.
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1.2 - Résultats obtenus sur le site de BACCARAT

Les concentrations en oeufs d'helminthes retrouvées dans les eaux
et les boues sont rassemblées dans le tableau n° 62.

Qeufs . .
type échantillons Ascaris Toxocara | Taenia Total
Fau entrée n=>5 0,47*+0,07 | 0,15+0,04 | 0,35+0,06 | 0,97+0,17
Eau sortie n=>5 0,64*+0,08 0 0,38+0,07 | 1,02+0,15
Boues de 1it de séchage
| n = 45 O 1 0y 0 0

* Nombre d'oeufs/]
** Nombre d'oeufs/100 g

Tableau n® 63 : Concentration d'oeufs d'helminthes dans les eaux usées
et les boues de la station d'épuration de BACCARAT

D'un point de vue qualitatif, le nombre d'especes observées est
plus faible : ainsi n'ont jamais été mis en évidence ni des oeufs de
Trichuris ni des oeufs d'Hymenolepis.

Les quantités d'oeufs retrouvées en eaux brutes (0,97+0,17) sont
voisines de celles observées a la station d'épuration de NANCY-MAXEVILLE.
En eau de sortie, les valeurs observées (1,02+0,15 oeufs/1) ne difféerent
pas significativement de celles détectées en eaux d'entrée. Cette absen-
ce d'abattement entre eau d'entrée et eau de sortie est d'ailleurs con-
firmée par les résultats obtenus sur les 45 échantillons de boues de 1it
de séchage qui ne renferment aucun oeuf.

L'étude de 1a viabilité des oeufs d'Ascaris effectuée sur les
échantillons d'eaux de sortie montre que ces oeufs sont viables.

En conclusion de ces deux études réalisées sur deux stations d'é-
puration de type biologique, on peut souligner la divergence des résul-
tats obtenus.
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Dans la station de NANCY-MAXEVILLE, les oeufs d'helminthes sont
totalement éliminés des eaux épurées et sont retrouvés au niveau des
boues digérées puis dans les boues semi-déshydratées en faible pourcen-
tage (3 %) ce qui représente 3.107 oeufs par jour.

La station de BACCARAT n'élimine pas les oeufs d'helminthes pré-
sents dans les eaux usées brutes puisque 1,6.106 oeufs sont rejetés
journellement avec les eaux épurées. Cette non élimination est sans
doute la résultante de deux phénoménes, d'une part une étape d'aération
s'opposant a la sédimentation gravitaire des éléments parasitaires de
densité voisine de 1 et d'autre part une étape de clarification trop
bréve (3 H 45) ne permettant pas la sédimentation des oeufs d'helminthes
intestinaux estimée, selon SHUVAL et al. (1986) a 0,6 m/heure dans le cas
des Ascaris et 0,26 m/heure pour les oeufs de Taenia dans des eaux au
repos. Dans ces conditions, un séjour d'au moins 6 heures serait néces-
saire pour obtenir une décantation efficace des oeufs d'helminthes.

Le seul point positif dans cette station de BACCARAT est la pro-
duction de boues quasi exemptes d'oeufs d'helminthes.

2 - OEUFS D'HELMINTHES APRES REJET EN MER DE BOUES RESIDUAIRES

Avant de réaliser 1'analyse systématique des prélevements effec-
tués au cours des trois campagnes, il a été procédé a une étude prélimi-
naire pour choisir le mode de prélévement le plus adapté pour le recueil
des sédiments ainsi que la technique de concentration la plus perfor-
mante.

2.1 - Etude préliminaire

Deux techniques de prélevements des sédiments ont été testées : la
cuillére de Van VEEN et 1'appareil de REINECK.

Les méthodes utilisées étaient d'une part la technique de
JANECKSO-URBANYI et d'autre part celle de BAILENGER couplée a celle de
JANECKSO-URBANYI.



113

Les échantillons de 40 g étaient subdivisés en 4 sous-échantillons
de 10 g. Globalement 4 échantillons ont été analysés. Les résultats sont
rassemblés dans les tableaux n°® 64 et 65

Les résultats obtenus, quelle que soit T1a méthode d'enrichissement
choisie, démontrent la supériorité du prélevement réalisé avec 1'appa-
reil de REINECK. En effet, le nombre total d'oeufs retrouvés ainsi que
les types observés sont globalement plus élevés avec ce type de préléeve-
ment.

Le choix des techniques d'enrichissement a été effectué sur 12
échantillons de sédiments (tableau n°® 66).

METHODE NOMBRE D'ECHANTILLONS | NOMBRE D'ECHANTILLONS
D'ENRICHISSEMENT ANALYSES POSITIFS
JANECKSO-URBANYI 12 9 (75 %)

BAILENGER +

JANECKSO-URBANY I 12 5 (41,6 %)

Tableau n® 66 : Comparaison des différentes techniques d'enrichissement

Au vu des résultats obtenus, la technique de JANECKSO-URBANYI a
été retenue car elle s'est révélée &tre 1la tethnique permettant la dé-
tection du plus- grand nombre d'échantillons positifs (75 % contre 41,6 %
avec la technique de BAILENGER).

2.2 - Etude systématique

Pour la lére campagne, les résultats sont présentés dans le ta-
bleau n° 67.



