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L’environnement renferme une multitude de protozoaires parmi lesquels se trouvent les 
amibes libres, ainsi nommées parce qu’elles sont capables de vivre de manière autonome dans 
l’environnement, contrairement aux amibes parasitaires qui nécessite la présence d’un hôte. 

La prise de conscience de la nocivité de certaines amibes libres tient à la survenue de 
pathologie très rares mais aux conséquences souvent dramatiques. A ce jour, parmi la 
multitude d’espèces existantes, seules quatre espèces amibiennes sont responsables de 
pathologies humaines : Naegleria fowleri, responsable de méningo-encéphalites amibiennes 
primitives ; Acanthamoeba, responsable d’encéphalites amibiennes granulomateuses et de 
kératites amibiennes ; Balamuthia mandrillaris et Hartmannella vermiformis, également 
responsables d’encéphalites et de kératites mais aussi de transmissions de pathologies 
bactériennes. Un seuil règlementaire est actuellement fixé par le Conseil Supérieur d’Hygiène 
Publique de France (avis du 4 mai 2004) et limite à 100 Naegleria fowleri par litre d’eau de 
rejet en aval des centrales thermiques le nombre d’amibes. Cependant, aucune norme n’est 
actuellement donnée pour les trois autres espèces pathogènes ni pour la présence d’amibes 
dans d’autres zones de baignades. 

Quel est l’ampleur du risque sanitaire lié aux amibes libres dans les eaux de baignades, 
comment l’évaluer et quelles mesures sont prises pour limiter ce risque ? 

La première partie de cette thèse correspond à une description des amibes libres pathogènes et 
de leurs pathologies associées puis, l’évaluation des risques pour la santé publique sera décrite 
dans la seconde partie au travers des risques de présence des amibes dans l’eau, des procédés 
de désinfection des eaux de loisirs et des techniques de détection des amibes dans l’eau 
environnementale. 
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I. Présentation générale : 
Les amibes libres sont des protozoaires, des êtres vivants unicellulaires, eucaryotes, 
hétérotrophes qui se multiplient de manière asexuée, par fission binaire (ou bipartition) : la 
division du noyau est immédiatement suivie par la division de la cellule. 

Ces protozoaires sont très mobiles et se déplacent par l’émission de pseudopodes, constitués 
par une déformation de la membrane cytoplasmique. Le mouvement caractéristique produit 
par les pseudopodes est appelé mouvement amiboïde. Il est rendu possible par la présence de 
deux types de cytoplasme: l'ectoplasme qui a la texture d'un gel, et l'endoplasme granulaire 
qui lui est plus fluide. L'ectoplasme, retrouvé en périphérie, agit un peu à la manière d'un 
boyau d'où jaillit l'endoplasme vers l'extrémité du pseudopode naissant. Rendu à la périphérie, 
l'endoplasme change d'état et se transforme en gel. L'ectoplasme dans la partie arrière de 
l'amibe reprend l'état fluide et se transforme en endoplasme pour alimenter le mouvement 
(Figure 1).  

 

 

Figure 1 : Structure de l'amibe (COULON, 2011). 

 

I.1 Cytosol 
Le cytosol est un élément amorphe (sans structure) mais très concentré (20% de protéines et 
70% d’eau) dans lequel baignent des inclusions cytoplasmiques diverses. Il occupe tout 
l’espace entre le noyau et la membrane externe. Il contient des systèmes enzymatiques 
importants pour la vie de la cellule, entre autres les enzymes de la chaine glycolytique et ses 
systèmes biosynthétiques (GENTILINI, 1995). 
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I.2 Système cytomembranaire 
Le système cytomembranaire est un ensemble constitué par la membrane plasmatique (paroi 
externe de la cellule) et ses invaginations endocytaires qui forment un réseau de membranes à 
l’intérieur de la cellule et la divisent en compartiments spécialisés. La structure adoptée 
permet aux membranes les deux actions opposées de fusion et de fission qui sont à la base de 
leur fonctionnalité : une membrane peut à tout moment s’ouvrir (vacuole alimentaire, 
lysosome : vacuoles contenant des enzymes permettant la digestion de particules ingérées) ou 
au contraire fusionner avec une autre partie et se fermer (division cellulaire, formation de 
vésicule d’endocytose) (GENTILINI, 1995). 

Les membranes doivent remplir de multiples fonctions et les différences résident dans 
l’abondance de telle ou telle protéine. La membrane plasmatique est un organite frontière ; 
elle est équipée de transporteurs, de pompes, de chenaux, de vannes ; elle est souvent 
renforcée, sous-tendue par un cytosquelette composé de trois types de fibres : les 
microfilaments composés d’actine (Figure 2) et permettant les mouvements de la cellule, les 
microtubules et les filaments intermédiaires.  

 

Figure 2 : Filament d'actine des amibes (CHEVRIER). 

 

Les membranes internes sont des organites frontières spécialisés. Elles sont chargées, par 
exemple, de la fonction de triage entre la capture endocytaire (pinocytose) et la digestion 
lysosomiale (fusion avec un lysosome). 

La membrane plasmatique, semi-perméable, permet le passage passif de petites molécules par 
les mécanismes osmotiques et activement par un système de « pompe », d’endocytose, de 
phagocytose ou de pinocytose. 
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Les antigènes de surface recouvrent la membrane externe et sont constitués de protéines 
complexes telles que les glycoprotéines qui ont une importance particulière chez les 
protozoaires parasites car ce sont elles qui vont induire la réponse immunitaire chez l’hôte. 
Les premiers anticorps fabriqués par l’organisme envahi sont en effet dirigés spécifiquement 
contre ces protéines garnissant la membrane. L’action de ces anticorps a pour résultat la lyse 
des parasites par destruction de leur paroi.  

Les protozoaires résistent très mal à la présence d’oxygène, à un excès d’ions Ca++ ou Mg++, 
aux changements de tonicité, à la dessiccation ou encore aux agents détergents. Certains sont 
donc capables de modifier leur membrane externe, de l’épaissir, au cours d’un processus 
d’enkystement. 

I.3 Enkystement 
L’enkystement est un processus permettant la mise au repos de la forme mobile, la protection 
de l’amibe devant des conditions défavorables ainsi que l’accomplissement d’un cycle 
biologique après une série de divisions successives (scissiparité) et constitue donc une 
nécessité pour les amibes. 

Lors du processus d’enkystement, trois phases se succèdent : 

- Immobilisation de la forme mobile (trophozoïte) et épuration par expulsion de divers 
organites (mitochondries) de particules phagocytées et non digérées et de divers 
produits métaboliques. 

- Déshydratation 
- Sécrétion d’une enveloppe kystique à 3 strates (l’externe étant la plus épaisse) 

celluloso-phosphoprotéique. 

La paroi kystique, rigide, a une constitution très variable. En général, elle est formée de 
différentes couches, l’interne étant cellulosique ou composée de chitine et l’externe 
phosphoprotéique, dure et chargé sur sa surface externe de mucopolysaccharides. Cette paroi 
contient chez les amibes 33% de protéines et permet au parasite qui l’a sécrétée, de survivre 
dans un milieu hostile (antiseptiques, dessiccation) pendant des périodes plus longues. 

Les échanges entre la cellule et l’extérieur sont interrompus pendant la durée du stade 
kystique et le métabolisme est arrêté (GENTILINI, 1995). Le kyste ainsi formé est une forme 
de résistance dans le milieu extérieur et représente alors l’élément majeur de contamination. 

I.4 Principaux organites intra-cytoplasmiques 

I.4.1 Noyau 
Unique le plus souvent, il est parfois multiple lorsque l’amibe est sous forme kystique. 
L’ADN est condensé sous forme de granulations de chromatine (en général en périphérie) et 
d’un ou de plusieurs caryosomes centraux. La disposition et la morphologie de ces éléments 
sont utilisées comme critères taxonomiques en particulier pour les amibes (MOULINIER, 
2003). 



25 
 

I.4.2 Appareil de Golgi 
L’appareil de Golgi est constitué de sacs aplatis et empilés les uns sur les autres, les 
« dictyosomes ». Il participe aux régulations de l’activité biologique des protozoaires 
(constitution de membranes, sécrétions, synthèse protéique, mouvements cytoplasmiques, 
drainage d’éléments du cytosol vers l’extérieur). 

I.4.3 Vacuoles digestives 
Les vacuoles digestives sont formées de manières transitoires au moment où s’effectue la 
digestion. Les matériaux qui la composent seront recyclés ou éliminés. Les produits de 
catabolisme sont rejetés à l’extérieur par un mécanisme d’exocytose. 

I.4.4 Vésicules pulsatiles 
Les vésicules pulsatiles ont un rôle d’excréteur et d’osmo-régulateur. Elles sont dotées d’un 
canal excréteur relié à un pore et sont situées à proximité de la membrane cytoplasmique. 
Deux phases sont observées : la diastole, c’est-à-dire le remplissage de la vésicule, puis la 
systole au moment de l’évacuation du contenu vers l’extérieur. La systole est une phase où la 
vésicule va subir une série de nombreuses et rapides contractions. 

I.5 Biologie 

I.5.1 Respiration et circulation : 
Les Protozoaires sont, pour la plupart, aérobies et ne disposent d’aucun organite spécialisé 
pour la respiration : il y a diffusion d’O2 à travers la membrane plasmatique semi-perméable. 
Ils ne peuvent donc pas coloniser les milieux terrestres à moins que l’air soit continuellement 
saturé d’humidité. 

Les Protozoaires, comme tous les organismes aquatiques, font face à des problèmes lorsque la 
température de l'eau est élevée. En effet, les besoins d'oxygène augmentent avec un 
accroissement de la température. Cependant, la solubilité de l'oxygène dans l'eau diminue 
lorsque la température augmente. Les hautes températures sont donc défavorables à leur 
survie. Les amibes libres, quant à elles, ont la particularité de résister à ces hautes 
températures. 

La circulation de l’oxygène est assurée par les courants cytoplasmiques, le transport étant 
favorisé par les déformations de la cellule. Le déplacement permet un certain renouvellement 
de l'eau au contact de la pellicule externe. Ce renouvellement, couplé aux mouvements du 
cytoplasme à l'intérieur de la cellule, permet de maintenir un gradient de concentration en 
oxygène de chaque côté de la membrane, et donc de faciliter l'entrée d'oxygène par diffusion 
(MENTION, 2007). 

I.5.2 Nutrition  
Les amibes se nourrissent de deux façons : 

- La phagocytose permet à l'amibe d'ingérer des particules. Pour cela, les pseudopodes vont 
servir à capturer la proie qui va être ensuite ingérée à n’importe quel point du corps. Une 
substance toxique est ensuite libérée pour immobiliser la proie et une vacuole digestive est 
formée. 
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- La pinocytose, quant à elle, permet aux amibes d'ingérer des liquides ou des éléments 
nutritifs dissous. 

Les amibes libres peuvent vivre de manière autonome en se nourrissant de bactéries, d’algues, 
de champignons ou d’autres protistes. Elles hébergent des bactéries endosymbiontes, dont 
certaines sont pathogènes tel que Mycobacterium avium, Escherichia coli 0157 :H7, Vibrio 
cholere, Legionnella spp. Ces bactéries peuvent survivre et se multiplier dans les amibes, qui 
les protègent de l’environnement et leur confèrent une résistance accrue aux antibiotiques et 
aux antiseptiques (YERA, et al., 2012). 

I.5.3 Osmorégulation et excrétion 
L’osmorégulation est une fonction vitale pour les organismes dépourvus de paroi cellulaire 
rigide. La plupart des Protozoaires des eaux douces sont hyper osmotiques (c’est-à-dire que la 
concentration en ions et en solutés est plus grande par rapport à l’environnement) et donc ils 
accumulent de l’eau par osmose dans leur cytoplasme. 

Cette eau doit être expulsée pour éviter la lyse de la cellule, c’est le rôle de la vacuole 
pulsatile qui va rejeter l’eau mais également les déchets vers l’extérieur. Lorsque l’osmolarité 
du milieu extérieur augmente, l’eau n’entre plus dans la cellule et la fréquence des 
contractions vacuolaires diminue (MENTION, 2007). Les amibes éliminent leurs déchets 
azotés sous forme d'ammoniac par diffusion. Celle-ci est facilitée par les mouvements 
internes du cytoplasme. 

Les amibes libres sont amphizoïdes, c’est-à-dire qu’elles peuvent vivre libres dans la nature 
ou chez un être humain ou un animal. Par opposition aux parasites, les amibes libres peuvent 
vivre la totalité de leur cycle biologique dans l’environnement. 

Parmi les nombreuses espèces d’amibes libres, seules quelques-unes sont responsables 
d’infections sévères : Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris, plusieurs espèces 
d’Acanthamoeba et Hartmannella vermiformis. 

II. Classification 
Leurs mouvements amiboïdes impliquent que les amibes ne possèdent pas de forme cellulaire 
stable. Par conséquent, les caractéristiques morphologiques distinctives sont très limitées et 
l’identification et la classification des amibes sur des critères morphologiques est hasardeuse.  

Depuis les premières études des amibes, différentes classifications ont été proposées 
(BOLIVAR, 2001); (SMIRNOV, 2005). SCHAEFFER (1926), cités dans (BOUYER, 2008), 
suggère une classification basée sur la morphologie en microscopie optique. Plus tard, 
certains auteurs évoquent une classification basée sur la division nucléaire (SINGH (1952) et 
CHATTON (1953), cités dans BOUYER, 2008) mais ces différentes propositions se sont 
révélées inadéquates. Par la suite, JAHN et BOVEE (1965), cités dans (BOUYER, 2008), 
créent un système basé sur les mouvements du cytoplasme, système rapidement limité dans la 
distinction des espèces. L’augmentation du nombre d’espèces difficiles à reconnaître a par la 
suite amplifié le besoin de clarifier les critères d’identification et de créer une classification 
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appropriée. Dans les années 80, l’évolution de la microscopie et l’apparition de la 
microscopie électronique en pratique courante ont permis la découverte de caractéristiques 
ultrastructurales spécifiques chez de nombreuses amibes. Une nouvelle description d’amibes 
déjà décrites ainsi qu’une description de nouvelles espèces d’amibes fut alors possible. Puis, 
une taxonomie combinant des caractéristiques ultrastructurales et des caractéristiques 
biologiques et physiologiques fut développée par PAGE (1987). 

Cette classification est depuis régulièrement révisée, grâce aux données de la biologie 
moléculaire. En 2005, un consortium de 28 biologistes a publié un article de synthèse sur la 
nouvelle classification des Eucaryotes. ADL et al (2005) ont présenté une hiérarchie 
simplifiée pour chaque rang, sans titre formel, souhaitant ainsi affranchir leur classification 
des anciens systèmes hiérarchiques assez contraignants avec deux grands phyla dans le sous-
règne des Sarcomastigota, les Amoebozoa dont Hartmannella vermiformis, Acanthamoeba 
spp. et Balamuthia mandrillaris font parties et les Excavata comprenant Naegleria fowleri :  

Super-règne : EUKARYOTA 

Règne : PROTOZOA 

 Sous-règne : SARCOMASTIGOTA 

- Phylum : AMOEBOZOA 
o TUBULINEA 

 TUBULINIDA 
 Genre HARTMANNELLA 

o Espèce : Hartmannella vermiformis 
o ACANTHAMOEBIDAE 

 Genre ACANTHAMOEBA 
o Espèces : Acanthamoeba astronyxis, A. 

castellanii, A.culbertsoni, A. lenticulata, A. 
mauritaniensis, A. polyphaga… 

 Genre BALAMUTHIA 
o Espèce : Balamuthia mandrillaris 

o EUMYCETOZOA 
 DICTYOSTELIA 

 Genre DICTYOSTELIUM 
o Espèce : Dictyostelium dendriticum 

- Phylum : EXCAVATA 
o HETEROLOBOSEA 

 VAHLKAMPFIIDAE 
 Genre NAEGLERIA 

o Espèces : Naegleria andersoni, N. australiensis, 
N.chilensis, N. fowleri, N. gruberi, N. 
indonesiensis, N. jadini, N.lovaniensis... 

 Genre VAHLKAMPFIA 
o Espèces : Vahlkampfia avara, V. inornata, V. 

lobospinosa. 
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La distinction de deux phyla séparant Naegleria fowleri des trois autres amibes permet de 
mieux comprendre les différences de caractéristiques morphologiques, épidémiologiques et 
pathogéniques de ces protozoaires que nous développerons par la suite. 

III. Ecologie des amibes libres 
Les amibes libres sont retrouvées en milieu humide, dans le sol, les eaux (les lacs, les eaux 
stagnantes, les eaux de baignades, les canaux d’irrigation, les rivières, les eaux de 
refroidissement de réacteurs, l’eau des réseaux d’adduction, les eaux de table embouteillées, 
etc…) ainsi que l’air et sur n’importe quelle muqueuse humide de sécrétions. 

III.1 Ecologie de Naegleria fowleri 
Naegleria fowleri est présente sur toute la planète, dans les eaux douces des pays tropicaux à 
tempérés. Une température relativement élevée (supérieure à 20°C minimum) accompagnée 
d’une source de nourriture suffisante (matières organiques ou bactéries) et de faibles 
populations de prédateurs ou compétiteurs favorise la multiplication de Naegleria fowleri.  

La forme trophozoïte de Naegleria fowleri a la particularité d’être thermo-tolérante, 
supportant des températures allant jusqu’à 50°C. La température optimale est de 37°C, ce qui 
explique qu’elle se développe dans les eaux chaudes et riches en bactéries du type 
Escherichia coli tel que les lacs et les rivières, surtout en été, les canaux d’irrigation, les eaux 
de refroidissement industrielles ainsi que les piscines dont l’eau est insuffisamment voire non 
traitée. Naegleria fowleri a également été retrouvé dans les narines ou la gorge de sujets 
asymptomatiques (YERA, et al., 2012). 

Naegleria fowleri ne tolèrent pas une salinité supérieure à 5g/l, ni une dessiccation de plus de 
cinq minutes. Cependant, les kystes peuvent survivre 24 heures dans l’eau de mer soit à une 
salinité de 40 g/l. Il a été montré que Naegleria fowleri est capable de supporter une large 
gamme de pH (2-12). 