TYPES D'OEUFS

MODE DE NOMBRE NOMBRE
PRELEVEMENT | ECHANTILLONS | TOTAL Trichuris
ANALYSES D'OEUFS Ascaris Toxocara Capillaria Hymenolepis | Taenia
Appareil 4 90* 0 15 30 0 45
Reineck 4 110 50 30 30 0 0
Cuillére 4 45 0 0 45 0 0
Van Veen 4 75 15 0 15 0 45

* Résultats exprimés pour 100 g de sédiments

Tableau n° 64 :

Résultats de 1'analyse parasitologique avec la méthode de JANECKSO-URBANYI

TYPES D'OEUFS

MODE DE NOMBRE NOMBRE
PRELEVEMENT | ECHANTILLONS | TOTAL . Trichuris
ANALYSES D'OEUFS | - Ascaris Toxocara Capillaria Hymenolepis | Taenia
Appareil 4 30%* 15 15 0 0 0
Reineck 4 145 45 0 30 0 70
Cuillére 4 75 30 15 0 30
Van Veen 4 60 0 30 0 30

* Résultats exprimés pour 100 g de prélévements

Tableau n® 65 :

a celle deJANECKSO-URBANYI

Résultats de 1'analyse parasitologique avec la méthode de BAILENGER couplée

AN
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LIEU Nbre TYPES D'OEUFS
DE TOTAL
PRELEVEMENT | OEUFS recarts |oxocar E;E,f?lf;;fa H{ggg_ o

Besos (zone A)
Echantillon 8 15 15 0 0 0 0
Echantillon 27 0 0 0 0 0 0
Echantillon V 15 15 0 0 0
Echantillon W 30 15 15 0 0 0
Emissaire (zone B)

Echantillon Z 120 30 45 30 0 15
Echantillon X 45 15 0 30
Echantillon Y 0 0 0
Echantilion 02 15 0 15

Barcelonetta (zone C)

Echantillon L 30 0 0 30 0 0
Echantillon M 45 15 0 30 0 0
Echantillon N 15 0 0 15 0 0
Echantillon O 0 0 0 0 0 0

* nombre d'oeufs/100 g de sédiments

Tableau n° 67

: Résultats de la premiére campagne (novembre 1987)

La 2&me campagne (mars 1988) a comporté 1'analyse des 12 points

analysés lors de la premiére campagne, ainsi que celle de six échantil-

Tons supplémentaires en vue de préciser les tendances observées au cours

de la premiére campagne (Tableaux n° 68 et n° 69).

La Tocalisationdes points supplémentaires est indiquée ci-dessous :

Point 1 : zone de la frange littorale des plages

Point 2 : plage de Barcelonetta

Point 3 : embouchure du Besos
Point 4 : sédiment du 1it du Besos
Point H : embouchure du Besos

Point G : point intermédiaire entre les zones B et C
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LIEU Nbre TYPES D'OEUFS
DE TOTAL
PRECEVENENT O Ascaris | Toxocara %2%%$%§%%a H%g%%g"Taenia

Besos (zone A)

Echantillon 8 80* 20 20 0 0 40
Echantillon 27 11 0 11 0 0 0
Echantillon V 55 22 22 0 0 11
Echantillon W 60 0 40 0 0 20
Emissaire (zone B)

Echantillon Z 132 44 66 0 11 11
Echantillon X 88 11 44 22 0
Echantillon Y 90 48 16 16 0
EchantiHon-O2 256 96 80 0 24 56
Barcelonetta (zone C)

Echantillon L 59 33 20 6 0
Echantillon M 60 33 8 0 16
Echantillon N 76 66 0 10 0
Echantillon 0 106 66 20 10 10

* nombre d'oeufs/100 g de sédiments

Tableau n® 68 :

Résultats de la deuxiéme campagne (mars 1988)

LIEU Nbre TYPES D'OEUFS
DE TOTAL
PRELEVEMENT QOEUFS . .
. Trichuris Hymeno- .
| Ascaris | Toxocara CEE?TTEF%& Tepis Taenia

Echantillon 1 0 0 0 0 0 0
Echantillon 2 0 0 0 0 0 0
Echantillon 3 0 0 0 0 0 0
Echantillon 4 78 12 60 0 0 6
Echantillon H 121 47 56 9 0 9
Echantillon G 65 10 33 0 0 22

* Nombre d'oeufs/100 g de sédiments

Tableau n°® 69 : Résultats de la deuxieme campagne (mars 1988)

Points supplémentaires
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N

a affiner Tles résul-
tats antérieurs. Elle a porté sur 12 échantillons représentatifs. Les

La 3eme campagne (juin 1988) était destinée

trois points supplémentaires A, B, 19 étaient destinés a confirmer ou
infirmer des hypothéses émises au vu des résultats des campagnes précé-
dentes (tableaux n°® 70 et 71).

LIEU Nbre TYPES D'OEUFS
DE TOTAL
PRELEVEMENT OEUFS . .
. Trichuris | Hymeno- :
Ascaris { Toxocara Capillaria lepis Taenia
Besos (zone A)
Echantillon 8 124 . 33 83 8 0. 0
Echantillon 27 0
Echantillon V 16 0 0 0 0 8
Emissaire (zone B)
Echantillon Z 83 33 50 0 0 0
Echantillon Y 88 22 66
Echantillon O2 41 25 0 0
Barcelonetta (zone C)
Echantillon L 90 8 58 16 0 8
Echantillon M 4] 0 33 0 0 8
Echantillon N 5 0 5 0 0 0

* nombre d'oeufs/100 g de sédiments

Tableau n°® 70 : Résultats de la troisieme campagne (juin 1988)
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LIEU Nbre TYPES D'OEUFS
DE TOTAL
PRELEVEMENT OEUFS . .
. Trichuris Hymeno- :
Ascaris | Toxocara Capillaria Tenis Taenia
Echantillon f (Y) 88 22 66 0 0
Echantillon A 44 33 11 0
Echantillon B 66 55 11 0 0
Echantillon 19 44 22 22 0 0 0
Tableau n°® 71 : Résultats de la troisiéme campagne

(points suplémentaires)

La détermination de la viabilité des oeufs d'Ascaris au cours des
2eme et 3eéme campagne a été réalisée par la méthode au n-butanol

(tableau n° 72).

LIEU DE PRELEVEMENT

POURCENTAGE D'OEUFS V
DANS 100 G D'ECHANTI

IABLES
LLONS

2eme campagne

3eme campagne

Zone A

Zone B

Zone C

Echantillons H - G
Echantillons 1 - 2 - 3
Echantillon 4
Echantillon f (Y)
Echantillon A
Echantillon B
Echantillon 19

5%
14 %
50 %

100 %

0%
80 %
ND
ND
ND
ND

100 %
42 %
100 %
ND
ND
ND
0%
0%
0 %
50 %

ND : non déterminé

Tableau n® 72 :

Recherche de la viabilité des oeufs d'Ascaris
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Globalement sur les 42 échantillons analysés 35 renfermaient des
oeufs d'helminthes appartenant a la famille des Nématodes et/ou des
Cestodes. I1 faut noter 1'écrasante prédominance des oeufs de Nématodes
qui sont retrouvés dans tous les échantillons positifs (35/35) alors que
les oeufs de Cestodes sont observés dans 20 échantillons seulement.

Chez les Nématodes sont mis en évidence des oeufs de Toxocara
présents dans 71,4 % des prélevements, des oeufs d'Ascaris retrouvés
dans 65,7 % des échantillons et des oeufs de Trichuris-Capillaria obser-

vés dans 42,8 % des prélévements.

Chez les Cestodes, des oeufsde Taenia et Hymenolepis ont été iso-
1és mais i1 faut souligner 1'extréme fréquence des oeufs de Taenia re-
trouvés dans 17 des 20 échantillons renfermant des Cestodes comparati-
vement aux 6 échantillons positifs en oeufs d'Hymenolepis.

Ces types d'oeufs retrouvés sont ceux décrits classiquement dans
les boues et les eaux usées. Au niveau des sédiments marins, aucune
donnée bibliographique n'a été trouvée sur la recherche des oeufs d'hel-
minthes. Dans un travail précédent nous avions effectué 1'analyse para-
sitologique des boues de 1a station d'épuration San Adrian. Ces boues
s'étaient révélées fort riches en oeufs d'helminthes avec 70 % d'échan-
tillons contenant au moins 3 types d'oeufs différents. Les oeufs de
Cestodes étaient pratiguement représentés de la méme fagon que les oeufs
de Nématodes (80 % d'échantillons avec des Cestodes contre 90 % avec des
Nématodes). De plus chez les Nématodes avaient été retrouvés fréquemment
des oeufs d'oxyure qui sont totalement absents des échantillons marins.

I1 semblerait donc que le milieu marin se révéle particulierement
hostile aux oeufs de Cestodes puisque retrouvés dans seulement 47 % des
échantillons contre 83,3 % de prélévements renfermant des Nématodes.
Cependant chez les Nématodes, les oeufs d'oxyure semblent particuliére-
ment labiles dans le milieu marin puisque nous ne les avons jamais re-
trouvés dans la zone de 1'émissaire.

A 1'inverse, les oeufs de Toxocara ont été retrouvés avec une trés
grande fréquence. Or 1'analyse de données bibliographiques (BOUCHET,
1985) montre la possibilité pour ces oeufs de se conserver tres long-



120

temps dans du sable. Pour étudier 1'hypothése d'une possible contamina-
tion du sédiment marin a partir de la plage, nous avons effectué 1'ana-
lyse de plusieurs prélévements de sable effectués sur les sites de Prim

et Bogatel. Tous les échantillons étaient négatifs infirmant donc 1'hy-

pothése d'une possible contamination tellurique.

La comparaison par campagne de prélévement montre que c'est en
novembre 1987 que les concentrations en oeufs d'helminthes parasites
sont les plus faibles quel que soit le point de prélévement.

* Une explication possible a cette observation serait peut &tre a
rechercher au niveau de variations climatiques.

Si 1'on compare les valeurs retrouvées pour chaque échantillon au
cours du temps, globalement on peut décrire trois zones.

. La zone A regroupant les échantillons 8, 27, V sous influence du
rio Besos est toujours faiblement polluée. Le point 27 situé au débouché
du rio Besos est retrouvé faiblement positif seulement au cours de la
campagne de mars 1988 ; les concentrations observées dans ce sédiment
étant d'ailleurs les plus faibles retrouvées avec 11 oeufs pour 100 g de
sédiment. Si les préleévements effectués aux points 8 et V renferment
toujours des oeufs d'helminthes, en revanche le point 8 plus au large
des cdtes que le point V a toujours une concentration parasitaire plus
élevée atteignant 124 oeufs par 100 g de sédiments en juin 1988. Ces
observations ont été affinées par 1'examen des points de préléevements
supplémentaires 4 et H.