Les kystes peuvent survivre en environnement anaérobie, ce qui pourrait expliquer la 
réapparition estivale de Naegleria fowleri dans des lacs où l’échantillonnage est négatif en 
hiver : les kystes hiberneraient dans les sédiments du fond. Par ailleurs, il semble établi que 
les kystes peuvent être transportés par voie aérienne.  

En France, le niveau maximum autorisé est de 100 amibes Naegleria fowleri par litre d’eau de 
rejet en aval des centrales thermiques lorsque le risque d'exposition humaine existe. Le 
contact avec l'Homme est donc inévitable et le contrôle ainsi que la prévention de ce contact 
est problématique. 

III.2 Ecologie d’Acanthamoeba spp. 
Les Acanthamoeba sont moins influencés par la température et leur température optimale est 
de 21°C. Elles sont ubiquitaires, présentent dans une grande variété d’habitat : les eaux de 
mer (salinité de 40 g/l), les eaux douces de rivières, les eaux stagnantes, les eaux de 
baignades, l’eau des réseaux d’adduction, les eaux de table embouteillées, les systèmes de 
climatisation, les végétaux, le sol et l’air. Elles ont également été retrouvées dans les narines, 
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la gorge et les selles de sujets asymptomatiques. Il ne semble pas exister de cycle saisonnier 
pour l'abondance d'Acanthamoeba (ETIENNE, et al., 1995). Cependant, DERR-HARF et al 
(1978) observent que la concentration d’Acanthamoeba est plus importante à l’entrée qu’à la 
sortie du bassin, ce qu’ils attribuent à une prolifération au niveau des filtres des piscines 
(BARD, et al., 1995).  

III.3 Ecologie de Balamuthia mandrillaris et d’Hartmannella vermiformis 
Balamuthia mandrillaris et Hartmannella vermiformis sont retrouvés à travers le monde au 
niveau des eaux douces, de la terre (jardins, plantes en pot), des poussières, ce qui représente 
une source potentielle d'infection pour les êtres humains et les animaux. Hartmannella 
vermiformis est également présente dans de nombreux systèmes d'évacuation d'eau, avec un 
pic en fin d'été et en automne, dans des eaux à des températures comprises entre 11 et 12,5°C. 
Elle se trouve le plus fréquemment dans les rivières (36,4°%), les lacs (16.7%), les lacs 
artificiels (20%) et dans les piscines (6,3%). De plus, Hartmannella vermiformis est l'amibe 
qui prédomine dans l'eau du robinet (KUIPER, et al., 2006).  

IV. Morphologie des amibes libres 
Les amibes libres sont caractérisées par l’existence de deux états : la forme trophozoïte, forme 
végétative mobile grâce à des pseudopodes filiformes qui se divise de façon asexuée et qui se 
nourrit, et l’état de kyste amibien, uninucléé à double paroi qui survient quand le milieu 
devient défavorable pour l’amibe.  

Les amibes, sous la forme trophozoïte, se déplacent par émission de pseudopodes. Ces 
derniers sont de deux types : les lobopodes ou les filopodes. 

- Les lobopodes (Figure 3) sont des pseudopodes volumineux, arrondis, à base large et 
constitués d’ectoplasme et d’endoplasme. Ils peuvent être formés à partir d’un point 
quelconque de la membrane cytoplasmique (type polypodial) ou à la partie antérieur de 
l’amibe, ce qui constitue un seul gros pseudopode ne s’étalant pas latéralement (type 
monopodial). 

 

Figure 3 : Lobopodes du genre Entamoeba (BIODEUG). 
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- Les filopodes sont des pseudopodes minces en doigt de gant, parfois pointus, constitués 
d’ectoplasme (Figure 4). C’est le cas d’Acanthamoeba. 

 

Figure 4 : Image par microscopie électronique à balayage des acanthopodes 
d'Acanthamoeba polyphaga (OMANA-MOLINA, et al., 2004). 

 

Le kyste amibien est une forme quiescente qui ne se nourrit pas, qui est immobile et que l’on 
retrouve habituellement dans l’eau du robinet. Elle résiste au chlore et aux désinfectants. Ce 
n’est que lorsque les conditions deviennent à nouveau favorables pour l’amibe (présence de 
bactéries et d’humidité) que les kystes se transforment en trophozoïtes. 

Naegleria fowleri est l’amibe libre la plus virulente en étant responsable de la méningo-
encéphalite amibienne primitive. Acanthamoeba est responsable de kératite de très mauvais 
pronostic et difficile à traiter en cas de lésions profondes ou de diagnostic tardif. Elle est 
également la cause, ainsi que Balamuthia mandrillaris et Hartmannella vermiformis, 
d’encéphalites granulomateuses d’évolution chronique et d’infections disséminées chez les 
patients immunodéprimés. (YERA, et al., 2012) 
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IV.1  Morphologie de Naegleria fowleri  
Naegleria fowleri peut être retrouvée sous trois formes au cours de son cycle biologique 
(Figure 5) : 

 

Figure 5 : Cycle biologique complet de Naegleria fowleri (JOHN, et al., 2013). 

 

- Le trophoïte amiboïde, de 8 à 30 µm de diamètre, est allongé et plus large en avant qu'en 
arrière (Figure 6). Cette forme parasitaire a un mouvement directionnel rapide en zigzag qui 
est dû à la présence de lobopodes formés, alternativement d'un côté puis de l'autre, par son 
ectoplasme. Sous cette forme, les amibes adhèrent à leur support et participent ainsi à la 
constitution des biofilms dont ils se nourrissent. On retrouve, au niveau 2/3 antérieur et 1/3 
postérieur un noyau unique et arrondi de 5 µm de diamètre. En microscopie optique, avec un 
condensateur à contraste de phase, on observe un gros caryosome central, entouré d'un halo 
clair et limité par la membrane nucléaire. 
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Figure 6 : Trophozoïte amiboïde de Naegleria fowleri (CDC). 

 

- Le trophozoïte flagellé est la forme libre (transitoire et de dissémination) de Naegleria 
fowleri. L'amibe est ovale, de 7 à 18 µm, présente un noyau unique dans le tiers antérieur et 
deux à quatre flagelles antérieurs longs et toujours mobiles (Figure 7). La forme flagellée de 
Naegleria fowleri est résistante au milieu extérieur, lorsque celui-ci présente des matières 
organiques dont les bactéries, et on y observe la multiplication de l'amibe. Le passage à cette 
forme flagellée, à partir de la forme trophozoïte, se fait très rapidement par un processus 
complexe impliquant l'apparition ex novo du corps basal et des flagelles. Sa disparition, par le 
même processus, se fait tout aussi rapidement. L'apparition de flagelles lors de la 
transformation de Naegleria fowleri présente une importance primordiale au diagnostic. En 
laboratoire, l'ajout d'eau distillée dans le milieu permet le passage de la forme trophozoïte 
amiboïde en trophozoïte flagellé de Naegleria fowleri ce qui est propre à cette amibe et en 
permet le diagnostic. 

 

Figure 7 : Trophozoïte flagellé de Naegleria fowleri (CDC). 
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- Le kyste, que l'on observe quand les conditions du milieu extérieur sont défavorables à 
l'amibe, est la forme de résistance et de dissémination de l'amibe. Uninucléé, de 8 à 20 µm, le 
kyste est arrondi et présente une double paroi régulière dont l'accolement de l'exine et de 
l'intine détermine la présence de pores qu'aucun opercule ne vient obturer (Figure 8). Le 
dékystement s'effectuera donc directement à travers le pore par étirement et striction du 
trophozoïte quand les conditions du milieu seront à nouveau favorables (température, pH, 
flore bactérienne) et la forme végétative, trophozoïte, apparaitra bouclant ainsi le cycle. 

 

Figure 8 : Kyste de Naegleria fowleri (CDC). 

 

Ces trois formes sont retrouvés dans la nature, les kystes sont résistant à la chaleur (jusqu’à 
65°C), au froid (jusqu’à 0°C) et ils sont sensibles à la dessiccation et à une chloration 
suffisante (concentration en chlore libre résiduel supérieure ou égale à 1mg/L). 

 

IV.2 Morphologie d’Acanthamoeba spp. 
Différentes espèces d’Acanthamoeba ont été isolées de prélèvements humains. Les plus 
fréquemment observées sont A. culbertsoni et A. castellani. Sur une vingtaine d'espèces 
connues, seules deux formes se présentent chez ces amibes :  

- La forme trophozoïte végétatif mesure entre 15 et 25 µm, ses déplacements sont assez lents 
et se font par la présence de filopodes ou encore acanthopodes (Figure 9). 

Le noyau comporte un caryosome central très volumineux. On observe une vacuole pulsatile 
(qui donne l’impression de « clignotement »). Les trophozoïtes se multiplient par scissiparité 
et sont retrouvés dans le milieu extérieur, les lésions et en culture.  
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Figure 9 : Trophozoïte d'Acanthamoeba (CDC). 

 

- Le forme kystique, polygonale, mesure entre 8 et 12 µm, a un seul noyau et présente une 
double paroi (Figure 10) : 

 - une paroi externe de forme plissée, épineuse et épaisse. 

- une paroi interne, étoilée, mince adhérente à la paroi externe au niveau « d’ostioles » 
dont le nombre varie avec l’espèce (7 chez A. castellani)  

  

Figure 10 : Kyste d'Acanthamoeba (CDC). 
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Le genre Acanthamoeba comprend 25 espèces. PUSSARD et PONS (1977) ont proposé une 
clé de détermination des espèces d’Acanthamoeba basée sur le nombre et la répartition des 
ostioles (point où les deux enveloppes de la membrane plasmatique se raccordent et où 
démarre le processus d’enkystement) ainsi que l’aspect de l’exine de la paroi kystique : 

- Groupe I (A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata, et A. tubiashi) : les kystes sont de 
taille supérieure ou égale à 18 µm ; l’endokyste est étoilé et l’ectokyste présente une surface 
sphérique et lisse. 

- Groupe II (A. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. mauritaniensis, A. divionensis, A. 
griffini, A. lugdunensis, A. quina, A. hatchetti et A. triangularis) : Les kystes sont de taille 
inférieure à 18 µm ; l’endokyste est de forme polygonale ou étoilée et l’ectokyste est 
irrégulier ou ridé. 

- Groupe III (A. culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa et A. royreba) : Les 
kystes, de taille inférieure à 18 µm, présente un endokyste arrondi ou légèrement angulaire et 
un ectokyste fin et lisse, voire légèrement ridé. 

La classification de PUSSARD et PONS (1977) a maintenant été remplacée par les 
techniques de biologie moléculaire (ARN ribosomal 18S, SSUrRNA) (GAST, 1996) ; 
(LEDEE, 2003). Ces études moléculaires ont permis d’identifier au moins 15 génotypes 
d’Acanthamoeba, désignés T1, T2,… (Tableau 1) (BOOTON, et al., 2005). Certains de ces 
génotypes sont depuis connus pour être associés à une pathogénicité plus importante (le 
génotype T4, Acanthamoeba castellanii, en particulier). 

Tableau 1 : Les différents génotypes d'Acanthamoeba et leurs pathologies associées 
(KHAN, 2006) 

 

 

Le kyste est observé dans la nature, si les conditions sont défavorables (températures, pH, 
salinité, flore bactérienne, particules alimentaires) dans les lésions et en culture. 

Génotypes d’Acanthamoeba Pathologies associées 

T1 Encéphalite granulomateuse 

T2a Kératite 

T2b Aucunes pathologies associées décrites 

T3 Kératite 

T4 Encéphalite granulomateuse, Kératite 

T5 Aucunes pathologies associées décrites 

T6 Kératite 

T7 Aucunes pathologies associées décrites 

T8 Aucunes pathologies associées décrites 

T9 Aucunes pathologies associées décrites 

T10 Encéphalite granulomateuse 

T11 Kératite 

T12 Encéphalite granulomateuse 

T13 Aucunes pathologies associées décrites 

T14 Aucunes pathologies associées décrites 

T15 Aucunes pathologies associées décrites 
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L’enkystement est réversible, et selon les conditions de milieu, les kystes, après lyse des deux 
parois, redonnent des formes végétatives (MOULINIER, 2003). 

IV.3 Morphologie de Balamuthia mandrillaris  
Les Balamuthia présente un cycle à deux stades : 

- Le trophozoïte : qui se caractérise par une forme très irrégulière de 15 à 60 µm, rarement par 
une forme allongée, de 60 à 12 µm de long sur 15 à 20 µm de large (Figure 11). Le noyau est 
rond et présente un large nucléole dense et coloré. Ce noyau est le plus souvent simple, 
parfois double et dans certains cas, il peut contenir plusieurs nucléoles, une caractéristique qui 
permet de distinguer Balamuthia d’Acanthamoeba dans les tissus. Le cytoplasme est abondant 
et les vacuoles contractiles sont nombreuses. 

 

Figure 11 : Trophozoïte de Balamuthia mandrillaris (CDC). 

 

- Le kyste, de 6 à 30 µm de diamètre (Figure 12), est grossièrement arrondi et présente une 
triple paroi, dont l’externe (ectocyste) est mince et irrégulière, celle du milieu appelée 
également mésocyste est fibrillaire, et la paroi interne, l’endocyste, est quant à elle épaisse 
(MATIN, et al., 2008). 
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Figure 12 : Kystes de Balamuthia mandrillaris (CDC). 

 

A l’inverse des espèces précédentes, les Balamuthia sont incapables de croitre à des 
températures modérées (30 à 37°C), à pH neutre et sur gélose monoxénique à 2% à 37°C (en 
présence d’une proie) ; elles poussent sur cultures cellulaires en quelques semaines (MATIN, 
et al., 2008). 

 

IV.4 Morphologie d’Hartmannella vermiformis 
Hartmannella vermiformis présente un cycle à deux stades : le trophozoïte et le kyste, la 
forme de résistance. La forme trophozoïte d’Hartmannella vermiformis est très caractéristique 
et l’identification de l’espèce ne semble pas poser de problème. Cependant, la forme kystique 
de cette espèce varie d’une souche à l’autre (Figure 13). En effet, le kyste présente une double 
paroi mais l’ectokyste et l’endokyste peuvent fusionner chez certaines souches (SMIRNOV, 
et al., 1999). La forme kystique peut survivre aux différents traitements de l’eau, pénétrer les 
systèmes de distribution et se multiplier dans le biofilm à la surface des tuyaux (HUERRE et 
PIENS, 1996). 
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Figure 13 : Hartmannella vermiformis. 1 et 2. : Forme trophozoïte. 3, 4 et 5. : Forme 
kystique (SMIRNOV, et al., 1999). 

 

A la différence du genre Acanthamoeba, qui présente des filopodes et dont la forme kystique 
est polygonale, hérissée d’épines ; le genre Hartmannella est reconnaissable par des 
lobopodes et une forme kystique lisse et sphérique (MOULINIER, 2003).  

 

V. Génome des amibes libres 
Le génome des amibes libres, comme tout eucaryote comporte de l’ADN nucléaire linéaire 
porté par des chromosomes, un ADN circulaire extrachromosomique (l’ADN plasmidique) et 
un ADN mitochondrial circulaire. L’ADN plasmidique est capable d’autoréplication et porte 
les gènes ribosomiques, la petite sous-unité (ADNr18S) et la grande (ADNr28S) ainsi que 
l’ADN 5,8S (DELPECH, et al., 2007). 

Cependant, la taille des génomes diffère d’une amibe à l’autre. Pour Naegleria fowleri, 
l’ADN mitochondrial à une longueur de 50 kb et celle de l’ADN plasmidique est de 14 kb. 
Ces ADN représentent respectivement 15% et 17% de l’ADN totale (ANSES, 2013). 



39 
 

VI. Epidémiologie 

VI.1 Epidémiologie de Naegleria fowleri  
Les cas de méningo-encéphalite amibienne primitive ont été décrits partout dans le monde 
après un passage dans des piscines chauffées, des lacs d’eau douce, des sources d’eau chaude. 
La baignade dans ces eaux expose les muqueuses respiratoires supérieures directement au 
contact de l’eau contaminée. 

Le nombre de cas reportés augmente chaque année. Cependant, la confirmation de 
contamination se fait souvent par un examen post-mortem, qui n’est pas effectué de manière 
systématique (HEGGIE, 2010). 

Le premier cas d’infection par Naegleria fowleri a été évoqué en 1965 par FOWLER et 
CARTER, cités dans HEGGIE, 2010, en Australie. Une année plus tard, trois cas mortels ont 
été reportés en Floride. Dans chaque cas, la contamination par Naegleria fowleri s’est faite 
après une baignade en eau chaude. Depuis ce temps, des recherches ont été faites et Naegleria 
fowleri a été retrouvé dans les piscines, les étangs, les lacs, les ruisseaux, les bains chauds, les 
eaux thermales polluées et les eaux usées. En Thaïlande et au Japon, l’amibe a été retrouvée 
dans des zones aquatiques fréquentées par les touristes ; en Italie, dans des zones de baignades 
le long de certaines rivières ; dans des piscines et des ruisseaux en Belgique et en ancienne 
Tchécoslovaquie, ainsi qu’en Angleterre et en Nouvelle Zélande ; et dans le sud des Etats-
Unis, dans des lacs chauds d’eau douce (HEGGIE, 2010). 

Les cas reportés par YODER en 2012, font effet de cas d’infections à Naegleria fowleri à la 
suite d’une utilisation prolongée de pot pour neti (Annexe 1). Il utilisait ces pots pour neti non 
pas avec de l’eau stérile comme il est dit dans la notice mais en utilisant de l’eau du robinet et 
un paquet de sel acheté dans un hypermarché. 

Certains cas de contamination d’animaux (chevaux, ruminants, carnivores, animaux sauvages) 
ont été rapportés au Brésil. La porte d’entrée la plus probable serait une contamination par 
éclaboussures d’eau au niveau de la fosse nasale au moment où les animaux venaient boire 
dans une source propice à la prolifération de Naegleria fowleri (stagnante, chaude) 
(PIMENTEL, et al., 2012). 