Les sédiments récupérés dans le rio Besos (point 4) renferment 70
oeufs / 100 g de sédiment et ces oeufs sont retrouvés au niveau de
1'embouchure de rio Besos point H (103 oeufs / 100 g de sédiments). La
viabilité des oeufs d'Ascaris effectuée sur ce prélévement montre que
100 % des oeufs sont viables. Cependant dés que 1'on s'éloigne de 1'em-
bouchure, les concentrations en parasites diminuent et surtout la viabi-
1ité des oeufs d'Ascaris retrouvés est plus faible (50 % au point 27).

Les résultats obtenus dans cette zone démontrent également 1'im-
portance des courants marins dominants, les oeufs d'helminthes issus du
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rio Besos sont retrouvés jusqu'au point 8 comme le prouve 1'excellente
continuité entre les points 4, H et 8.

. Dans la zone B ou région de 1'émissaire, les échantillons 7 et
02 étaient toujours fortement contaminés avec des concentrations en
oeufs d'helminthes variant de 15 a 256 pour 100 g de sédiments, 1'échan-
tillon Ya toujours un niveau de contamination plus faible. L'explication
de cette observation tient sans doute a 1'existence de courants marins
qui véhiculent les oeufs d'helminthes de la sortie de 1'émissaire vers
oy L.
L'analyse des points supplémentaires G et 19 a permis de confirmer cet

le large selon un trajet qui intégre les points de prélévement X, O

axe 02, X, Z avec une décroissance de la viabilité 1liée sans doute au
séjour prolongé des oeufs dans un milieu peu favorable.

. Enfin dans la zone C ou zone des plages, les concentrations en

oeufs d'helminthes retrouvées (points L, M, N) s'échelonnent de 5 & 90
oeufs d'helminthes pour 100 g de sédiments. Elles sont en fait intermé-
diaires entre celles observées dans les zones A et B. Les résultats
obtenus démontrent 1'existence d'un flux d'oeufs entre les points L, M,
N et i1 pouvait &tre intéressant de suivre ce flux afin de voir s'il
restait paralléle a Ta cOte au-dela des plages de Prim et Bogatel.
L'étude de points supplémentaires O et A permis de prouver qu'il n'y

avait pas de rabat des sédiments vers ces plages (Figure n° 17).
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3 - RECHERCHE D'OEUFS D'ASCARIS DANS DES SOLS ET DES VEGETAUX
ARTIFICIELLEMENT CONTAMINES

3.1 - Analyse de sol

Elle a été conduite sur trois types d'échantillons de terre conta-
minée artificiellement & raison de 700 oeufs d'Ascaris viables / cm®
répandus sous forme d'une suspension d'oeufs en eau distillée ; deux
expositions a 1'ombre et au soleil étant testées. La technique de con-
centration utilisée est la méthode de JANECKSO-URBANYI. Chaque expéri-
mentation est réalisée sur 10 échantillons ; 2 échantillons (surface et
2 cm de profondeur) sont analysés a J0, J+20, J+60, J+95. Les résultats

sont exprimés en pourcentage d'oeufs retrouvés (Tableau n°® 73).

Les résultats obtenus en fonction de 1'exposition montrent que
quelle que soit la nature du sol les pourcentages observés dans Tes
échantillons exposés au soleil sont toujours inférieurs a ceux détectés
dans les échantillons placés a 1'ombre.

. La nature du sol a une influence importante sur le nombre
d'oeufs retrouvés : ainsi pour le terreau végétal exposé a 1'ombre dans
les échantillons collectés en surface et en profondeur 89,5 % des oeufs
sont retrouvés alors que pour le sable fin dans les mémes conditions

seulement 46,5 % d'oeufs sont récupérés.

. La comparaison des résultats des échantillons de surface et de
profondeur laisse apparaitre une faible percolation des oeufs initiale-
ment déposés en surface.

. La décroissance est faible entre JO et J+20 puisque a 1'ombre de
46,5 % a 89,5 % d'oeufs sont récupérés. En revanche au-dela de 20 jours,
la décroissance devient rapide. En exposition soleil, une importante
chute du nombre d'oeufs est déja observée a J+20 avec seulement de 7,9 a
28 4 d'oeufs retrouvés. Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenus
par BEAVER (1952) sur sols sableux et argileux qui observe une quasi
disparition des oeufs d'Ascaris au bout de 90 jours.
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Type

prélavement Jo J+20 J+60 J+95

22ﬁ2;$1110n Surface | Profondeur | Surface | Profondeur Surface | Profondeur | Surface | Profondeur

0 100 % 0% 30,2 % 16,3 % 10,3 % 11,8 % 1,9 % 1,9 %
Sable fin .