L’âge des sujets atteints est entre 8 et 27 ans, ce sont des sujets en parfaite santé et il 
semblerait que les hommes soient plus touchés que les femmes. 

VI.2 Epidémiologie d’Acanthamoeba spp. 
Les Acanthamoeba sont assez peu thermo-tolérantes et seule Acanthamoeba culbertsoni survit 
à une température de 35°C à 37°C. Pour cette raison, elles sont exceptionnellement 
responsables d’une pathologie viscérale profonde comme des méningo-encéphalites ou des 
abcès cérébraux. 

La température de la cornée étant située entre 2°C et 24°C, les Acanthamoeba provoquent 
essentiellement des kératites, en particulier chez les porteurs de lentilles de contact, qui 
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génèrent des micro-excoriations. La contamination intervient après des bains en eau tiède, 
chauffée ou en piscine. (MOULINIER, 2003). 

Le faible nombre de cas connus de ces affections contraste avec la large distribution des 
agents étiologiques dans la nature. Le portage rhino-pharyngé a été mis en évidence chez 7 à 
50% des petits mammifères. Dans les mares d’eau superficielle, on a compté jusqu’à 46 000 
Acanthamoeba par millilitre (GENTILINI, 1995). 

VI.3 Epidémiologie de Balamuthia mandrillaris  
Cette amibe a été isolée pour la première fois dans le cerveau d’un babouin mandrill enceinte 
qui est décédé dans un zoo en 1985. Balamuthia mandrillaris est actuellement la seule espèce 
décrite dans le genre. Très rapidement, elle fut reconnue, comme Acanthamoeba spp. 
responsable de l’apparition d’encéphalite granulomateuse amibienne chez l’Homme et 
l’animal ainsi que d’infections cutanées ou naso-pharyngées.  

L’encéphalite amibienne granulomateuse provoquée par Balamuthia mandrillaris peut être 
subaiguë ou chronique, dans les deux cas, l’issue est toujours fatale. 

Balamuthia mandrillaris atteint préférentiellement des patient immunodéprimés (SIDA, 
affections chroniques, traitement par immunosuppresseurs, personnes très âgées). Cependant, 
contrairement à Acanthamoeba spp, elle est également capable de toucher des patients en 
bonne santé avec un statut immunitaire normal dont les enfants. La virulence de Balamuthia 
parait donc supérieure à celle d’Acanthamoeba. 

VI.4 Epidémiologie d’Hartmannella vermiformis 
Hartmannella vermiformis présente une importance directe et indirecte pour la santé publique. 
L’organisme a été isolé à partir du liquide céphalo-rachidien de patients atteints de méningo-
encéphalite et de broncho-pneumopathie. Son importance indirecte pour la santé publique est 
liée à son rôle d’hôte pour Legionella pneumophila, l’agent causal de la maladie du 
légionnaire. 

Cette amibe est très répandue dans la nature et a été isolée dans le sol, l’eau douce, l’air et 
dans les réseaux d’eau potable et d’ingénierie (KUIPER, et al., 2006). 

VII. Rôle pathogène des amibes libres 

VII.1 Pathologie liée à Naegleria fowleri  
La méningo-encéphalite amibienne primitive est la seule pathologie imputable à Naegleria 
fowleri décrite chez l’Homme. Naegleria fowleri est capable de traverser la muqueuse 
tapissant les fosses nasales et passant de l’autre côté de la lame criblée de l’os ethmoïde, elle 
se trouve dans la boite crânienne, au contact du lobe frontal du cerveau. Dans la substance 
cérébrale, elle se multiplie de manière foudroyante et provoque une fonte nécrotique qui 
aboutit à un coma et à la mort du patient dans un délai de trente heures à cinq jours après la 
pénétration des parasites (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 
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VII.1.1 Clinique  

VII.1.1.1 Phase d’invasion 

La méningo-encéphalite amibienne primitive atteint préférentiellement des enfants ou des 
jeunes adultes immunocompétents ayant été exposés à de l’eau contaminée. Le délai 
d’apparition des premiers symptômes est généralement de cinq à sept jours mais il existe des 
cas ayant eu temps d’incubation plus rapide, en 24h. 

L’inoculation s’effectue à partir du neuroépithélium olfactif et le stade infectant est 
vraisemblablement le trophozoïte, à défaut le stade flagellé (Figure 14). L’amibe s’avère 
capable, soit spontanément, soit à la suite de sa phagocytose par certaines cellules de ce 
neuroépithélium, de cheminer le long des terminaisons nerveuses olfactive, de traverser la 
lame criblée de l’éthmoïde, et de diffuser largement à l’encéphale à partir des lobes olfactifs 
(SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). La période d’incubation est muette variant de deux à quinze 
jours selon la taille de l’inoculum et la virulence de l’amibe. 

 

Figure 14 : Cycle de vie de Naegleria fowleri (CDC). 
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La phase d’invasion a un début brutal associé à des céphalées violentes, frontales ou 
bilatérales, de la fièvre (39-40°C), des nausées, des vomissements en jet et quelques signes 
d’irritation méningée et encéphalitique tels que la photophobie. Dans quelques cas, il s’y 
ajoute pharyngite, obstruction et écoulement nasal. 

VII.1.1.2 Phase d’état : 

La phase d’état correspond à l’invasion des espaces méningés par les amibes (Figure 15). Elle 
réalise un tableau de méningite purulente pseudo-bactérienne avec des céphalées 
permanentes, bi-frontales ou bitemporales, ne résistant pas aux analgésiques, une fièvre 
supérieure à 38°C, des nausées, des vomissements et une photophobie traduisant une 
hypertension intracrânienne. Il est également possible, durant cette phase d’observer des 
convulsions généralisées, une agueusie, une parosmie (hallucination olfactive) et une ataxie 
cérébelleuse précoce (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). Dans tous les cas, une rigidité de la 
nuque confirme le diagnostic de méningo-encéphalite. Les symptômes et les signes 
neurologiques correspondent à une atteinte des zones olfactives, cérébelleuses, temporales et 
frontales ainsi qu’une méningite patente. 

La confusion, le coma sont également possibles traduisant une atteinte cérébrale diffuse ainsi 
qu’une atteinte des nerfs crâniens (II, IV, VI). Une rigidité de décérébration s’observe chez 
10% des patients (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

Selon HEGGIE (2010), la lame criblée de l’ethmoïde est plus poreuse chez les enfants et les 
jeunes adultes que chez le reste de la population. Ceci expliquerait le fait que ce soit la 
population la plus à risque de développer une méningo-encéphalite amibienne primitive. 

 

 

Figure 15 :Méningo-encéphalite causée par Naegleria fowleri. (A) Les leptoméninges 
entre le cervelet et les cortex occipitaux sont épaisses, jaunes et d’apparence granuleuse. 

(B) Une zone brune de malacie est observée dans le lobe paramédian du cortex 
cérébelleux (PIMENTEL, et al., 2012). 
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VII.1.1.3 Evolution  

L’évolution de la grande majorité des cas de méningo-encéphalite amibienne primitive est 
sombre et se traduit par le décès du patient en moins de dix jours par arrêt cardiorespiratoire et 
œdème pulmonaire. Seule une dizaine de cas sont connus pour avoir répondu favorablement 
aux traitements que nous allons évoquer ultérieurement. 

Les symptômes de la méningo-encéphalite sont les mêmes que ceux d’une méningo-
encéphalite bactérienne, ce qui explique l’importance des informations concernant un 
éventuel contact de la muqueuse nasale avec de l’eau douce, de la boue ou de la poussière 
polluée la semaine précédant les symptômes (VISVESVARA, et al., 2007). 

VII.2 Pathologie lié à Acanthamoeba spp. 
Le genre Acanthamoeba est responsable de kératites de mauvais pronostic et difficiles à traiter 
si le diagnostic est tardif et les lésions profondes. Ces kératites touchent préférentiellement les 
porteurs de lentilles.  

Il est également responsable, ainsi que l’amibe Balamuthia mandrillaris, d’encéphalites 
granulomateuses d’évolution chronique et d’infections disséminées de très mauvais pronostic, 
chez les patients immunodéprimés. Le diagnostic de cette pathologie se fait souvent post-
mortem. 

D’autres affections telles que des otites, des ulcères cutanés, des myocardites, des 
pneumonies… peuvent être incriminées à Acanthamoeba (ANOFEL, 1998). 

VII.2.1 Encéphalite granulomateuse amibienne 
Bien plus rare que la méningo-encéphalite amibienne primitive liée à Naegleria fowleri, 
l’encéphalite granulomateuse amibienne lié à Acanthamoeba est également moins aigüe et 
plus insidieuse. 

L’encéphalite granulomateuse à Acanthamoeba touche l’adulte d’âge moyen, déficient, atteint 
d’affections chroniques ou étant immunodéprimé. Cette pathologie réalise, après un début 
particulièrement insidieux, une affection chronique et polymorphe très différente de la 
précédente et dont le diagnostic et le traitement sont particulièrement ardus. 

Les facteurs favorisants le plus fréquemment retrouvés sont les polytraumatismes lourds, les 
brûlures, les maladies métaboliques (hémophilie), la grossesse, les ulcères cutanés et enfin les 
toxicomanies par voie intraveineuse (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

Depuis quelques années s’y surajoutent tous les processus d’immunodépression liés aux 
lymphocytes T, notamment par virus VIH1 et VIH2, et on doit craindre que ces pathologies 
liées à Acanthamoeba prennent une plus grande proportion en raison du nombre croissant de 
patients sidéens (BARD, et al., 1995) et d’un contact de plus en plus fréquent avec l’homme 
du fait de la multiplication d’habitats favorables à leur développement. 
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VII.2.1.1 Clinique 

L’encéphalite granulomateuse amibienne ne suit jamais une baignade, la durée d’incubation 
n’est pas connue, mais il est admis que plusieurs semaines ou mois précèdent l’apparition, 
insidieuse, des signes cliniques (BARD, et al., 1995). 

L’inoculation s’effectue à partir soit de l’appareil respiratoire (poumon, sinus) soit à partir de 
la peau ou de l’œil, la diffusion des amibes se faisant par voie hématogène, ou par ascension 
le long des voies nerveuses optiques ou olfactives (Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Cycle de vie d'Acanthamoeba spp. (CDC). 

 

VII.2.1.1.1 Période d’incubation 
L’incubation oscille dans les cas bien documentés entre quelques semaines à quelques mois, 
et peut atteindre exceptionnellement des années. Pendant toute cette période, il existe des 
signes discrets d’atteinte encéphalitique et/ou méningitique : vertiges, modification de la 
personnalité (perte d’objectivité, impudeur, mensonges répétés, imprudences professionnelles, 
convulsions,…) (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

VII.2.1.1.2 La phase d’état 
La phase d’état est atteinte progressivement et se caractérise par son grand polymorphisme, 
traduisant l’atteinte, par les amibes, de multiples régions du cerveau et du cervelet (Figure 
17). 
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Les symptômes retrouvés sont des anomalies psychologiques tel que confusion, irritation, 
hallucination, somnolence ; des céphalées, de la fièvre, des convulsions, une raideur de la 
nuque, des nausées, des vomissements, une diplopie, un malaise général avec anorexie, 
photophobie, troubles du sommeil et troubles de l’audition. L’examen clinique permet de 
retrouver une hémiparésie, des atteintes des nerfs III et IV dans 33% des cas, une ataxie, un 
signe de Babinski (Annexe 2) qui traduit une lésion de la voie pyramidale, une aphasie, une 
anisocorie (différence de taille entre les deux pupilles), des hallucinations, voire un nystagmus 
(mouvement d'oscillation involontaire et saccadé du globe oculaire), et essentiellement, à la 
fin de l’évolution, un coma (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

 

 

Figure 17 : Coupe frontale des hémisphères cérébraux avec des nécroses corticales et 
sous-corticales d’un cas mortel d’encéphalite amibienne granulomateuse (MARCIANO-

CABRAL, et al., 2003). 

 

VII.2.1.1.3 Evolution 
En quelques semaines voire quelques mois, la phase d’état évolue vers la mort dans un état de 
cachexie (état de profonde diminution de l’état général d’un individu) comateuse. Dans de 
rares cas, la guérison est possible et aucune séquelle neurologique importante ne semble avoir 
été mise en évidence. 

VII.2.2 Kératites liés à Acanthamoeba spp. 
Les kératites sont actuellement les atteintes par Acanthamoeba les plus fréquentes. Depuis 
1975, l’attention a été attirée par la fréquence des ulcères cornéens à Acanthamoeba. 
L’étiologie amibienne comme cause de rejet de greffe de cornée est bien connue mais il 
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apparait que les lésions peuvent aussi survenir sur des cornées en dehors de toute agression 
chirurgicale : 

- Dans 80% des cas chez les porteurs de lentilles de contact. En effet, ces dernières causent 
une irritation et délimitent une cavité où les amibes peuvent se multiplier. 

- Les 20% restants concernent les régions à climat sec, où la poussière, le vent, la chaleur, 
l’insolation et les traumatismes par le contact avec des épis de mil fragilisent la surface 
cornéenne. Une carence en vitamine A et des lésions préexistantes dues au trachome peuvent 
fragiliser le terrain (GENTILINI, 1995). 

 

VII.2.2.1 Clinique 

L’inoculation se fait par un dépôt sur la cornée de kystes amenés au contact par le doigt sale, 
la lentille de contact insuffisamment nettoyée ou rincée à l’eau du robinet, l’objet contondant 
(eau, épi de céréales, brin d’herbe, esquille de bois,…), le vent poussiéreux, etc. Une fois dans 
le milieu, la température ainsi que la présence de bactéries rendent le milieu propice à la 
transformation du kyste en trophozoïtes qui infestera le stroma.  

VII.2.2.1.1 Phase d’incubation 
L’incubation est brève et se caractérise tout au plus par une sensation de gêne et un discret 
larmoiement. 

VII.2.2.1.2 Phase d’état 
Le début se caractérise dans 60% des cas par une sensation douloureuse de corps étranger 
avec larmoiement, et dans 30% des cas par une photophobie. La rougeur oculaire, la baisse de 
l’acuité visuelle et l’œdème palpébral sont fréquents. L’examen à la lampe à fente 
(microscope équipé d’une fente lumineuse directionnelle qui permet d’éclairer et d’étudier 
individuellement chaque partie de l’œil) révèle, en tout début d’évolution, l’existence 
d’élevures cornéennes linéaires. Elevures qui traduiraient le cheminement des trophozoïtes 
entre les couches cornéennes superficielles. Mais le plus souvent, l’examen met en évidence 
un aspect trompeur de kératites herpétique dendritiforme avec large ulcère superficiel et 
bourrelet immunitaire périphérique. Un écoulement séreux jaune clair et épais complète le 
tableau en engluant les cils (Figure 18) (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 
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Figure 18 : Infection de l’œil par Acanthamoeba. L’épithélium est ulcéré et l’infiltration 
stromale montre une opacité de la cornée lors d’une kératite aigüe à Acanthamoeba 

(KHAN, 2006). 

Progressivement, le tableau se complique par l’extension des lésions en surface et en 
profondeur, avec des périodes transitoires d’amélioration ou d’aggravation, souvent corrélées 
avec l’instauration d’une nouvelle thérapeutique. Lorsque le traitement n’est pas instauré à 
temps et/ou s’avère inefficace, la progression en profondeur des amibes se poursuit avec 
atteinte de la chambre antérieure, puis de la chambre postérieure, de la rétine et enfin on 
observe des métastases cérébrales soit par voie hématogène, soit par voie nerveuse, le long du 
nerf optique (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

VII.2.3 Autres atteintes liés à Acanthamoeba 

VII.2.3.1 Atteintes cutanées 

Les atteintes cutanées par Acanthamoeba spp. sont des éventualités heureusement rares. Elles 
surviennent à la suite d’une blessure, même minime, avec pénétration dans la peau de débris 
souillés.  

VII.2.3.1.1 Clinique 
Après une incubation silencieuse de quelques semaines à quelques mois, elles peuvent réaliser 
deux tableaux différents : 

- soit un tableau d’ulcère cutané caractérisé par l’apparition d’une papule lie de vin, indurée, 
peu ou pas douloureuse, extensive en surface et en profondeur, et dont la zone centrale finit 
par ulcérer, laissant sourdre un pus citrin, épais ; 
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- soit un tableau pseudo-tumoral, marqué par l’apparition également progressive d’une tumeur 
sous-épithéliale, le plus souvent sessile, peu ou pas douloureuse, recouverte par une peau 
chagrinée, lie de vin (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

VII.2.3.1.2 Evolution 
L’évolution peut se poursuivre pendant de longs mois, marquée par l’apparition de lésions 
satellites (diffusion lymphatique) ou de lésions à distance (diffusion hématogène). 

L’évolution ultime se fait par l’atteinte métastatique du cerveau avec apparition d’une 
encéphalite amibienne granulomateuse mortelle (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

VII.2.3.2 Les sinusites  

Les sinusites peuvent être retrouvées rétrospectivement à l’interrogatoire lors d’une 
encéphalite granulomateuse amibienne mortelle. Elles constituent rarement un motif de 
consultation et se caractérisent par une évolution particulièrement longue, entrecoupée de 
rémissions et d’aggravations successives ; les biopsies devraient permettre d’affirmer le 
diagnostic en montrant dans un magma nécrotique fortement hémorragique des kystes 
reconnaissables à leur double paroi (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

VII.2.3.3 Les pneumonies  

Les pneumonies, tout comme les sinusites, passent le plus souvent inaperçues. Elles peuvent 
être retrouvées après l’apparition d’une encéphalite granulomateuse amibienne mortelle pour 
lesquelles elles constituent une porte d’entrée (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

Le diagnostic des autres atteintes d’Acanthamoeba repose sur l’examen anatomopathologique 
d’une biopsie qui permettra de retrouver les kystes et les trophozoïtes.  



49 
 

VII.3 Pathologie lié à Balamuthia mandrillaris  

 

Figure 19 : Cycle de vie de Balamuthia mandrillaris (CDC). 

 

Les amibes pénètrent dans l’organisme par inhalation ou par la peau lésée et gagneraient le 
système nerveux central par la voie hématogène (Figure 19), en provoquant des lésions 
cérébrales (nécroses hémorragiques, thrombi, inflammations) (Figure 20). L’observation des 
amibes regroupées autour des vaisseaux sanguins suggère une dissémination par voie 
hématogène à partir du foyer primaire de l’infection. Dans de nombreux cas, les patients 
présentent des lésions au niveau de la région du nez, mais on a également constaté la présence 
de lésions au niveau de la cavité buccale et de la gorge. La période prodromale est mal connue 
et pourrait durer des semaines ou des mois, mais une fois les symptômes déclarés, l’évolution 
est plus rapide. L’encéphalite granulomateuse amibienne à Balamuthia mandrillaris présente 
un large éventail de symptômes, elle se manifeste par des vomissements, une raideur de la 
nuque, des déficits sensitivomoteurs (hémiparésie), des modifications de la personnalité, des 
troubles visuels tels que la photophobie, la diplopie, des difficultés d’élocution, des troubles 
de la conscience ou encore le coma. On observe également une paralysie du troisième et du 
sixième nerf crânien. Ces symptômes, non spécifiques, apparaissent progressivement et 
évoluent pendant plusieurs semaines, voire des mois, jusqu’au décès du patient en l’absence 
de traitement efficace (YERA, et al., 2012). 
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Figure 20 : IRM du cerveau d’un patient atteint d’une méningo-encéphalite liée à 
Balamuthia mandrillaris. L’image montre une large région atteinte dans le lobe pariéto-
occipital gauche et plusieurs petites lésions rondes dispersées à travers le lobe occipital 

droit et les ganglions basaux bilatérales (DENNEY, et al., 1997). 

 

Le décès est dû à l’apparition d’un œdème cérébral, une bronchopneumonie, une insuffisance 
hépatique, rénale, ou encore une septicémie. 

VII.4  Pathologie lié à Hartmannella vermiformis 
Contrairement à Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. ou encore Balamuthia mandrillaris, 
Hartmannella vermiformis est non pas connue pour sa pathogénicité direct, bien qu’elle ait été 
isolé du liquide céphalo-rachidien d’un patient présentant une méningo-encéphalite et une 
broncho-pneumonie (CENTENO, et al., 1996), mais plutôt pour avoir la capacité 
d’endosymbiose avec une bactérie au pouvoir pathogène important, Legionella pneumophila.  

Hartmannella vermiformis colonise les systèmes d’eau potable et occupe donc le même 
habitat écologique que Legionella pneumophila qui va pouvoir parasiter certaines de ces 
amibes. Support de la multiplication intracellulaire de Legionella pneumophila (Figure 21), 
l’amibe joue un rôle important dans la transmission et l’amplification de la légionellose 
(Annexe 3). 
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Figure 21 : Cellule d'Hartmannella vermiformis infectée par Legionella pneumophila, 12 

h après l'infection (grossissement×3400) (ABU KWAIK, et al., 1998). 

 

Legionella pneumophila atteint ainsi de hautes concentrations dans certains systèmes d’eau 
potable tels que les tours de refroidissement ou encore les réservoirs à eau chaude. Elle est 
détectée à l’intérieur des kystes de Hartmannella vermiformis mais la bactérie est abondante 
dans sa forme trophozoïte. Il est donc possible que la bactérie soit transportée à travers les 
systèmes d’eau potable en parasitant la forme trophozoïte de l’amibe plutôt que sa forme 
kystique.  

Des traitements de désinfection de ces eaux sont en place afin d’éliminer la présence de ces 
bactéries. Cependant, Hartmannella résiste à ces traitements et confère donc une protection à 
Legionnella pneumophila qui peut donc atteindre les points de terminaison des lignes de 
distribution où les conditions sont favorables à leurs croissances.  

Hartmannella vermiformis sous forme trophozoïte est légèrement plus sensible au chlore que 
l’est sa forme kystique, mais les deux sont facilement inactivés par le chlore résiduel libre à 
des concentrations supérieures à 4 ppm. Bien qu’une température élevée (50°C) et une 
chloration à 2 ppm soit chacun efficace pour diminuer la concentration de Hartmannella 
vermiformis, l’activité synergique des deux traitements ne se produit que sur la forme 
kystique de l’amibe. 

Cependant, une éradication totale de l’amibe parait illusoire compte tenu de la capacité de 
survie de ces dernières dans les biofilms des systèmes de distribution pouvant être engendré 
par la corrosion des tuyaux (DYKOVA, et al., 2005). 

En septembre 2013, le premier cas de kératite amibienne lié à Hartmannella a été décrit. La 
patiente de 22 ans, porte des lentilles et présentait une kératite unilatérale à l’œil gauche et se 
plaignait de douleur à l’œil, de rougeur, de vision trouble, de sensibilité à la lumière et de 
sensation de corps étranger dans l’œil. L’observation au microscope confocal montre des 
zones d’opacité non spécifique dans les régions stromales sous-épithéliales et antérieures 
(ABEDKHOJASTEH, et al., 2013). 
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VIII. Diagnostic biologique des amibes libres 

VIII.1 Diagnostic de Naegleria fowleri  
Le diagnostic de la méningo-encéphalite amibienne primitive au laboratoire présente un 
risque majeur pour le personnel : toutes manipulations de souches de Naegleria fowleri 
devraient être pratiquées sous hotte et dans un laboratoire sécurisé (P3) ce qui engendre une 
réelle difficulté pour le diagnostic biologique de la maladie ainsi que pour les différentes 
analyses faites dans l’environnement. 

VIII.1.1.1 Examen microscopique 

Le diagnostic de certitude de la méningo-encéphalite amibienne primitive repose sur la 
recherche, dans le liquide céphalo-rachidien, des trophozoïtes de Naegleria fowleri. Pour ce 
faire, le LCR doit être laissé au repos à température ambiante pendant quelques minutes. Les 
trophozoïtes sont assez souvent et facilement confondus avec des polynucléaires neutrophiles, 
et la mise en culture sur une gélose monoxénique (Enterobacter sp.) à 2% avec incubation à 
37°C s’impose, levant toutes incertitudes avant la 24ème heure (SIMITZIS LE FLOHIC, 
1996). 

Le LCR a un aspect purulent et légèrement hémorragique. A l’examen direct entre lame et 
lamelles (objectif ×40), des trophozoïtes mobiles sont visibles. Naegleria fowleri se 
différencie des autres amibes car les trophozoïtes se transforment au contact de l’eau en forme 
flagellée (c’est le test de flagellation). Ils sont également visibles après cytocentrifugation du 
liquide céphalo-rachidien, fixation et coloration au May-Grünwald-Giemsa (MGG) ou à 
l’hématoxyline et éosine-safran (HES) (Figure 22). Des anticorps spécifiques ont été utilisés 
pour détecter et identifier Naegleria fowleri par immunofluorescence (IF) dans le liquide 
céphalo-rachidien après cytocentrifugation et fixation. La coloration de Gram, habituellement 
utilisée pour la recherche de bactéries, ne permet pas la mise en évidence des amibes libres 
(YERA, et al., 2012). 

 

 

Figure 22 : Zone de nécrose contenant de nombreux trophozoïtes de Naegleria fowleri 
(flèches), des macrophages spumeux périphériques (encadré) et des neutrophiles. 

Coloration à l’HES (hématoxyline et éosine-safran) (PIMENTEL, et al., 2012). 
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Le bilan biologique montre une hyperleucocytose sanguine et dans le LCR, une 
hyperalbuminorachie (100 à 1000 mg/100 ml), une hypoglycorachie modérée et une réaction 
cellulaire variable avec quelques hématies et des polynucléaires neutrophiles. (SIMITZIS LE 
FLOHIC, 1996). La présence de globules rouges dans le LCR est à priori due à une nécrose 
hémorragique du cortex cérébral adjacent. On observe également la présence de trophozoïtes 
très mobiles d’amibes (BOUREE, 2008). 

Cependant, le diagnostic se fait souvent post-mortem, les amibes peuvent donc être 
recherchées dans des biopsies cérébrales. Les biopsies préalablement fixées (formol 
tamponné) et incluses en paraffine sont coupées pour l’examen anatomocytopathologique et 
colorées à l’HES. Les images montrent une hypertrophie importante des méninges qui sont 
recouvertes d’un exsudat purulent et jaune en regard des lobes frontaux, temporaux, et de 
l’hypothalamus, un œdème congestif important de l’ensemble du cerveau, et une nécrose 
hémorragique des bulbes olfactifs et de tout le cortex (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). Tout 
ceci est caractérisé par la présence d’infiltrats inflammatoires constitués de polynucléaires 
neutrophiles, de polynucléaires éosinophiles et de macrophages (objectif ×10). Seules des 
formes trophozoïtes y sont retrouvées (objectif ×40). Une certaine expertise est nécessaire 
pour détecter et différencier les trophozoïtes d’amibes des cellules inflammatoires. Le noyau 
de Naegleria fowleri présente un nucléole rond, large et central caractéristique. Des anticorps 
spécifiques peuvent être utilisés pour identifier Naegleria fowleri dans les tissus par 
immunomarquage (immunoperoxidase directe). 

VIII.1.1.2 Culture 

Le LCR et les biopsies peuvent être mis en culture pour l’isolement de Naegleria fowleri 
(ainsi que celui d’Acanthamoeba), après transport à température ambiante. La culture, à partir 
des échantillons provenant d’infections invasives, requiert des milieux riches comportant du 
sérum de veau fœtal, de l’extrait globulaire ou, mieux, des cellules en culture (cellules Vero 
ou fibroblastes). Les isolats de Naegleria fowleri se multiplient plus facilement à 37°C. La 
lecture des cultures en petits flacons est effectuée au microscope inversé (objectif ×20 et ×40). 
Pour les souches isolées de l’environnement, la culture de Naegleria fowleri (ainsi que celle 
d’Acanthamoeba) peut être effectuée sur milieu axénique (trypticase-soja, milieux à base 
d’extrait de levure, de peptone) (YERA, et al., 2012). 

VIII.1.1.3 Diagnostic moléculaire 

Des méthodes d’amplification de gènes ont été développées pour le diagnostic rapide et 
sensible de méningo-encéphalite amibienne primitive et d’encéphalite granulomateuse 
amibienne à partir du liquide cérébrospinal ou de biopsies cérébrales. Il s’agit d’une PCR 
(polymerase chain reaction) temps réel quantitative multiplex qui permet simultanément la 
détection de Naegleria fowleri, d’Acanthamoeba spp. et de Balamuthia mandrillaris. Cette 
PCR utilise des amorces et des sondes spécifiques TaqMan® et cible une région de l’ADNr 
18S de Naegleria fowleri, d’Acanthamoeba spp. et de Balamuthia mandrillaris, 
respectivement (YERA, et al., 2012). 
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Une PCR en temps réel utilisant le SYBER Green®, ciblant une région de l’ADNr 18S de 
Naegleria spp. avec des amorces spécifiques, a été développée pour la détection des 
Naegleria dans des biopsies cérébrales de souris infectées, préalablement fixées par du formol 
tamponné, incluses en paraffines puis déparaffinées. Cette PCR pourrait être testée sur des 
échantillons humains d’archive (YERA, et al., 2012). 

VIII.1.1.4 Sérologie 

La sérologie n’a pas d’intérêt dans le diagnostic de la méningo-encéphalite amibienne 
primitive car l’évolution de la maladie est aiguë et des anticorps anti-Naegleria spp. sont 
détectables dans le sérum de patients asymptomatiques (YERA, et al., 2012). 

VIII.1.1.5 Autres examens biologiques du liquide céphalo-rachidien 

Dans les cas de méningo-encéphalite amibienne primitive, la formule sanguine montre 
généralement une augmentation des polynucléaires neutrophiles. A la ponction, le liquide 
cérébrospinal apparait hémorragique, xanthochromatique ou purulent. Il contient entre 300 et 
26 000 éléments par millimètre cube, essentiellement des polynucléaires neutrophiles. La 
glyrachie est basse (inférieure à 0,1 g/l) et la protéinorachie élevée (1-10 g/l). 

VIII.2  Diagnostic d’Acanthamoeba spp. 

VIII.2.1 Encéphalite granulomateuse lié à Acanthamoeba 
Dans l’encéphalite granulomateuse amibienne, le LCR montrera surtout des mononucléaires. 
La biopsie cérébrale, contenant la forme trophozoïte ainsi que la forme kystique, 
contrairement à Naegleria, confirmera le diagnostic (BOUREE, 2008). 

VIII.2.1.1.1 Examen microscopique 
L’isolement d’Acanthamoeba et de Balamuthia mandrillaris dans le liquide cérébrospinal 
reste exceptionnel. Les biopsies cérébrales ou cutanées fixées, incluses et coupées, sont 
colorées au MCG ou à l’HES, puis observées au microscope (objectif ×40 et ×100). Dans les 
tissus infectés, les infiltrats inflammatoires entourant des lésions granulomateuses comportant 
des amibes sont observés autour des vaisseaux sanguins. La réaction inflammatoire peut être 
plus discrète, voire inexistante chez les sujets sévèrement immunodéprimés (YERA, et al., 
2012). 

Colorés à l’HES, les trophozoïtes se distinguent grâce à la morphologie de leur noyau (rond 
avec un nucléole large et central formant un halo) (Figure 23). Il n’est cependant pas possible 
de différencier les trophozoïtes d’Acanthamoeba et de Balamuthia mandrillaris, car les deux 
amibes présentent la même morphologie nucléaire (YERA, et al., 2012). 
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Figure 23 : Coloration à l’HES de tissus cérébraux provenant d’un patient atteint 
d’encéphalite amibienne granulomateuse. De nombreux trophozoïtes (flèches) peuvent 
être identifiés à l’intérieur des parois vasculaires (MARCIANO-CABRAL, et al., 2003). 

 

Colorés à l’HES, les kystes d’Acanthamoeba sont clairs avec une forme étoilée, polygonale 
ou ovalaire et présentent une double paroi assez épaisse. Les kystes de Balamuthia 
mandrillaris sont plus grands, ronds avec une paroi épaisse. Les  

kystes d’Acanthamoeba peuvent aussi être observés après coloration au Periodic Acid Schiff 
(PAS), au Gomori-Grocott, au trichrome. Les Balamuthia ont souvent été confondues avec 
des Acanthamoeba, les deux genres d’amibes libres étant responsables d’encéphalite 
granulomateuse amibienne et de lésions cutanées (YERA, et al., 2012). 

L’utilisation d’anticorps spécifiques anti-Acanthamoeba spp. ou anti-Balamuthia mandrillaris 
en immunomarquage est indispensable pour différencier les deux amibes (trophozoïte et 
kyste) sur les coupes de tissus (YERA, et al., 2012). 

VIII.2.1.1.2 Sérologie 
Les titres sériques d’anticorps anti-Acanthamoeba sont mesurés par immunofluorescence 
indirecte en utilisant comme antigène des amibes ou des antigènes extraits d’amibes fixés sur 
des lames. Les sujets ayant une infection évolutive présentent des titres élevés d’anticorps (du 
1/256 au 1/1024) ou une ascension significative des titres, alors que les individus exposés à 
Acanthamoeba dans l’environnement présentent des taux sériques d’anticorps habituellement 
faibles (inférieurs à 1/80) (YERA, et al., 2012). 

VIII.2.1.1.3 Autres examens biologiques du liquide céphalo-rachidien 
Dans les cas d’encéphalite granulomateuse amibienne lié à Acanthamoeba, le LCR contient 
une majorité de lymphocytes, la glycorachie est légèrement diminuée et la protéinorachie est 
modérément élevée (1-5 g/l) 
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VIII.2.1.1.4 Examen post-mortem 
Les examens post-mortem montrent que les Acanthamoeba provoquent une encéphalite 
granulomateuse avec foyers de nécrose d’évolution subaigüe ou chronique localisée au 
cerveau moyen ainsi qu’à la base des lobes occipital et temporal correspondant à l’atteinte par 
voie hématogène et non par voie olfactive. Les hémisphères cérébraux peuvent présenter un 
état œdémateux sévère et un ramollissement associé avec les foyers de nécrose déjà cités, 
ainsi qu’avec de petits abcès. Les leptoméninges, surtout en regard des lésions corticales, 
présentent un aspect congestif et parfois un peu d’exsudat purulent (BARD, et al., 1995). 

VIII.2.2 Kératites liés à Acanthamoeba  

VIII.2.2.1.1 Examen microscopique 
Le diagnostic de la pathologie repose sur un examen au microscope, après coloration de 
Gram, des frottis cornéens ainsi que sur une culture à 21°C (température optimale pour la 
culture d’Acanthamoeba). On peut également procéder à une identification par PCR 
(BOUREE, 2008). 

Le frottis cornéen typique présente des cellules cornéennes larges et plus ou moins altérés, un 
important infiltrat inflammatoire à polynucléaires neutrophiles et des kystes plus ou moins 
polygonaux, colorés en violet, et marqués par une taille inégale, un centre plus clair et une 
double paroi (SIMITZIS LE FLOHIC, 1996). 

Le diagnostic de kératite amibienne est posé par la mise en évidence d’Acanthamoeba ou de 
leur ADN dans une biopsie ou un grattage de cornée, moins invasif lorsque le prélèvement est 
bien réalisé (YERA, et al., 2012). 

La quantification par PCR des cellules humaines présentes dans le prélèvement permet de 
valider la qualité du grattage cornéen. Les techniques de colorations, d’immunofluorescence, 
ou d’immunoperoxidase, ou des colorants fluorescents (calcofluor blanc et acridine orange) 
peuvent être utilisés mais se révèlent beaucoup moins sensibles que les techniques de biologie 
moléculaire (YERA, et al., 2012). 