S 100 % 0% 22,6 % 5,4 % 12,4 % 2,5 % 0% 0,2 %

0 100 % 0% 37,3 % 23,4 % 17,7 % 4,6 % 9,7 % 1,7 %
Sable grossier

S ND ND ND ND ND ND ND ND

0 100 % 0% 55,8 % 33,7 % 20 % 15,9 % 5% 1,3 %
Terreau végétal

S 100 % 0% 7,2 % 0,7 % 3,6 % 0,5 % 0,3 % 0,3 %
ND : non déterminé 0 : ombre S : soleil

Tableau n°® 73 :

Pourcentage d'oeufs retrouvés dans les sols

vel



3.2 - Analyse de végétaux

Flle a été effectuée sur trois types de végétaux (salade, radis,
ciboulette) et sur le sol avoisinant contaminé 3 raison de 104 oeufs /
m2. Une analyse préliminaire du terreau utilisé a montré qu'il était
totalement exempt d'oeufs d'helminthes et que son pH était de 6,2

Date de
Nature Prélevement Jo J+10 J+45 J+60
échantillon
SALADE
. feuille haute 100 % 0% 0% 0%
. feuille basse 0,5 % 0% 0%
. sol surface 15,4 % 0,1 % 0,07 %
. sol profondeur 1,3 % 0,3 % 0,3 %
RADIS
. feuille 100 % 0% 0% 0%
. sol surface 18 % 1,7 % 0,07 %
. interface sol tubercule 58 % 1,7 % 3,2 %
CIBOULETTE
. feuille 100 % 0% 0% 0%
. sol surface 10 % - 1,1 % 0,1 %
. interface sol racine 13 % 9,1 % 0,9 %

Tableau n® 74 : Pourcentage d'oeufs retrouvés sur les végétaux et sols

A la lecture des résultats présentés dans le tableau n°® 74, on
observe une disparition totale des oceufs des parties aériennes végétales
10 jours apres la contamination. Cette élimination rapide peut s'expli-
quer par 1'action conjuguée de divers facteurs : exposition au soleil,
précipitations, arrosage... .
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A J+10 au niveau des prélévements de sols, globalement les quanti-
tés retrouvées different considérablement selon le type de végétal. Si
pour la salade et la ciboulette les pourcentages retrouvés sont faibles
(de 16,7 a 23 %), en revanche dans les échantillons de sol ol sont
cultivés les radis, les quantités d'oeufs retrouvées sont encore tres
importantes (76 %). Cette différence de résultats pourrait s'expliquer
par des appareils radiculaires différents : superficiels et étendus pour
la salade et la ciboulette ; profonds et localisés pour le radis. Ces
deux dispositions sont sans doute responsables de processus de rétention
d'eau différents. Dans ces conditions, les degrés d'humidité engendrés

-

seront plus ou moins favorables a la persistance des oeufs d'Ascaris.

A partir de 45 jours, les évolutions sont identiques avec une
chute importante a la fois dans les échantillons de surface et de pro-
fondeur. I1 faut cependant souligner que les pourcentages d'oeufs re-
trouvés sont toujours plus importants dans les échantillons les plus
profonds, marque possible d'une percolation des oeufs d'Ascaris.

Ces résultats obtenus sur des légumes artificiellement contaminés
peuvent &tre comparés aux travaux de RUDOLFS et al., (1951) et a ceux de
JACKSON et al. (1978). Chez ces auteurs, les délais de disparition des
oeufs sur les végétaux sont voisins : 27 jours pour les tomates et 35
jours pour les laitues chez RUDOLFS et al., (1951), 6 jours pour laitue
et radis d'aprés JACKSON et al., (1978). Dans les sols, JACKSON et al.,
(1978) retrouvent 10 % d'oeufs aprés 21 jours. I1 faut souligner que la
persistance des oeufs d'AscariS est fonction des conditions climatiques,
de la nature de sols. Ainsi 1'étude de RUDOLFS et al. (1951) a été
réalisée dans un pays a climat sec, les conclusions ne peuvent donc en
aucun cas 8tre extrapolées a des contrées soumises & un climat humide.
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ETUDE PROSPECTIVE

Dans ce chapitre, trois démarches sont présentées avec comme ob-
jectif commun une éventuelle élimination des oeufs d'Ascaris :

- une approche enzymatique ciblée sur 1'altération de la coque de
1'oeuf

- le réle des écosystémes présents dans les boues
- 1'utilisation de souches de champignons telluriques manifestant

une activité ovicide

1 - ACTION DES DIFFERENTES ENZYMES

Suite aux travaux consacrés a la paroi de 1'oeuf d'Ascaris, ont
été réalisées d'une part des hydrolyses simpies visants a altérer la
couche 1a plus externe de nature protéique, d'autre part des hydrolyses

combindes destinées a désorganiser a la fois 1'enveloppe externe ainsi
que les structures internes de nature chitineuse ou glycolipidique.

Les différentes solutions enzymatiques ainsi que les conditions
d'utilisation sont regroupées dans le tableau n°® 75.
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ENZYME LIQUIDE DE DILUTION MODE D'UTILISATION
Trypsine Tampon Dilution 1/25
Seraned réf. 2103 | PBS - 37°C
Pronase Tampon Tris HC1 Dilution 1/16
Sigma réf. 06911 | pH 8,5 37°C -
Bromelaine Tampon acétoacétate Dilution 1/100
Sigma réf. B2252 | pH 4,5 - 37°C
Ficine Tampon Tris HCI Dilution 1/100
Sigma réf. F3266 | pH 7,2 - 37°C
Papaine NH4 H Co3 0,1 M 3 Dilution 1/10

Mercaptol éthanol 103 M
Sigma réf. P3125 | EDTA 10° M 37°C
NN' Diacétyl Tampon Tris Dilution 1/1000
Chitobiose
Sigma réf. D1523 | pH 7,2 42°C
Hesperidinase Tampon , Dilution 1/100
Sigma réf. 48037 64,5% Acide citrique 21 g/1 | 40°C

35,5 % NaHPO, 35,6 g/1

Tableau n® 75 :

solutions enzymatiques

Protocole de préparation et d'utilisation des
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Dans un premier temps ont été menées des hydrolyses simples avec
la trypsine, la pronase, la bromelaine, la papaine et la ficine et dans
un second temps des hydrolyses associant plusieurs enzymes selon les
combinaisons suivantes :

- Trypsine NN' Diacétylchitobiose
- Pronase NN' Diacétylchitobiose
- Bromelaine + NN' Diacétylchitobiose

- Ficine NN' Diacétylchitobiose

- Bromélaine + NN' Diacétylchitobiose + Hesperidinase

- Ficine

+
+
+
+

- Papaine + NN' Diacétylchitobiose
+
+ NN' Diacétylchitobiose + Hesperidinase
+

- Papaine NN' Diacétylchitobiose + Hesperidinase

Les suspensions enzymatiques ainsi préparées sont mises a incuber

N

avec des suspensions d'oeufs d'Ascaris a 37°C pendant 21 jours ; les

lectures sont faites a j+l puis j+ 8, j+15, j+21. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d'oeufs dégénérés.

Pour les hydrolyses simples et combinées, les pourcentages d'oeufs
dégénérés sont identiques entre échantillons traités avec les suspen-
sions enzymatiques et les échantillons servant de témoins.

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE OVICIDE DE SOUCHES DE CHAMPIGNONS
TELLURIQUES

A partir des travaux de LYSEK et al, (1978, 1979, 1982, 1986, 1987)
sur les propriétés ovicides de eertains champignons isolés des sols
vis-3-vis des oeufs d'helminthes, une étude a été conduite avec deux
souches de champignons : Paecylomyces marquandii IP 1373.82 et Verticil-

1ium chlamydosporum IP 1382.82 et des suspensions d'oeufs d'Ascaris

suum.

* Les souches de champignons sont cultivées en boite de Roux sur
gélose SABOURAUD additionnée de chloramphénicol (IP réf. 56544). L'incu-
bation 3 20°C est de 10 3 15 jours. La récupération des mycéliums se
fait apres dissociation du tapis a 1'aide de billes de verre stériles
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dans 20 ml d'une solution de Tween 80 a 5 %. La densité optique de 1la
suspension obtenue est mesurée au spectrophotomeétre a la longueur d'onde
de 620 nm.

* Les suspensions d'oeufs d'Ascaris renfermant 2,5 104 oeufs/mi
sont mises en présence des volumes croissants de la suspension mycé-
lienne précédemment obtenue et étalonnée. Des tubes-témoins renfermant
uniquement la suspension d'oeufs d'Ascaris et la solution de Tween 80 a
5 % sont également préparés. Un suivi hebdomadaire a été effectué pen-
dant 5 semaines. La dispersion des résultats n'a permis de tirer aucune
conclusion sur les éventuelles propriétés ovicides des souches fungiques
testées.

3 - EMPLOI DES ECOSYSTEMES PRESENTS DANS LES BOUES

Ce travail vise a déterminer 1'éventuelle activité des micro-orga-
nismes présents dans les différents types de boues vis-a-vis des oeufs
d'Ascaris. Dans cette optique, selon un protocole décrit par SCHUH et
gl.,(1985) des oeufs d'Ascaris ont été placés dans des sacs de toile a
bluter* de porosité 27 um et dimensions globales 5 x 5 cm. Les sacs
scellés étaient immergés dans des récipients contenant :

- soit des boues primaires
- soit des boues digérées

6 oeufs. Les sacs étaient

Les sacs renfermaient de 3,7 105 al,310
immergés pendant deux semaines. Apreés ce délai, le sac était ouvert,
placé dans un récipient contenant de 1'eau et broyé au mixer (400
tours/mn pendant 15 mn). Aprés centrifugation (1000 g,5 mn), le dénom-
brement est effectué par la méthode JANECKSO-URBANYI. Avec la méme tech-
nique, les boues étaient également analysées. Deux types d'essais
témoins encadraient cette expérimentation : d'une part une expérience
réalisée avec une suspension dans 1'eau distillée d'oeufs d'Ascaris a la

concentration choisie (1,3 106) pour estimer 1'évolution "naturelle" des

* Ets TRIPETTE et RENAUD - 82390 Villeneuve-la-Garenne
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oeufs aprés deux semaines, d'autrepart une étude réalisée toujours en
eau distillée avec des oeufs contenus dans le sac de toile a bluter afin
d'évaluer les éventuels échanges entre le sac et son environnement. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d'oeufs retrouvés (Tableau n°
76).