VIII.2.2.1.2 Culture 
La culture en présence de bactérie est une méthode peu onéreuse, mais peu sensible pour le 
diagnostic d’infection à Acanthamoeba, en particulier celui de la kératite amibienne. Des 
suspensions d’Escherichia coli (ou d’Enterobacter aerogenes ou de Pseudomonas), vivants 
ou tués sont utilisées. Les prélèvements cornéens sont déchargés sur une gélose à base d’Agar 
pauvre ou dans des petits flacons pour culture cellulaire contenant 5 ml de NaCl 0,9%. 
L’incubation a lieu pendant 15 à 21 jours à 21°C. La lecture journalière des cultures est 
effectuée au microscope inversé (objectifs ×20 et×40) afin d’éviter les contaminations par 
l’ouverture des boites. Les lentilles de contact et les culots de centrifugation des liquides de 
boitiers de lentilles peuvent également être mis en culture. L’isolement d’Acanthamoeba à 
partir des prélèvements cornéens permet le diagnostic de la kératite amibienne, mais pas leur 
isolement à partir de lentilles de contact et/ou du liquide de boitiers de lentilles. En effet, 5% à 
20% des boitiers de porteurs asymptomatiques de lentilles de contact sont contaminés 
(YERA, et al., 2012). 
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La culture, comme l’examen microscopique, est une méthode peu sensible de diagnostic de la 
kératite amibienne (de 30% à 60% de sensibilité), en particulier lorsque les patients ont été 
traités au préalable par des antibiotiques ayant une activité plus ou moins amoebicide (YERA, 
et al., 2012). 

VIII.2.2.1.3 Diagnostic moléculaire 
La plupart des souches d’Acanthamoeba de génotypes T1 à T17 peuvent aussi être détectées, 
aussi bien dans des échantillons cliniques qu’environnementaux, par une PCR 
conventionnelle ciblant la région ASA.S1 de l’ADNr 18S d’Acanthamoeba spp. avec les 
amorces JDP1 et JDP2. Cette PCR a pour avantage de permettre d’identifier le génotype de 
l’isolat détecté par séquençage et analyse de la région variable DF3 présente dans ASA.S1. 

Des PCR conventionnelles ciblant différentes régions de l’ADNr 18S des Acanthamoeba ont 
été utilisées pour le diagnostic de la kératite amibienne. La PCR, effectuée directement sur les 
prélèvements cornéens, est une méthode sensible de diagnostic de cette pathologie. (80% à 
94%). La sensibilité du diagnostic est augmentée par l’association de plusieurs couples 
d’amorces. 

Deux PCR en temps réel TaqMan® ont été utilisées pour le diagnostic de la kératite 
amibienne. Une première PCR temps réel a été adaptée pour la détection d’Acanthamoeba 
spp. dans des échantillons oculaires, à partir de celle développée pour la détection de l’amibe 
dans une PCR multiplex, permettant également la détection de Naegleria fowleri et de 
Balamuthia mandrillaris dans les prélèvements cérébraux (YERA, et al., 2012). 

La deuxième PCR temps réel cible l’ADN mitochondrial de la petite sous-unité 16S (ADNr 
mt16S) d’Acanthamoeba spp. et permet la détection de tous les génotypes de l’American 
Type Culture Collection (ATCC) ; cette technique est validée pour les biopsies fixées au 
formol tamponné, incluses puis déparaffinées (YERA, et al., 2012). 

Certains collyres utilisés pour l’examen ophtalmologique sont connus pour inhiber la PCR, il 
faut donc rincer abondamment la cornée avec du NaCl 0,9% stérile avant d’effectuer le 
prélèvement et, dans la mesure du possible, avant de débuter le traitement amoebicide.  

VIII.3 Diagnostic de Balamuthia mandrillaris  
Dans les cas d’encéphalite granulomateuse amibienne lié à Balamuthia mandrillaris, 
l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) montre des lésions focales, des lésions d’aspect 
kystique, un œdème et une hydrocéphalie. L’imagerie cérébrale ne permet pas le diagnostic de 
cette pathologie ; elle ne peut que l’orienter, car les images observées peuvent l’être aussi en 
cas de gliomes, d’abcès ou d’hématomes cérébraux. Une atteinte cutanée ou une atteinte 
pulmonaire peuvent y être associées (YERA, et al., 2012). 

VIII.3.1.1 Examen microscopique 

Les espèces Acanthamoeba spp. et Balamuthia mandrillaris étant très proches, l’examen 
microscopique pour l’encéphalite granulomateuse amibienne lié à Acanthamoeba spp. ou à 
Balamuthia mandrillaris sera le même que celui décrit précédemment (Figure 24). 
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Figure 24 : Coloration à l’HES mettant en évidence un regroupement péri-vasculaire de 
trophozoïte de Balamuthia mandrillaris (flèche) chez un patient de 32 ans atteint 

d’encéphalite amibienne granulomateuse (HEALY, 2002). 

VIII.3.1.2 Culture 

Balamuthia mandrillaris est isolée à partir des tissus uniquement par culture sur tapis de 
cellules de mammifères (cellules de rein de singe ou cellules d’endothélium micro-vasculaire 
cérébral humain) ; sa croissance est lente, la culture n’est donc pas recommandée pour le 
diagnostic de l’infection. 

VIII.3.1.3 Diagnostic moléculaire 

Récemment, une PCR temps réel TaqMan® ciblant le gène de la ribonucléase P de 
Balamuthia mandrillaris a été développée et utilisée sur des échantillons cliniques. 

La sensibilité de la PCR pour la détection d’Acanthamoeba spp. ou de Balamuthia 
mandrillaris dans des biopsies du cerveau (fixées par le formol ou non) a été montrée en 
utilisant une PCR conventionnelle ciblant respectivement une région du gène mitochondrial 
de l’ARN de la petite sous-unité ribosomique (ADNr mt 16S) de chaque amibe avec des 
amorces spécifiques ; le taux de détection est toutefois plus faible avec des échantillons fixés 
(formol tamponné) (YERA, et al., 2012). 

VIII.3.1.4 Sérologie 

La sérologie peut permettre le dépistage des patients présentant une infection cérébrale, 
cutanée ou disséminée à Acanthamoeba spp. ou à Balamuthia mandrillaris. 

Les taux sériques d’anticorps anti-Balamuthia mandrillaris sont déterminés par 
immunofluorescence indirecte, par techniques immunoenzymatiques ou par cytométrie de 
flux. Des titres élevés sont détectés chez les patients atteints d’encéphalite granulomateuse 
amibienne à Balamuthia mandrillaris (supérieurs à 1/64). Cependant, chez les patients 
immunodéprimés, la sérologie ne permet pas d’infirmer le diagnostic (YERA, et al., 2012). 



59 
 

VIII.3.1.5 Autres examens du liquide céphalo-rachidien 

Dans les cas d’atteinte à Balamuthia mandrillaris, la cytologie du liquide cérébrospinal est 
variable : acellulaire à très cellulaire avec une formule souvent lymphocytaire, mais parfois 
panachée ou à polynucléaires. La glycorachie est légèrement diminuée et la protéinorachie 
élevée (YERA, et al., 2012). 

VIII.4 Diagnostic d’Hartmannella vermiformis 

VIII.4.1 Culture 
Le premier cas de kératite amibienne ayant été rapporté en Septembre 2013 par 
ABEDKHOJASTEH. Le diagnostic de la pathologie lié à Hartmannella n’est pas standardisé. 
Pour diagnostiquer Hartmannella, les lentilles de contact, l’étui des lentilles et la solution 
nettoyante ont été testés par une culture sur une gélose agar non-nutritive à 1,5% recouvert 
d’une couche d’Escherichia coli inactivé à la chaleur. Le milieu est incubé pendant 14 jours à 
température ambiante et est observé quotidiennement par microscopie optique. Les résultats 
positifs ont été découverts après un mois de culture et aucune bactérie ou champignons n’ont 
été isolé (Figure 25). Les caractères morphologiques des kystes et des trophozoïtes 
d’Hartmannella ont permis d’identifier le pathogène responsable de la kératite 
(ABEDKHOJASTEH, et al., 2013). 

 

 

Figure 25 : Image au microscope optique de kystes d’Hartmannella vermiformis 
provenant d’une culture, sur milieu agar non nutritif, d’un prélèvement des lentilles de 

contact d’une patiente de 22 ans atteinte de kératite amibienne (×400) 
(ABEDKHOJASTEH, et al., 2013). 
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VIII.4.2 Diagnostic moléculaire 
Après l’extraction de l’ADN des kystes, une PCR utilisant les amorces NA1 (5’-GCT CCA 
ATA GCG TAT ATT AA-3’) et NA2 (5’-AGA AAG AGC TAT CAA TCT GT-3’) a été 
effectué. Le déroulement de la PCR comprend une étape de dénaturation initiale d’une minute 
à 94°C suivi par 35 cycles de dénaturation à 94°C pendant 35 secondes, d’hybridation à 50°C 
pendant 45 secondes et d’extension à 72°C pendant 1 minute puis une étape d’extension finale 
à 72°C pendant 10 minutes. Le produit de la PCR a subit une électrophorèse sur un gel 
d’agarose à 1,5% et visualisé sous lampe UV. Le séquençage et l’analyse par BLAST ont 
révélé que l’agent pathogène responsable de la kératite appartenait à Hartmannella 
vermiformis (ABEDKHOJASTEH, et al., 2013). 

IX. Traitement 

IX.1 Traitement de Naegleria fowleri  
La sensibilité des amibes libres aux médicaments in vivo est limitée à certains médicaments, 
même si, in vitro, il semble possible d’utiliser une gamme de molécules nettement plus 
étendue. 

Les traitements de la méningo-encéphalite amibienne primitive se révèlent généralement 
inefficace en raison du diagnostic tardif et donc d’une instauration de traitement tout aussi 
tardive. Le manque de formation de nombreux laboratoires au diagnostic étiologique de cette 
pathologie ainsi qu’un aspect trompeur de l’affection explique ce retard de soins spécifiques. 

En effet, la thérapeutique de cette maladie repose sur un traitement spécifique, un traitement 
symptomatique et sur des soins de nursing 

IX.1.1.1 Traitement spécifique 

Le médicament de choix dans le traitement de la méningo-encéphalite amibienne primitive est 
l’amphotéricine B, un antibiotique, antifongique de la famille des macrolides polyènes. Il agit 
en se fixant à l’ergostérol de la membrane cellulaire et en créant donc, dans celle-ci, un pore 
qui provoquera la lyse de la membrane et donc de l’amibe. L’amphotéricine B doit être utilisé 
précocement par voie intraveineuse, intrathécale et/ou intraventriculaire. Il peut être utilisée 
seule ou en association avec la rifampicine par voie orale et le miconazole par voie 
intraveineuse. 

Les doses efficaces d’amphotéricine B (FUNGIZONE®) à injecter aux patients sont de 1,5 
mg/kg/jour à 3 mg/kg/jour par voie intraveineuse et de 1 g/jour à 1,5 g/jour par voie 
intrathécale. 

L’association avec du miconazole doit se faire à une concentration pour ce dernier de 350 
g/m2/jour par voie intraveineuse et 10 mg/jour par voie intrathécale. 

La rifampicine (RIFADINE®) quant à elle s’utilise par voie orale à raison de 10 mg/kg/jour. 
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L’azithromycine (ZYTHROMAX®) a également eu des résultats positif, in vitro et in vivo, 
contre Naegleria fowleri. 

Dans le cas où un traitement par Amphotéricine B a été instauré, le décès des patients atteints 
de méningo-encéphalite amibienne primitive ont incriminé un début de traitement trop tardif 
et non une résistance de l’amibe au médicament. Naegleria fowleri a été isolé lors de 
l’autopsie de ces patients et a montré une sensibilité à l’Amphotéricine B (SCHUSTER, 
2002). 

IX.1.1.2 Traitement symptomatique 

La dexaméthasone a montré un intérêt particulier pour soigner la photophobie en diminuant 
l’hypertension intrâcranienne. Cependant, elle se combine avec l’Amphotéricine B et en 
diminue donc la biodisponibilité. 

La phénytoïne et le phénobarbital peuvent également être utilisés pour traiter les accès 
convulsifs de la phase d’état de la maladie. 

IX.2 Traitement d’Acanthamoeba spp. 

IX.2.1 Encéphalite granulomateuse 
Le traitement est le plus souvent un échec compte tenu de la très grande résistance de ces 
agents pathogènes et de l’existence d’une pathologie associée lourde et immunodéprimante.  

Les médicaments utilisés pour traiter une dissémination naso-pharyngé des amibes et les 
infections du système nerveux central sont le kétoconazole, le fluconazole, l’itraconazole, 
l’isothionate de pentamidine, le cotrimoxazole, la sulfadiazine et le 5-fluoro-cytosine 
(flucytosine) 

Les médicaments azolés interfèrent avec la synthèse des stérols qui constituent la membrane 
cellulaire d’Acanthamoeba, ce qui augmente la perméabilité cellulaire de l’amibe et provoque 
une fuite d’ion de la cellule et ainsi, la lyse de celle-ci. Les imidazolés tel que le clotrimazole, 
le bifonazole, le kétoconazole sont plus efficaces contre les Acanthamoeba spp. que les 
triazolés comme l’itraconazole ou le fluconazole, on les préfèrera donc dans le traitement de 
l’encéphalite amibienne granulomateuse. 

Bien que l’amphotéricine B soit la molécule de choix pour les affections encéphalitiques à 
Naegleria fowleri, elle ne l’est pas pour celle lié à Acanthamoeba spp. (SCHUSTER, et al., 
2004). 

IX.2.2  Kératite amibienne 
Le traitement comporte plusieurs possibilités médicamenteuses tel que l’iséthionate de 
propamidine (BROLENE® en collyre), l’hexomédine, l’itraconazole (SPORANOX®…) et 
chirurgicales comme la kératoplastie ou encore la cryothérapie. Le pronostic est souvent bon, 
si le diagnostic et l’instauration du traitement se sont fait précocement, et il est mauvais si la 
souche amibienne présente une résistance spontanée à l’un des médicaments utilisés. 
(ANOFEL, 1998). La résistance de la souche amibienne est généralement synonyme d’un 
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enkystement de celle-ci. Dans le but d’anticiper la récurrence de l’infection due à la présence 
de kystes, le traitement devra être poursuivi sur une période de trois à quatre mois 
(SCHUSTER, et al., 2004). 

Les antibiotiques semblent être utiles préventivement en cas d’intervention sur la cornée 
(GENTILINI, 1995). 

IX.2.3 Atteintes cutanées 
Les infections cutanées à Acanthamoeba spp. peuvent être traitées par l’application locale de 
gluconate de chlorhexidine (HIBISCRUB®) et de kétoconazole sous forme de crème 
(KETODERM®) (SCHUSTER, et al., 2004). 

Quant au traitement chirurgical, il consiste en l’exérèse large de la zone atteinte et dans les cas 
où les lésions sont trop larges, en un traitement par Amphotéricine B. 

IX.3 Traitement de Balamuthia mandrillaris  
La réussite du traitement de l’encéphalite granulomateuse à Balamuthia mandrillaris dépend 
principalement de la rapidité du diagnostic suivi d’un traitement relativement agressif. 

Les molécules doivent passer la barrière hématoencéphalique. Certaines combinaisons ont 
prouvé leurs efficacités cliniques :  

- Isétionate de pentamidine (PENTACARINAT®) : 300 mg IV une fois par jour 

- Sulfadiazine (ADIAZINE®) : 1,5 g VO quatre fois par jour 

- Fluconazole (TRIFLUCAN®) : 400 mg une fois par jour 

- Clarithromycine (MONONAXY®, MONOZECLAR®, NAXY®, ZECLAR®) : 500mg trois 
fois par jour.ou Flucytosine (ANCOTIL®) : 2 g par voie orale quatre fois par jour 

La durée de ces traitements est de deux semaines. Cependant, ce traitement s’avère inefficace 
contre les kystes de Balamuthia mandrillaris. Pour cette raison, les patients restent sous 
sulfadiazine ou clarithromycine pendant plusieurs années. La majorité des encéphalites 
granulomateuses à Balamuthia mandrillaris reste fatale car le diagnostic est trop tardif 
(MATIN, et al., 2008). 

Une exérèse chirurgicale des lésions cérébrales ou cutanées peut être pratiquée afin de limiter 
l’inoculum. La présence de kystes dans les tissus peut faire craindre une réactivation si le 
traitement n’a pas été suffisamment kysticide. 

En cas d’atteintes cutanées à Balamuthia mandrillaris, l’association albendazole et 
itraconazole a été efficace ; il existe un cas de guérison spontanée. 

IX.4 Traitement d’Hartmannella vermiformis 

IX.4.1 Traitement de la kératite amibienne 
Le seul traitement connu pour la kératite lié à Hartmannella vermiformis est le 
PolyHexaMéthylène de Biguanide (PHMB) à 0,02% (ABEDKHOJASTEH, et al., 2013).  La 
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posologie du PHMB dans le traitement de la kératite amibienne est de 1 goutte par heure y 
compris la nuit les deux premiers jours, puis 1 goutte toute les deux heures jusqu’au treizième 
jour et 1 goutte quatre fois par jour pendant 2 à 4 mois. La présentation de PHMB à 0,02% 
n’est pas commercialisée, il est donc nécessaire de réaliser une préparation magistrale ou 
hospitalière (MONTSERRAT, et al., 2009). 

IX.4.2 Traitement de la légionellose 
Hartmannella vermiformis peut transmettre la légionellose, pathologie due à Legionella 
pneumophila. Selon les recommandations de l’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité 
Sanitaire de Produits de Santé), le choix thérapeutique antibiotique dépend de la gravité de la 
pathologie ainsi que du terrain sous-jacent : 

- Pour les formes non graves, dont les patients sont en ambulatoire ou hospitalisé en médecine 
ou aux urgences, une monothérapie par macrolide (azithromycine préférentiellement) est 
prescrite ; 

- Dans les formes graves, c’est-à-dire que le patient est hospitalisé en unité de soins intensifs 
ou en réanimation et/ou est immunodéprimé : 

• une monothérapie par fluoroquinolone (lévofloxacine, ofloxacine, ciprofloxacine) ; 

• ou une association de deux antibiotiques au sein des trois familles suivantes : 
macrolides IV (spiramycine plutôt qu’érythromycine), fluoroquinolones (par ordre de 
préférence : lévofloxacine, ofloxacine, ciprofloxacine), rifampicine (les associations avec la 
rifampicine ne sont pas à privilégier) sont prescrites. 