. NOMBRE POURCENTAGE D'OEUFS

TYPES D' ECHANTILLONS D' ECHANTILLONS RETROUVES
Suspension oeufs Ascaris + n=>5 23 + 17
Eau distillée
Sac oeufs Ascaris + n=>5. 32 +10
Eau distilliée n=>5 10 + 9
Sac oeufs Ascaris + n=15 28,1 + 17,11
Boues primaires n=15 24,6 + 17,9
Sac oeufs Ascaris + n=>5 1,5 + 1,1
Boues digérées n=>5 0,5 +0,2

Tableau n°® 76 : Pourcentage d'oeufs retrouvés en fonction du type de
boues

Dans les essais témoins, les pourcentages d'oeufs retrouvés sont
globalement identiques qu'ils soient ou non contenus dans un sac. Ils
prouvent qu'en 15 jours de 58 + 9 % a 77 + 17 % des oeufs disparaissent.

Dans les boues primaires, les pourcentages d'oeufs retrouvés ne
different pas significativement des pourcentages observés dans les es-
sais témoins. Ils suggérent un faible rdle de cet écosystéme sur les
oeufs d'Ascaris. '

En revanche dans les boues digérées, seulement 2 % + 0,7 des oeufs
initialement introduits sont retrouvés.

Dans une étude effectuée également en contamination artificielle
sur des boues digérées, BLACK et al.,(1982) observent une destruction
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beaucoup plus faible des oeufs d'Ascaris puisqu'ils en retrouvent 77 %
en cas de digestion anaérobie et 62 % en cas de digestion aérobie. Pour
ces auteurs, 1'étape de digestion, grdce a 1'intervention de facteurs

mal connus, assurerait une relative “protection" a certaines especes
parasitaires.

En revanche REIMERS et 21;3(1981) rapportent que la viabilité des
oeufs d'Ascaris est affectée par 1'étape de digestion aérobie ou anaéro-
bie mais décrivent aussi 1'importance de facteurs climatiques (Tableau
n® 77).

POURCENTAGE DE
SAISON TYPE DIGESTION REDUCTION DE LA
VIABILITE

. aérobie 84
Eté anaérobie 84
aérobie 58
Automne anaérobie 49
. aérobie 36
Hiver anaérobie 37
. aérobie 87
Printemps anaérobie 89

Tableau n° 77 : Réduction de la viabilité des oeufs d'Ascaris dans les
boues aprés digestion (selon REIMERS et al, 1981)

Ces réductions du nombre d'oeufs d'Ascaris dans les boues digérées
sont sous la dépendance de plusieurs parametres (aérobiose, anaérobiose,
température de digestic ., ...) dont i1 est difficile d'apprécier le
role isolément.
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CONCLUSIGON

L'évaluation du risque parasitaire dans 1'environnement ayant pris
une grande importance au cours des cing dernieéres années, ce travail a
eu pour but d'élaborer une méthodologie de quantification et de viabi-
1ité des oeufs d'helminthes dans des écosystémes variés.

La recherche d'un processus de quantification des oeufs d'helmin-
thes a 6té conduite a partir de quatre méthodes : Méthode de ARTHER-FOX-
FITZGERALD ; Méthode de JANECKSO-URBANYI ; Méthode de CALAMEL ; Méthode
de TELEMAN-RIVAS modifiée BAILENGER.

L'utilisation d'un plan d'échantillonnage de type pyramidal a ré-
pétitions binaires a permis d'étudier 1'influence de trois parameétres
majeurs sur le rendement : le jour de prélévement, le type de boue et le
lieu de prélevement. Les données collectées ont corroboré 1'hypothése
d'influence isolée du parametre lieu de prélevement représentatif de
1'hétérogénéité des oeufs au sein d'un échantillon. A partir de ces
résultats, i1 a donc été possible de définir un protocole expérimental
vigoureux en vue d'étudier le rendement des différentes méthodes en
fonction de la charge parasitaire de 1'échantillon.

Avec la technique de ARTHER-FOX-FITZGERALD, les rendements s'éche-
lonnent de 2 3 55 % en accord avec les rendements moyens indiqués par
les auteurs (39 %).

Pour la méthode de CALAMEL, les rendements sont trés dispersés,
indiquant nettement un manque de sensibilité de la technique. En revan-
che, les techniques de JANECKSO-URBANYI et de TELEMAN-RIVAS modifiée
BAILENGER ont des rendements globalement plus satisfaisants. A 1'issue
de ce travail, i1 est donc possible de proposer la méthode de concentra-

tion qui soit la mieux adaptée en fonction de 1'échantillon a analyser
(Tableau n° 78).
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Boues
Charge Primaires Digérées Semi-déshydratées
parasitaire
100-500 oeufs/mi1 | CALAMEL CALAMEL JANECKSO-URBANYI

(97 %)* (70 %) (65 %)

50-100 oeufs/ml1 | TELEMAN-RIVAS TELEMAN-RIVAS JANECKSO-URBANYI
mod. BAILENGER mod. BAILENGER (40 %)

(30 %) (50 %)
ARTHER-FOX-
FITZGERALD (42 %)

10-50 oeufs/ml TELEMAN-RIVAS JANECKSO-URBANYT | JANECKSO-URBANYI

mod. BAILENGER (78 %) (55 %)

(58 %) TELEMAN-RIVAS mod.
BAILENGER (50 %)

*() Rendement

Tableau n° 78 : Techniques conseillées selon 1& nature de 1'échantillon

Quant aux essais de viabilité, ils ont permis de démontrer la
toxicité de certains réactifs utilisés pour la concentration comme le
sulfate de zinc et 1'iodomercurate de potassium.

En fonction de ces données, il apparait qu'aucune des méthodes
testées ne répond pleinement aux objectifs recherchés : déterminer dans
un échantillon donné, les pourcentages respectjfs d'oeufs viables et non
viables. Toutes les données bibliographiques soulignent 1'importance
d'un point de vue épidémiologique des Nématodes intestinaux et plus
particuligrement celle de 1'oeuf d'Ascaris. Dans ce contexie, eu égard a
1'extréme résistance de cet oeuf, i1 a été décidé de le retenir comme
modéle dans 1'élaboration d'un protocole de quantification sélective des
oeufs viables. Cette technique est basée sur le pouvoir discriminant du
n-butanol sur des suspensions d'oeufs d'Ascaris fertiles. Notre étude a
montré que 88,1 % des oeufs fertiles recupérés aprés traitement au n-bu-
tanol étaient viables. Dans ces conditions une méthode permettant de
dénombrer les oeufs d'Ascaris viables a été proposée. Elle comporte
trois étapes : la premidre étape destinée a éliminer un maximum de
matigres en suspension met en jeu un réactif a base d'éther ; la seconde
avec le traitement au n-butanol permet 1'élimination des oeufs non via-
bles ; la dernidre constitue la phase de concentration proprement dite -
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Elle est effectuéde, soit classiquement avec une solution d'iodomercurate
de potassium réactif délicat 3 manipuler et codteux, soit avec une solu-
tion saturée de thiosulfate de sodium. L'influence des divers parametres
(jour de prélevement, type de prélevement, lieu de prélévement, charge
parasitaire)'a été étudide. Les résultats obtenus démontrent une bonne
sensibilité pour des niveaux de charge variant de 1 a 105 oeufs/1. De
plus, i1 faut souligner sa simplicité d'exécution et sa rapidité de

réponse, la rendant parfaitement adaptée a des analyses de routine.

L'application de ces diverses méthodes sur le terrain a fourni des
informations sur le devenir des oeufs d'helminthes dans différents types
de prélévements : eaux usées, boues, sédiments marins.

La station d'épuration de NANCY présente une charge parasitaire
"moyenne" correspondant a une station d'épuration de type urbain avec
forte prédominance des oeufs de Nématodes par rapport aux oeufs de Ces-
todes. Cependant les genres et les quantités de parasites présents dé-
pendent des conditions Tlocales. Ainsi au cours de la surveillance an-
nuelle le nombre d'oeufs d'helminthes présent dans les eaux d'entrée
chute brutalement passant de valeurs s'échelonnant de 6,8 a 14,8/1 a des
valeurs comprises entre 0 et 4,7/1. Cette brutale décroissance s'expli-
que par des modifications des procédés d'abattage des animaux au niveau
des abattoirs. En eau de sortie, le pourcentage d'abattement est proche
de 100 % soulignant 1'excellent fonctionnement de cette station. A 1'in-
verse, dans la station de BACCARAT, les nombres d'oeufs retrouvés en eau
de sortie ne different pas significativement des valeurs observées en
eau d'entrée soulignant un dysfonctionnement dans cette usine de traite-
ment. Parall@lement au volet quantitatif, les études de viabilité, con-
duites sur la station de BACCARAT montrent que les oeufs retrouvés en
eau de sortie sont viables.

Sur le site de BARCELONE, les études réalisées démontrent que des
oeufs d'helminthes provenant de boues de station d'épuration rejetés en
mer sont dispersés plus ou moins loin des c@tes selon les courants
marins. Le milieu marin semble &tre particuliérement défavorable aux
oeufs de Cestodes, en revanche des oeufs de Nématodes sont retrouvés
systématique dans ces échantillons et la détermination de la viabilité
des oeufs d'Ascaris montre qu'elle s'échelonne de 5 a 100 % selon les
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prélévements. Des études ultérieures devraient &tre poursuivies pour
vérifier si ces oeufs viables ont encore conservé toutes leurs potentia-
1ités infectieuses.

Parall2lement aux études conduites sur le devenir des oeufs d'hel-
minthes au cours de traitement d'épuration, des recherches d'oeufs
d'helminthes ont été menées sur des sols et des végétaux artificielle-
ment contaminés avec des suspensions d'oeufs d'Ascaris. Les résultats
obtenus soulignent 1'importance de plusieurs paramdtres : exposition a
1'ombre ou au soleil, nature du sol (sable ou terreau), type d'appareil
radiculaire. Pour les sols, au-dela de 20 jours, une jmportante chute du
nombre d'oeufs est observée quel que soit le type d'exposition et le
nature du sol.

Pour les parties aériennes des végétaux au bout de 10 jours, une
disparition compléte des oeufs est observée ; ce phénoméne résulte
peut-8tre de 1'action conjuguée de divers parametres : exposition au
soleil, phénomene d'entrainement par les précipitations ou par 1'arrosa-

ge.

Pour les organes souterrains, les évolutions different considéra-
blement selon le végétal : des pourcentages faibles d'oeufs (16,7 a 23
%) sont retrouvés avec la ciboulette et la salade alors que pour 1es
radis des pourcentages €levés (76 %) sont observés.

A 1'issue de ce travail, il est donc proposé un outil qui devrait
permettre la réalisation d'enquétes systématiques afin de mieux appré-
hender 1'importance des oeufs d'helminthes dans 1'environnement avec
leurs répércussions éventuelles sur la santé publique.
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