La durée du traitement est de 8 à 14 jours pour les formes non graves (le traitement par 
azithromycine est de 5 jours). Elle est prolongée à 21 jours dans les formes graves et/ou chez 
l’immunodéprimé (avec 10 jours de traitement pour l’azithromycine) (AFSSAPS, Juin 2011). 
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Dans cette partie, nous allons étudier la présence des amibes dans les eaux de loisirs ainsi que 
leur capacité de résistance face aux différents traitements que subit l’eau de notre 
environnement. Les procédés d’identification et les indicateurs de contamination des eaux de 
loisirs seront également abordés. 

I. Présence des amibes dans les eaux  
L’eau est certainement l’habitat où Naegleria fowleri  et les amibes libres ont été le plus 
fréquemment isolés de l’environnement (GOUDOT, 2012). 

I.1 Les eaux environnementales 
NELSON (1971), cité dans (GOUDOT, 2012), a effectué le premier isolement de Naegleria 
fowleri à partir d’une source environnementale, dans un étang, où une victime avait nagé 
quelques années auparavant. Depuis, l’amibe a été retrouvée dans des mares chauffées et des 
sources d’eaux chaudes, des étangs, des lacs et dans des rivières (MARTINEZ, et al., 1981 ; 
BROWN, et al., 1983 ; KYLE, et al., 1986 ; O'DELL, et al., 1986 ; DE JONCKHEERE, 
2011 ; GRIFFIN, 1983 ; KASPRZAK, 1974 ; WELLINGS, et al., 1977 ; LAWANDE, et al., 
1979 ; GRIFFIN, 1983). Une variation saisonnière a été mise en évidence par plusieurs 
auteurs (GOUDOT, 2012). 

Le génotype de plusieurs espèces d’Acanthamoeba a été retrouvé en février 2006 dans des 
échantillons provenant de lacs, rivières et canaux en Arizona (USA) (DE JONCKHERRE, 
2007) 

Hartmannella vermiformis est fréquemment retrouvée dans les rivières ou les lacs ainsi que 
dans les lacs superficiels (KUIPER, et al., 2006).  

I.2 Les eaux de réseaux et de piscines 
Les eaux de réseaux de distribution ont systématiquement subi une désinfection. Cependant, 
certaines conditions particulières peuvent mettre à mal ce processus (défauts de la filière de 
traitement, fuites,…). Ainsi, la détection d’amibes libres dans les réseaux d’eau potable a pu 
être diagnostiquée et pose de gros problèmes. La résistance des kystes aux procédés de 
désinfection pourrait expliquer leurs présences. 

Récemment, en 2011, deux personnes sont mortes en Louisiane aux Etats-Unis après avoir 
utilisé l’eau de robinet pour se nettoyer les sinus. La contamination des eaux de réseaux n’est 
pas nouvelle. Le pathogène a été isolé dans l’eau potable en Europe, en Australie du Sud, en 
Amérique, en Asie, et en Afrique (JAMIESON, et al., 1973 ; SCAGLIA, et al., 1983 ; 
JADIN, 1974 ; WILLAERT, et al., 1974 ; KADLEC, et al., 1978 ; GOGATE, et al., 1985). 

A l’identique, la contamination des piscines a été relevée à plusieurs reprises à la suite de cas 
de méningo-encéphalite amibienne primitive (FOWLER, et al., 1965 ; CERVA, et al. ; 
SYMMERS, 1969 ; JADIN, et al., 1971 ; JAMIESON, et al., 1973 ; GOUDOT, 2012). 

Une étude, faite sur 136 échantillons d’eau du robinet à Rio Grande do Sul au Brésil, a 
identifié la présence d’Acanthamoeba dans 13 de ces échantillons. Les résultats de recherche 
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révèlent l’importance de ces amibes et le besoin de plus d’études épidémiologiques afin de 
déterminer leurs distribution dans l’environnement et leurs pathogénicités associés (WINCK, 
et al., 2011). Au Japon également, la présence d’Acanthamoeba a été détectée dans les 
réseaux de distribution de l’eau provenant de rivières ou d’eau de refroidissement des 
centrales nucléaires (EDAGAWA, et al., 2009). 

MICHEL et al (1995) ont montré la présence d’Hartmannella vermiformis dans certaines 
piscines de Bulgarie. Elle est également l’amibe qui prédomine dans l’eau du robinet. 

I.3 Les eaux usées 
Bien que cette contamination soit bien moins décrite, Naegleria fowleri a été retrouvée dans 
des échantillons de boues de station d’épuration en Inde, en Corée et au Nigeria (SINGH, et 
al., 1972 ; LAWANDE, et al., 1983). Par ailleurs, sa présence a également été rapportée dans 
des égouts en France, en Russie et en Inde (SINGH, et al., 1972 ; GOORDEVA, 1973 ; 
BEURTIN, et al., 1986 ; GOUDOT, 2012). 

Hartmannella vermiformis, quant à elle, a été identifiées à différentes étapes du traitement des 
eaux usées en Allemagne (MICHEL, et al., 1995). 

I.4 Les eaux industrielles 
Suite à leurs observations, FLIERMANS et al (1979), ont énoncé que les systèmes aquatiques 
thermiquement modifiés étaient propices au développement de Naegleria fowleri. Depuis, des 
études ont été engagées sur l’occurrence de Naegleria fowleri dans les eaux issues de 
systèmes de refroidissement industriels souvent associés à des centrales électriques aux Etats-
Unis (Caroline du Sud, Illinois, Virginie, Floride, Texas, Pennsylvanie), en Belgique et en 
France  (STEVENS, et al., 1977 ; DIVE, et al., 1981 ; DUMA, 1981 ; SYKORA, et al., 
1983 ; HUIZINGA, et al., 1990 ; BEHETS, et al., 2007 ; JAMERSON, et al., 2009) 
(GOUDOT, 2012).  

Dans leur étude, TYNDALL et al (1989) ont montré que durant les périodes de rejets 
d’effluents échauffés, les concentrations de l’agent pathogène Naegleria fowleri avaient 
augmenté de deux ordres de grandeur. De même, BEHETS et al (2007) ont montré que 
Naegleria fowleri a été l’espèce la plus fréquemment rencontrée parmi les espèces d’amibes 
libres thermotolérantes. Enfin, JAMERSON et al (2009) ont trouvé que sur les 16 sites 
échantillonnés sur la lac Anna en Virginie au cours de l’été 2007, neuf ont été trouvés positifs 
pour Naegleria fowleri. En France, DIVE et al (1981) a montré que les deux centrales 
électriques (La Maxe et les Ansereuilles) avaient des résultats positifs à la recherche de 
Naegleria fowleri. La fréquence d’isolement était 10 fois supérieure an aval qu’en amont des 
centrales (GOUDOT, 2012).  
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II. Désinfection des eaux 
En charge du Ministère de Santé, la sécurité sanitaire liée à l’eau est un enjeu quotidien. Qu’il 
s’agisse de l’eau potable ou de l’eau de baignade, la qualité doit être surveillée en permanence 
pour assurer la santé humaine (DAVEZAC, et al., 2008). 

II.1 L’eau potable 
Le Ministère chargé de la Santé a pour mission d’organiser le contrôle sanitaire des eaux 
d’alimentation. Il inspecte les installations de production, de traitement et de distribution 
d’eau et vérifie la qualité de l’eau utilisée puis distribuée. 

Les résultats de ces contrôles sont mis à la disposition des usagers dans les mairies, sur les 
factures d’eau et un rapport annuel est présenté par le maire sur le prix et la qualité du service 
public d’eau potable (DAVEZAC, et al., 2008). 

II.1.1 L’eau potable : les normes 
L’eau potable est définie comme étant une eau que l’on peut boire sans risque. Des normes 
ont été établies dans ce but et fixent notamment les teneurs limites à ne pas dépasser pour un 
certain nombre de substances nocives et susceptibles d’être présentes dans l’eau. Une eau 
potable n’est donc pas exempte de matières polluantes, mais leur concentration a été jugée 
suffisamment faible pour ne pas mettre en danger la santé du consommateur. 

L’eau potable, selon les normes fixées, ne doit donc pas contenir de bactéries, de virus ou 
encore de parasites. La concentration de certaines substances telles que les nitrates, les 
phosphates, les métaux lourds, les hydrocarbures ou les pesticides ne doivent pas dépasser la 
« concentration maximale admissible ». Et à l’inverse, la présence de certaines substances 
comme les oligo-éléments est nécessaire. 

Une eau potable est une eau qui doit être agréable à boire : elle doit être claire, avoir une 
bonne odeur et un bon goût. Pour cela, les sels minéraux (indispensables à l’organisme) 
dissous doivent avoir une concentration de 0,1 à 0,5 gramme par litre. Enfin, elle ne doit pas 
corroder les canalisations afin d’arriver dans les mêmes conditions que celles de départ à la 
sortie des robinets (BEHETS, et al., 2007). 

II.1.2 Le cycle de l’eau de consommation 
L’eau brute, non traitée, est captée dans un cours d’eau (eau de surface) ou une nappe 
phréatique (eau souterraine) puis elle est acheminée vers une usine de production d’eau 
potable où elle y subit différents traitements physiques, chimiques et biologiques selon son 
origine avant d’être distribuée aux différents consommateurs. Une fois consommée et donc 
souillée, elle est recueillie pour être conduite vers les usines de dépollution des eaux usées, 
avant d’être enfin rendue à la nature dans des conditions saines pour la faune et la flore. 

Le cycle de l’eau potable se décompose donc en cinq étapes : le captage, le transport, la 
production d’eau potable, la distribution, et la collecte et dépollution des eaux usées (Figure 
26). 
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Figure 26 : Cycle de l'eau potable (BEHETS, et al., 2007). 

Ce cycle de l’eau de consommation nécessite d’énormes infrastructures et à l’évidence, seuls 
les pays riches peuvent se doter de tels équipements. La qualité de l’eau est contrôlée à 
chaque étape de ce cycle et doit répondre, à n’importe quel point de prélèvement, aux normes 
en vigueur. En France, le nombre de contrôle est proportionnel aux volumes d’eau distribuée. 
Dans les agglomérations importantes, plusieurs contrôles sont quotidiennement effectués et 
certains paramètres constamment suivis tandis que les petits villages ne peuvent offrir le 
même suivi pour des raisons évidentes de coût. La qualité de l’eau dans les grandes villes se 
voit alors plus fiable que dans les campagnes (BEHETS, et al., 2007). 

II.1.3 Les procédés classiques de traitement des eaux 
Le traitement classique et complet d’une eau s’effectue en plusieurs étapes dont certaines ne 
sont pas nécessaires aux eaux les plus propres. 

II.1.3.1 L’oxydation 

Le chlore, ou encore l’ozone, sont utilisés dans cette étape. L’oxydation permet d’éliminer les 
matières organiques, l’ammoniac, le fer ou le manganèse de l’eau afin de faciliter l’étape 
suivante, la clarification. 

II.1.3.2 La clarification 

La clarification permet d’éliminer les particules en suspension. Un passage de l’eau à travers 
des grilles permet de retenir les matières les plus grosses. Puis l’eau est acheminée dans des 
bassins de décantation où, sous l’effet de leur poids, les particules gravitent vers le fond où 
elles se déposent. S’en suit une étape de filtration à travers une ou plusieurs couches d’un 
substrat granulaire, tels que le sable, qui retient les particules résiduelles. 
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II.1.3.3 La désinfection 

Cette étape permet l’élimination des micro-organismes pathogènes. On utilise pour cela, soit 
un désinfectant chimique comme le chlore ou l’azote soit des rayonnements ultraviolets. Ce 
traitement doit persister tout au long du réseau afin qu’aucun germe ne puisse se développer 
dans les canalisations. 

II.1.3.4 Traitements supplémentaires 

Dans le but de protéger les canalisations de la corrosion ou de l’entartrage, la dureté et 
l’acidité de l’eau peuvent être corrigés. Certains traitements spécifiques sont appliqués 
lorsque la qualité de l’eau n’est pas respectée après la chaine traditionnelle. 

Le procédé d’adsorption sur charbon actif notamment permet d’éliminer, après un éventuel 
traitement d’oxydation, des polluants organiques dissous comme certains pesticides ou 
hydrocarbures.  

Des résines échangeuses d’ions sont également utilisées pour diminuer la concentration en ion 
nitrates de l’eau et la remplacer par un ion sans danger comme l’ion chlorure ou l’ion 
carbonate. La dénitrification biologique, utilisant des bactéries, permet, en transformant l’ion 
nitrate en azote gazeux, de diminuer la concentration de nitrate. 

Ces procédés, bien qu’améliorant significativement la qualité de l’eau, sont néanmoins non 
dépourvus de danger. Le chlore, en réagissant avec certaines molécules organiques, voit sa 
concentration diminuer rapidement dans le réseau de distribution, ce qui peut favoriser le 
développement des micro-organismes. De plus, ces réactions conduisent à la formation de 
produits dont certains sont suspectés de toxicité pour l’Homme. 

L’idéal serait donc de pouvoir traiter l’eau sans avoir recours à des réactifs chimiques. C’est 
ce que permettent en partie les procédés de filtration sur membranes (BEHETS, et al., 2007). 

II.1.3.5 La filtration 

De nouvelles techniques, très performantes consistent non plus à éliminer chimiquement les 
micropolluants mais à les extraire physiquement. Le plus gros avantage de ces techniques est 
de n’utiliser aucun réactif chimique, sauf pour leur entretien. Cependant, bien qu’elles 
commencent peu à peu à être utilisées à grande échelle, ces nouveaux traitements présentent 
un coût très élevé, ce qui explique la rareté de leur utilisation. 

L’ULTRAFILTRATION  

L’ultrafiltration est dite à « basse pression », elle permet la  clarification et la désinfection de 
l’eau en une seule étape (Figure 27). La paroi des membranes agit comme un filtre pour toutes 
les particules supérieures à 10-20 µm, c’est-à-dire, pollens, algues, parasites, bactéries, virus, 
germes et molécules organiques (AQUASOURCE, 2011). 
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Figure 27 : Ultrafiltration de l'eau brute (AQUASOURCE, 2011). 

Un lavage régulier avec de l’eau propre circulant en sens inverse permet d’éviter aux pores de 
se colmater et un nettoyage chimique des membranes doit être effectué de temps en temps. 

Cependant, du charbon actif en poudre est ajouté à l’eau traité car certains pesticides et 
molécules responsables du goût et de l’odeur de l’eau ne sont pas retenus. Ces substances 
s’adsorbent sur les grains de charbon lesquels sont trop gros pour traverser les pores 
(BEHETS, et al., 2007). 

LA NANOFILTRATION 

Cette technique est semblable à celle de l’ultrafiltration sauf que la membrane a une porosité 
de l’ordre de 0,001µm. Elle est constituée de trois couches de matériaux différents et est 
enroulée autour d’un tube central. Injectée sous pression, l’eau à traiter traverse la membrane 
et ressort filtrée par le tube central. 

La nanofiltration permet de retenir tous les polluants dissous, qu’ils soient biologiques, 
organiques ou minéraux et quelle que soit leur concentration, sans avoir besoin d’utiliser 
l’adsorption sur charbon actif. Elle permet, elle aussi, de diminuer notablement l’usage du 
chlore. Son seul inconvénient technique est que l’eau produite est tellement pure qu’il est 
nécessaire de la reminéraliser (BEHETS, et al., 2007). 
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II.2 Les eaux de baignade 

II.2.1 Contrôle de la qualité des eaux de baignade 

II.2.1.1 Organisation du contrôle 

Connaitre la qualité de l’eau de baignade en eau de mer ou en eau douce est un moyen de 
prévenir tout risque pour la santé des baigneurs. 

Le contrôle sanitaire des eaux de baignade est sous la responsabilité des Agences Régionales 
de la Santé (ARS) et reste une préoccupation importante du Ministère de la Santé. La 
règlementation faite par ce dernier est basée sur les directives européennes. 

Les ARS assurent le contrôle sanitaire en procédant à un état des lieux des zones de baignade 
et en organisant des prélèvements d’eau sur des points de contrôle déterminés. 

Les analyses sont réalisées par des laboratoires agréés au titre du contrôle sanitaire des eaux 
par le ministère chargé de la Santé. Les résultats du contrôle sanitaire des eaux de baignade, 
par souci de transparence, doivent être obligatoirement affichés sur le site et en mairie 
(Ministère des Affaires Sociales et de la Santé, 2011). 

II.2.1.2 Critères d’évaluation de la qualité de l’eau 

La qualité de l’eau est évaluée grâce à des indicateurs microbiologiques : Escherichia coli et 
les entérocoques intestinaux qui sont des témoins de la contamination fécale des eaux de 
baignades. Ils constituent donc un indicateur du niveau de pollution par des eaux usées et 
traduisent la probabilité de présence de germes pathogènes. Plus ces germes (Escherichia coli 
et les entérocoques intestinaux) sont présents en quantité importante, plus le risque sanitaire 
augmente (Ministère des Affaires Sociales et de la Santé, 2011). 

Pour déclarer une eau de baignade en bon état, la quantité d’Escherichia coli et 
d’Entérocoques intestinaux est mesurée et doit être inférieure à certaines normes que nous 
développerons par la suite. 

II.2.2 Les différentes eaux de baignade 
La baignade est, en France, la plus répandue des activités récréatives en rapport avec l'eau. 
Les sites où se pratiquent les activités associées incluent principalement : les piscines ouvertes 
au public, dans lesquelles l'eau est traitée et notamment désinfectée et désinfectante afin 
d'assurer sa qualité microbiologique ; les sites naturels, qui font parfois l'objet 
d'aménagements particuliers pour l'accueil du public, mais dans lesquels l'eau n'est pas traitée, 
et les baignades artificielles. L’Anses a évalué les risques sanitaires pouvant être associés à 
ces trois types de baignades (ANSES - Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 
l’Alimentation, 2012). 

II.2.2.1 Baignades naturelles 

Les sites naturels de baignade peuvent être contaminés par des eaux usées, issues de 
l’assainissement collectif ou individuel, par des eaux de ruissellement ou par des sources 
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ponctuelles ou temporaires de pollution comme la contamination par des animaux 
domestiques ou de la faune sauvage. L’épuration naturelle du site, qui consiste en un filtrage 
par les plantes et la terre notamment, est d’une efficacité variable d’un site à l’autre. 

Le risque lié à ces pollutions est principalement microbiologique, c'est-à-dire lié à la présence 
dans l’eau de micro-organismes pathogènes.  

En cours de saison, des prélèvements d’eau sont effectués sur chaque site de baignade avec 
une fréquence au minimum bimensuelle. Les résultats des mesures microbiologiques réalisées 
sur ces prélèvements sont comparés aux limites de qualité fixées par la directive 2006/7/CE. 
(PARLEMENT EUROPEEN, 15 février 2006) Des indicateurs de qualité physico-chimique 
sont également relevés. Dès la fin de la saison, des bilans départementaux sont réalisés, une 
synthèse nationale est effectuée par la Direction générale de la santé (ministère de la santé) et 
transmise à la Commission européenne (ANSES - Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 
l’Alimentation, 2012). 

II.2.2.2 Baignades artificielles 

Les baignades artificielles sont définies comme étant des baignades en eau captée et captive, 
traitée ou non, mais de nature non désinfectée et désinfectante contrairement aux piscines 
collectives. Elles sont de types et de caractéristiques variées. Elles peuvent tout de même être 
regroupées en trois catégories : 

- les bassins artificiels alimentés par l’eau d’un puits ou d’une source subissant un traitement 
de désinfection par chloration, mais dont les caractéristiques, notamment de recirculation des 
eaux ne répondent pas aux dispositions préconisées pour une piscine ; 

- les bassins artificiels alimentés soit par une eau superficielle (par dérivation ou pompage), 
soit par une eau souterraine non traitée ; 

- sur le littoral, les bassins artificiels alimentés en eau de mer par la marée (bassins à marée) 
ou par pompage (bassins d’eau de mer), comme en mer méditerranée. 

L’ANSES (2009), a produit un rapport d’expertise collective relatif à l’évaluation des risques 
sanitaires liés aux baignades artificielles non encadrées par la réglementation en vigueur. Une 
attention particulière a été portée dans l’expertise sur les installations commercialisées sous 
l’appellation « piscines biologiques ou écologiques » dont le développement est très important 
depuis une dizaine d’années. 

L’expertise a permis d’identifier un certain nombre de dangers sanitaires, notamment : 

- les micro-organismes pathogènes apportés par les baigneurs pouvant être à l’origine de 
contaminations inter-baigneurs et responsables de la plupart des épidémies déclarées en eaux 
récréatives ; 

- les toxines de micro-algues et de cyanobactéries, dont la prolifération est amplifiée dans ce 
type de baignade par des conditions particulièrement propices ; 
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- les micro-organismes et les pollutions chimiques apportés par l’environnement, via l’eau de 
remplissage de la baignade, les ruissellements d’eau souillée, l’intrusion d’animaux, etc. 

Si le niveau de risque varie en fonction de l’efficacité du système hydraulique et du traitement 
de l’eau de l’installation, le risque de contamination microbiologique apparaît cependant 
prédominant, quel que soit le type de baignade artificielle. Le niveau de risque est d’autant 
plus élevé lorsque la fréquentation est importante et le niveau d’hygiène faible. 

 

II.2.2.3 Eaux de piscines 

II.2.2.3.1 Evaluation des produits et procédés de traitement des eaux de piscines 
Conformément aux dispositions du code de la Santé Publique (article D.1332-3), l’ANSES est 
chargée d’évaluer les demandes d’autorisation de mise sur le marché des nouveaux produits et 
des procédés de désinfection et de déchloramination des eaux de piscines.  

Les éléments constitutifs du dossier doivent permettre à l’agence d’évaluer l’efficacité et 
l’innocuité des produits et/ou procédés de traitement revendiqués. Les lignes directrices 
s’appliquent uniquement aux demandes d’autorisation de produits et procédés de traitement 
utilisés dans les piscines recevant du public et alimentées par de l’eau d’un réseau public ou 
privé autorisé pour l’alimentation humaine. 

La notification finale est formulée par la DGS (Direction Générale de la Santé), sur la base de 
l’avis de l’Agence, puis envoyée au pétitionnaire. 

II.2.2.3.2 Evaluation des risques sanitaires liés aux piscines 
Les travaux d’expertise de l’ANSES (2012) ont permis d’identifier les principaux dangers 
chimiques et microbiologiques présents dans l’eau, l’air et les surfaces des piscines 
réglementées et des bains à remous. Les dangers ont été décrits notamment en fonction de 
l’origine de l’eau d’alimentation du bassin. 

Les dangers chimiques identifiés proviennent essentiellement de substances formées à partir 
des produits de désinfection (chlore principalement) et les matières organiques apportées par 
les baigneurs.  

Les dangers microbiologiques ont été analysés et les germes hydriques pathogènes 
potentiellement retrouvés dans les piscines réglementées ont été recensés. Bien qu’aucune 
épidémie n’ait été recensée à ce jour en France, il apparaît que le risque microbiologique est 
essentiellement lié au manque d’hygiène des baigneurs. 

Ces mêmes substances et germes pathogènes peuvent également être retrouvés dans les bains 
à remous. Cependant ces bassins présentent certaines particularités qui peuvent modifier la 
hiérarchie des dangers décrits et/ou être à l’origine de dangers pertinents supplémentaires. Ces 
spécificités portent sur : 

- la température de l’eau élevée ; 
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- la présence de dispositifs de bullage ; 

- le faible volume d’eau rapporté au nombre de baigneurs fréquentant ces bassins ; 

- un taux de renouvellement d’eau faible rapporté au taux de fréquentation de ces bains ; 

- la concentration en désinfectant fluctuante ; 

- l’augmentation du pH ; 

- la promiscuité inter-baigneurs (ANSES - Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 
l’Alimentation, 2012). 

II.2.2.4 Les eaux thermales 

La France comptent aujourd’hui plus de 150 établissements thermaux avec près de 500 000 
personnes qui les côtoient chaque année sans compter les séjours courts effectués sans 
prescription médicale. Le thermalisme est basé sur l’utilisation d’eau minérale naturelle,  dont 
la composition physico-chimique lui confère des propriétés favorables pour la santé. Ces eaux 
prennent leurs sources en profondeur, ce qui les protège de diverses pollutions. Afin de 
respecter leur caractère naturel, les eaux minérales naturelles ne peuvent recevoir aucun 
traitement ou ajout de désinfectant résiduel, mis à part une filtration ou un traitement aux UV, 
pour maitriser la charge microbienne dans l’eau. Afin de diminuer le risque infectieux, le 
Ministère de la Santé impose des analyses régulières au niveau des points d’usage où sont 
dispensés les soins (PECASTAINGS, 2010). 

La cure thermale est un traitement qui s’adresse à une grande variété de patients. Bien qu’un 
examen médical permet de vérifier que ces derniers ne présentent pas de contre-indication tel 
que l’immunodépression, les sujets traités peuvent être très âgés ou très jeunes (les cures sont 
autorisées à partir de 6 mois). Leur système immunitaire peut donc être affaibli ou immature. 
Le rapport du Conseil Supérieur de l’Hygiène Publique de France (CSHPF) émis en mai 1999 
a pour objet la description et la gestion de ces risques (CSHPF, et al., 1999). 

Les recommandations du CSHPF obligent les établissements thermaux à faire des analyses 
microbiologiques en fonction des types de soins réalisés. Les analyses les plus précises sont 
effectués mensuellement là où le risque de contamination est le plus fort et consiste à 
rechercher et dénombrer la flore revivifiable à 37°C et à 22°C dans 1 ml, des coliformes dans 
250 ml, des entérocoques intestinaux dans 250 ml, des spores de bactéries anaérobies sulfito-
réductrices dans 100 ml, de Pseudomonas aeruginosa dans 250 ml et de Legionella 
pneumophila dans 1 litre d’eau minérale naturelle (PECASTAINGS, 2010). Il est à noter 
qu’aucun marqueur de contamination ne prend en compte la contamination amibienne bien 
que Legionella pneumophila soit connue pour avoir la capacité de se répliquer à l’intérieur 
des amibes dans l’environnement et peut donc constituer un marqueur indirect de 
contamination amibienne. 

Plusieurs types de traitements ont été proposés par le Conseil Supérieur d’Hygiène pour la 
désinfection des eaux mais dépendent essentiellement de la nature du matériau constitutif du 
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réseau de l’établissement (CSHPF, et al., 1999). Lors d’un traitement des eaux minérales 
naturelles, la quantité de désinfectant introduite doit permettre une concentration cible 
identique à tout point du réseau pendant toute la durée du traitement et à la fin du protocole, 
un rinçage efficace doit être effectué pour éliminer toutes traces de désinfectant dans les eaux 
minérales naturelles circulantes. 

Les différents traitements pouvant être utilisés dans les établissements thermaux sont le choc 
thermique (70°C dans l’ensemble du réseau), les composés chlorés (dioxyde de chlore, 
hypochlorite de calcium, de lithium, de potassium et de sodium (eau de Javel), le chlore et ses 
dérivés, les chloramines, le peroxyde d’hydrogène, la soude, le Sanosil® (peroxyde 
d’hydrogène associé à des ions argent) et plus récemment le PolyHexaméthylène Biguanide 
(PHMB ou Baquacil®) (PECASTAINGS, 2010). 

III. Procédés de désinfection des eaux 
Nous l’avons vu, l’élimination des amibes libres dans les eaux repose en pratique sur le 
traitement chimique. Les dérivés chlorés demeurent les plus utilisés, mais d’autres procédés 
ont été expérimentés. 

III.1 Chlore 
Deux traitements existent, soit par l’eau de Javel ou par les monochloramines. L’eau de Javel 
est rapidement consommée par les substances organiques dissoutes dans l’eau et par les 
températures élevées (40°C l’été) tandis que les monochloramines ont un temps de 
décroissance beaucoup plus long mais un pouvoir désinfectant plus faible. 

Une teneur en chlore libre résiduel de 0,5mg/l, sous sa forme active d’acide hypochloreux 
(HOCl2), est suffisante pour tuer à la fois les kystes et les trophozoïtes de Naegleria fowleri. 
Malheureusement, une teneur en HOCl2 atteignant 10mg/l n’a pas suffi à éradiquer 
complètement les Naegleria d’une piscine. Ces résultats contradictoires pourraient être liés à 
d’autres facteurs tels que le pH, la température, la présence de débris organiques, de soleil,… 
En outre, les kystes d’Acanthamoeba semblent pouvoir résister à des teneurs en chlore de 
40mg/l.  

Des essais de désinfections ont été menés dans des installations industrielles, ainsi, la 
chloration des eaux de refroidissement d’une centrale électrique aux Etats-Unis a permis 
d’atteindre des concentrations de chlore libre résiduel et de chlore total résiduel situées entre 
0,8 et 20mg/l avec pour résultat une diminution importante (facteur 50 à 100) de l’abondance 
de Naegleria fowleri (BARD, et al., 1995). 

La traitement des eaux par chloration présente l’avantage d’avoir un coût de fonctionnement 
faible mais présente de grands risques pour l’environnement. 

III.2 Brome 
La bromation de l’eau en milieu expérimental (absence de bactéries, de particules 
organiques,..) à hauteur de 40 mg/l de brome total pendant 1h ou à 20 mg/l pendant 2h 
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conduit à une inhibition de 100% d’Acanthamoeba polyphaga. Ces teneurs semblent rendre 
cet halogène inutilisable pour les eaux de baignades (BARD, et al., 1995). 

En effet, le brome peut provoquer, à ces concentrations, un dysfonctionnement du système 
nerveux et une perturbation du matériel génétique mais également provoquer des dommages 
au niveau du foie, des reins, des poumons, de l’estomac et du système gastro-intestinal. 
Certaines formes de composés organiques bromés, comme le bromure d’éthylène, peuvent 
même provoquer un cancer. 

III.3 Baquacil® 
Le Baquacil® est une solution à 20% de chlorure de PolyHexaMéthylène de Biguanide 
(PHMB) qui ne semble active qu’en milieu modérément pollué ce qui limite son utilisation. 
En outre, il ne détruit pas les kystes (BARD, et al., 1995). Breveté en 1977 pour le traitement 
sans chlore des spas et des piscines, il garantit le même niveau de désinfection que le chlore 
ou le brome. Les biguanides sont des molécules qui peuvent avoir deux effets bactéricides sur 
les microorganismes en fonction de leurs concentrations : 

De 20 à 50 ppm, les biguanides entraînent des lésions et la fuite des éléments 
cytoplasmiques (ions, cations bivalents puis molécules organiques dont l’ADN) en adhérant 
aux membranes ou parois. 

Si la concentration en PHMB est supérieure à 100 ppm, on observe plutôt une coagulation 
du cytoplasme et la précipitation des protéines et des acides nucléiques (FLEURETTE, et al., 
1995). 

Le PHMB à l’avantage d’être sans odeur, de donner une sensation de douceur à l’eau et 
permet une souplesse d’utilisation avec les variations de pH ou les hausses de température 
(ARCH WATER PRODUCTS EUROPE, 2013). Il est à noter que le PHMB n’est à ce jour 
pas agréé pour la désinfection des réseaux d’eau, ni d’EMN (PECASTAINGS, 2010). 

III.4 Ozone 
Pour la désinfection de l’eau, l’ozone présente des avantages par rapport au chlore puisqu’il 
ne reste pas présent dans l’eau, n’altère pas son goût et ne provoque pas l’apparition de 
composés organochlorés qui peuvent être cancérigènes. Cependant, l’ozone ne permet pas 
l’éradication de tous les micro-organismes. 

Un produit temps-concentration en ozone de 1,29 mg.min/l permet d’atteindre une destruction 
de 99,9% des kystes de Naegleria. Si la température du milieu est de 5°C, il faut atteindre un 
produit temps-concentration de 4,23 mg.min/l pour obtenir les mêmes résultats.  

L’ozonation peut constituer un traitement efficace contre les trophozoïtes d’Acanthamoeba et 
de Naegleria. Cependant, même si l’ozone se révèle plus efficace que la chloration sur les 
kystes d’Acanthamoeba, cela n’est pas vrai pour ceux de Naegleria. 

Le traitement ne permet tout de même pas l’élimination complète des kystes de Naegleria 
fowleri et d’Acanthamoeba même pour des valeurs maximales (0,4 mg/l d’ozone pendant 4 
minutes) (BARD, et al., 1995). 



77 
 

L’ozonation de l’eau présente des performances élevées pour la désinfection des eaux par 
rapport aux autres procédés de désinfection. Cependant, son coût élevé et la complexité de sa 
mise en place en limite son utilisation. 

III.5 Rayonnements ultraviolets 
Le dispositif de traitement de l’eau utilise les rayonnements ultraviolets (UV), ondes 
lumineuses de longueur d’onde comprise entre 100 et 400 nm, au sein d’une chambre 
d’irradiation (Figure 28). L’eau traverse l’appareil et les cellules vivantes contenues dans le 
liquide sont irradiées par les rayons UV (BEN MESSAOUD, 2009).  

Les rayons UV ont une action photochimique sur les corps qui se manifeste par diverses 
réactions : pigmentation de la peau par les UV-A (400 à 315 nm), synthèse de vitamine D par 
les UV-B (315 à 280 nm) et destruction des micro-organismes par les UV-C (280 à 200 nm), 
les UV à ondes courtes (< 200 nm) induisent la production d’ozone à partir d’oxygène et sont 
absorbés par la plupart des milieux (ANSES, 2010). 

L’activation d’atomes de mercure est la technologie la plus répandue pour la génération de 
rayonnements UV utilisables en traitement d’eau. Les atomes de mercure excités à différents 
niveaux d’énergie supérieure vont générer un spectre de raies (c’est-à-dire émission de 
radiations lumineuses à différentes longueurs d’onde discrètes, d’intensité variable) lors de 
leur retour à l’état fondamental (ANSES, 2010). 

 

Figure 28 : Exemple d’équipement de désinfection par rayonnements ultraviolets 
(USEPA, 2006). 

L’action stérilisante est due à la perturbation apportée par le rayonnement ultraviolet dans la 
structure chimique des constituants de la cellule vivante et de leur fonctionnement. Le 
meilleur effet bactéricide est obtenu pour des longueurs d’onde comprises entre 250 et 260 
nm. 



78 
 

Les avantages de ce système de désinfection sont l’absence de produits de réaction, 
l’utilisation simple et facilement réalisable sur les systèmes hydrauliques déjà en place, le 
coût de fonctionnement relativement bas. 

 

III.6 Comparaison des cinétiques d’action des différents traitements 
Il apparait que les performances de chacune de ces molécules dépendent des paramètres 
physiques et des contenus en ions, matières organiques,… du milieu. 

Le tableau suivant présente les résultats de la comparaison dans des conditions expérimentales 
de l’effet désinfectant du chlore, du dioxyde de chlore, de l’ozone et d’un ammonium 
quaternaire (tensio-actif), le bromure de de-décyldiméthyle ammonium (Deciquam 222®) 

Le pouvoir amoebicide des différents désinfectants est mesuré dans les conditions suivantes : 
pH 7 ; température : 25°C, concentration initiale d’amibes : 10 000/cm3, durée de la 
désinfection : 30 minutes (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Pouvoir amoebicide du dioxyde de chlore (ClO2), de l'ozone et du Deciquam 
222® (CURSON, et al., 1980). 

Espèces Concentration 
ClO2 (mg/l) 

Nombre 
d’amibes 

après 
30 min 

Concentration 
O3 (mg/l) 
30 min 

Nombre 
d’amibes 

après 
30 min 

Concentration 
Deciquam 

222® 

Nombre 
d’amibes 

après 
30 min 

 Initial Finale  Initiale Finale    

N.gruberi 
1,1 0,25 40 6,75 0,08 20 0,05  
1,1 0,25 30    0,025 4 
1,0 0,25 40      

N. fowleri 
2,0 0,5 8 6,75 0,075 20 0,05  
1,6 0,35 15    0,025 2 
1,3 0,25 20      

A. 
castellanii 

3,4 0,75  6,75 0,078 20 0,05  
2,9 0,65 1    0,025 6 
2,6 0,6 3      

A. 
culbertsoni 

3,4 0,75  6,75 0,08 0,05   
2,5 0,6 1    0,025 2 

 

Si les performances sont bonnes à conditions physiques égales pour le chlore et le dioxyde de 
chlore dans des eaux modérément chargées en particules organiques et en bactéries, il n’en va 
pas de même en cas de pollution massive (BARD, et al., 1995). 
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III.7 Autres procédés de désinfections 

III.7.1 Température 
Une fluctuation de température entre 22°C et 4°C détruit les kystes de Naegleria fowleri 
comme d’ailleurs une température maintenue à 35°C pendant 14 jours, ce qui implique que 
les rejets thermiques intermittents pourraient jouer un rôle inhibiteur notamment les rejets 
industriels. Cependant, pour Acanthamoeba, une action sur les températures pour la 
prévention est illusoire (BARD, et al., 1995). 

III.7.2 Calcium 
Le calcium concentré à 50mmol/l a montré une action destructrice expérimentale sur 
Naegleria fowleri. 

III.7.3 Présence de bactéries 
La présence de bactéries en grande quantité telles que Pseudomonas fluorescens ou Serratia 
marcescens inhibe le développement de Naegleria fowleri. 

L’oxygénation, la présence de grande quantité de fer et aussi un pH très haut ou très bas dans 
l’environnement ont le même effet sur cette amibe libre. 

Les résultats expérimentaux ne s’appliquent pas nécessairement aux conditions réelles, l’eau 
utilisée dans l’expérimentation est en général distillée c’est-à-dire qu’elle ne présente pas de 
particules en suspension ni de bactéries. Aussi, les résultats expérimentaux ne prennent pas en 
compte l’existence de « micro-niches » écologiques, telles que les fentes dans le carrelage de 
piscine, anfractuosités,… qui pourraient protéger les amibes de l’action de l’eau de Javel. 

En comparaison de la plupart des amibes libres dans l’environnement, l’espèce Naegleria 
fowleri ne semble pas particulièrement résistante aux traitements chimiques usuels de 
désinfection de l’eau potable. Une concentration en chlore libre résiduel de 1 mg/l semble 
suffisante pour inactiver les trophozoïtes (forme infectante) à condition que la charge en 
matière organique de l’eau ne soit pas trop élevée. La résistance des kystes aux rayonnements 
UV nécessite une exposition à 600 J/m2 pour les inactiver (ANSES, 2013). 

IV. Résistance des amibes face aux différents procédés de désinfection 

des eaux 
Un des problèmes majeurs liés à l’évaluation de l’efficacité des biocides sur des 
microorganismes est d’évaluer les différences de résultats obtenus ainsi que leur impact. Ceci 
est d’autant plus vrai dans le cas des protozoaires puisqu’il n’existe à ce jour pas de méthode 
de référence standardisée comme pour les bactéries ou les virus. Les méthodes utilisées sont 
très variables. Le choix des souches testées, la composition du milieu de culture utilisé pour la 
croissance des trophozoïtes ou l’enkystement, le mode de préparation des kystes et leur âge ou 
encore la méthode utilisée pour évaluer la viabilité des kystes après traitement sont autant de 
variables à prendre en compte ce qui rend plus que complexe la comparaison des différentes 
études. De plus, l’effet d’un biocide peut varier en fonction de la formulation associée, ce qui 
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a été particulièrement démontré en ce qui concerne les produits de désinfection des lentilles 
de contact (JOHNSON, et al., 2009). 

IV.1 Facteurs influençant la croissance et la prédation des amibes libres 
Les amibes libres ont une double importance : écologique et de santé publique. Les 
implications au niveau de la santé publique sont bien connues, et un grand nombre de 
publications rapportent des pathologies liées aux amibes libres dans toutes les régions du 
globe. Cependant, trop peu d’études encore s’attachent à rechercher quelles sont les 
conditions favorables au développement des amibes libres pathogènes (température, 
proies,…), quels indicateurs pourraient signaler la présence de ces amibes et quels moyens de 
contrôle pourraient éventuellement être mise en place (HELUIN, 2013). 

La présence quasi-ubiquitaire d’Acanthamoeba et de sa forme de résistance (le kyste) rend 
chimérique toute tentative de contrôle ou d’élimination des plans d’eau à risque, mais 
l’encéphalite granulomateuse amibienne étant une pathologie touchant des individus 
immunodéprimés uniquement, l’eau n’est en général pas le vecteur de ces infections 
gravissimes. Cela est d’autant plus vrai que l’amibe peut survivre dans des milieux secs. 
Naegleria fowleri, qui au contraire peut atteindre indifféremment tout individu, est un 
pathogène à surveiller et à éliminer si possible. Le seuil réglementaire actuellement fixé par le 
Conseil Supérieur d’Hygiène Publique de France (avis de 4 mai 2004) est de 100 Naegleria 
fowleri par litre d’eau de rejet en aval des centrales thermiques (CSHPF, 2014). 

IV.1.1 Influence de la température 
Le premier facteur important à avoir été identifié est la température. Naegleria fowleri est une 
amibe thermotolérante. In vitro, le domaine de préférence thermique pour Naegleria fowleri 
se situe entre 20 et 45°C, avec un optimum thermique à 43°C (GOUDOT, 2012). Les souches 
pathogènes de Naegleria fowleri sont capables de croître à des températures supérieures à 
45°C-46°C. Cependant, elles résistent très mal à de basses températures (BIDDICK, et al., 
1984). 

La nature précise du rôle joué par la température de l’eau dans la croissance de Naegleria 
fowleri n’est toujours pas réellement comprise et fait l’objet de controverse. Si certains 
auteurs reconnaissent les sources d’eaux chaudes comme réels déterminants de leurs 
croissances, d’autres, tel que GRIFFIN (1983), affirme qu’une augmentation de la 
température de l’eau n’est pas la seule explication à la prédominance de Naegleria dans les 
sources chaudes. En effet, les compétiteurs naturels de Naegleria fowleri comme l’amibe libre 
Acanthamoeba sont plus résistantes à la chaleur. Selon son hypothèse, « Flagellate-Empty 
Habitat Hypothesis » (Hypothèse de la niche dépourvue de flagellés), GRIFFIN (1983) 
démontre que l’occurrence de Naegleria fowleri dans certaines niches serait due à un avantage 
sélectif de l’amibe par rapport à ses compétiteurs : la forme flagellée. L’amibe serait donc 
capable de coloniser plus rapidement un environnement vidé de ses occupants par les eaux 
des circuits de refroidissement des centrales thermiques par exemple. 

Ce point de vue considère donc l’augmentation de la température non pas comme un facteur 
décisif de la présence de l’amibe mais seulement comme un facteur de risque de la rencontrer. 
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L’augmentation de température jouerait donc un rôle dans la création d’un habitat dépourvu 
d’autres espèces en éliminant les amibes non thermophiles ainsi que dans la vitesse de 
recolonisation de cet habitat par la forme flagellé de Naegleria fowleri (HELUIN, 2013). 

GUPTA et DAS (1999) ont prouvé que la température a un effet sur la pathogénicité des 
souches de Naegleria fowleri. En effet, ils ont mis en évidence une perte croissante de la 
virulence entre 25 et -15°C. 

Des souches d’Acanthamoeba ont pu être cultivées à des températures allant de 21 à 43°C, les 
souches pathogènes ont montré une plus grande tolérance aux fortes températures (HELUIN, 
2013). 

IV.1.2 Influence de la présence de proies et de nutriments 
Après la température, un second facteur important pour la croissance des amibes 
amphizoïques a été mise en évidence : les proies. En effet, les amibes amphizoïques, si elles 
peuvent survivre en absorbant uniquement des nutriments en suspension, ne se multiplient de 
manière rapide et significative qu’en présence de proies appropriées, des bactéries pour la 
plupart (HELUIN, 2013). 

En milieu axénique, la croissance de Naegleria lovaniensis (modèle non pathogène de 
Naegleria foleri) peut se faire mais la vitesse de croissance se fera différemment suivant la 
température à laquelle le milieu est mis. En effet, Naegleria ne peut, en milieu axénique, se 
multiplier à 21°C, mais si des bactéries sont présentes, cela est rendu possible. Cependant, 
aucune forme flagellée de Naegleria ne sera observée en l’absence de proie. La forme 
flagellée apparait si le nombre d’amibes est suffisant et si le nombre de bactéries du milieu est 
important (HELUIN, 2013). 

Acanthamoeba se multiplie plus ou moins vite en fonction de la quantité et du type de 
bactéries inoculé dans son milieu, en particulier des bactéries Gram négatives tels que 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylacoccus epidermidis, Escherichia coli, Serratia marcescens 
ou encore Stenotrophomonas maltophilia. Différentes études ont montré qu’E.coli et S. 
maltophilia constituent une meilleure source nutritive pour Acanthamoeba par rapport à S. 
epidermitis, S. marcescens et P.aeruginosa et l’ingestion de bactéries vivantes (plutôt que 
tuées) a permis une meilleure multiplication de l’amibe (WANG, et al., 1996). 

Cependant, de trop fortes concentrations de bactéries inhibent la croissance amibienne. 
AVERY et al (1995) a ainsi démontré que la diminution du pH, provoqué par le grand 
nombre de bactéries dans le milieu, pourrait exacerber l’enkystement et la mort du 
trophozoïte. La production par la bactérie de substances inhibitrices telle que la phospholipase 
peut également contribuer à la diminution du nombre d’amibes (WANG, et al., 1996). 
Acanthamoeba est capable de croître à 21°C et à 34°C quelle que soit la source de nutriments 
(xénique ou axénique) (HELUIN, 2013). 

En 2008, JUNG et al ont montré que les souches environnementales d’Acanthamoeba 
ingèrent beaucoup plus de bactéries que les souches isolées sur les patients. La qualité et la 
quantité des proies disponibles pour la croissance des amibes sont donc essentielles. 
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Balamuthia mandrillaris ne semble pas se développer en présence de bactéries comme source 
de nourriture mais a été cultivé à partir de tissu provenant du cerveau en tant que source 
d’alimentation (SCHUSTER, 2002). 

IV.1.3 Relation entre les différents facteurs 
Les concentrations de Naegleria fowleri, autour de la centrale française de Cattenom, ne sont 
pas corrélées avec les effets saisonniers ou avec l'une des caractéristiques d'exploitation des 
centrales considérées séparément. Un index prédictif qui prend en compte simultanément les 
variations d'une série de facteurs tel que la diversité de la microfaune, le fer dissous, le pH, la 
salinité, la chloration ainsi que les perturbations environnementales que peuvent engendrer 
l’activité de la centrale, a été définit par PERNIN et PELANDAKIS. Ils ont observés une 
corrélation entre les concentrations de Naegleria fowleri et les valeurs de l’index prédictif ce 
qui tend à confirmer l’hypothèse faite par GRIFFIN (1983) (PERNIN, et al., 2002). 

IV.1.4  Influence des métaux lourds : effet inhibiteur du cuivre 
Contrairement au fer qui a un effet positif sur le développement de Naegleria, le cuivre 
produit un fort effet inhibiteur sur le développement de Naegleria et notamment sur Naegleria 
fowleri. Ceci a été démontré par une étude sur la contamination des circuits d’eau des 
centrales électriques par Naegleria en fonction de la matière de leurs condensateurs. Plus de 
3000 souches de Naegleria ont été isolées et identifiées ; Naegleria fowleri a représenté 60% 
des souches isolées à partir des systèmes équipées de condenseurs en acier inoxydable, alors 
que cette espèce pathogène ne dépasse pas 6% des souches de Naegleria isolés à partir des 
systèmes avec des condenseurs en laiton. De la même façon, les concentrations de Naegleria 
fowleri sont en moyenne près de 60 fois plus élevée dans les systèmes de refroidissement 
équipés d'acier inoxydable que dans les centrales avec des condenseurs de laiton. Ces 
différences très significatives sont le résultat d'une forte inhibition dû à l’effet toxique du 
cuivre qui est présent dans le laiton et qui est libéré dans l'eau par la corrosion (PERNIN, et 
al., 2002). 

IV.2 Interaction des amibes libres avec des micro-organismes 
Les amibes libres se nourrissent principalement de bactéries, de champignons et d’algues par 
phagocytose. Au fil de l’évolution, certaines espèces bactériennes y sont devenues résistantes. 
Ces bactéries, non digérées par des amibes, peuvent être lytiques pour leurs hôtes ou au 
contraire se comporter comme de véritables endosybiontes qui ne peuvent se répliquer qu’à 
l’intérieur des amibes libres. Ces dernières servent alors de réservoir pour les bactéries 
internalisée (GREUB, et al., 2004). 

Les amibes jouent un rôle dans la transmission cellulaire en produisant des vésicules remplies 
de bactéries. Elles représentent également un berceau évolutif pour les bactéries internalisées. 
En effet, des adaptations génétiques réciproques ont lieu depuis des années, amenant les 
amibes à améliorer leur potentiel microbicide et les bactéries à développer une résistance qui 
leur permet de survivre au sein des amibes. 

Les amibes, sous forme kystique, résistent aux premières lignes de défense immunitaires et à 
certains produits désinfectants tels que le chlore. En hébergeant les bactéries, elles leur permet 
de résister à ces agressions. 
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Pour des raisons encore inconnues, Acanthamoeba, plus que d’autres amibes, est souvent 
susceptibles d’abriter des bactéries symbiotiques. Bien que leur présence ne soit pas 
directement liée à la culture de l’amibe, ces bactéries sont d’un intérêt considérable 
puisqu’elles jouent un rôle dans la promotion de la virulence des amibes. 

Acanthamoeba a ainsi été impliquée comme hôte potentiel pour Legionella spp., l’agent 
causal de la légionellose et de la fièvre de Pontiac. D’autres bactéries pathogènes ou 
potentiellement pathogènes ont été décrites en association avec Acanthamoeba telles que 
Mycobacterium avium, Listeria monocytogenes, Burkholderia pseudomallei, Escherichia coli 
de sérotype O157, Chlamydia spp. et Chlamydia like ainsi que Vibrio cholerae (SCHUSTER, 
2002). 

De la même façon que Acanthamoeba spp., et Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris 
peut devenir l’hôte de bactéries pathogènes tel que Legionella pneumophila et en assurer donc 
la survie. La capacité des amibes à héberger ces bactéries augmente le pouvoir infectieux de 
celle-ci en augmentant leur transmission à d’autres hôtes sensibles et peut également 
augmenter le pouvoir pathogène de l’amibe. 

Une fois phagocyté par Balamuthia, Legionella pneumophila reste et se multiplie dans de 
grandes vacuoles à l’intérieur de l’amibe jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de place dans l’amibe ce 
qui conduit à la destruction de cette dernière et donc à la libération des bactéries dans 
l’environnement.  

Balamuthia mandrillaris pouvant abriter des bactéries pathogènes et favoriser leur 
multiplication, elle constitue un véritable vecteur de transmission de pathologies bactériennes. 

V. Indicateurs de qualité des eaux et technique de détection des 

amibes en rivière 

V.1 Les indicateurs de contamination des eaux de loisirs 

V.1.1 Indicateurs de contamination des baignades en eaux libres 
La réglementation concernant la qualité des eaux de baignade est actuellement définit par la 
directive européenne 76/160/CEE de 1975 qui vise à prévenir l’exposition des baigneurs aux 
risques liées à la baignade comme la contamination microbiologique ou les risques de gastro-
entérite et ORL. Cette réglementation a récemment évolué avec la nouvelle directive 
européenne 2006/7/CE du 15 février 2006 qui remplacera progressivement la directive de 
1975 jusqu’à l’abrogation totale de cette dernière au 31 décembre 2014. Cette directive a été 
transposée en droit français dans le Code de la Santé Publique (CSP) en 2008. 

Jusqu'à présent, les objectifs de qualité fixés en France ne concernaient que les cours d'eau. 
Dans le prolongement de la loi sur l’eau de 1992, qui avait affirmé le principe d’unicité de la 
ressource en eau, tous les milieux doivent répondre à des objectifs de bon état. C’est dans ce 
but que la nouvelle directive concerne tous les milieux tels que les cours d’eau, les lacs, les 
eaux souterraines, le littoral, etc.  
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La nouvelle directive prévoit que seuls deux paramètres microbiologiques seront à contrôler : 
les entérocoques intestinaux et les Escherichia coli et en fixe les valeurs seuils en eau douce 
(Tableau 3) et en eau de mer (Tableau 4) (PARLEMENT EUROPEEN, 15 février 2006). 

Tableau 3: Valeurs seuils et classes de qualité pour l’eau douce dans la directive 
2006/7/CE. 

Qualité de l’eau Excellente qualité Bonne qualité Qualité suffisante 
Entérocoques 

intestinaux 200 UFC/100 ml 400 UFC/100 ml 330 UFC/100 ml 

Escherichia coli 500 UFC/100 ml 1000 UFC/100 ml 900 UFC/100 ml 
 

Tableau 4 : Valeurs seuils et classes de qualité pour l’eau de mer dans la directive 
2006/7/CE. 

Qualité de l’eau Excellente qualité Bonne qualité Qualité suffisante 
Entérocoques 

intestinaux 100 UFC/100 ml 200 UFC/100 ml 185 UFC/100 ml 

Escherichia coli 250 UFC/100 ml 500 UFC/100 ml 500 UFC/100 ml 
 

En fonction des résultats des analyses effectuées sur une période de 4 ans, à raison de quatre 
prélèvements et analyses par saison balnéaire minimum, et selon une méthode de calcul 
statistique, les eaux de baignade seront alors classées selon leur qualité : insuffisante, 
suffisante, bonne ou excellente. L’objectif fixé par la directive est d’atteindre une qualité 
d’eau au moins suffisante pour l’ensemble des eaux de baignade à la fin de la saison 2015 
(MINISTERE DU DEVELOPPEMENT DURABLE, 2009).  

Cependant, la directive 2006/7/CE du Parlement européen et du Conseil du 15 février 2006, 
en son article premier exclut les bassins de natation et de cure, les eaux captives qui sont 
soumises à un traitement ou sont utilisées à des fins thérapeutiques, les eaux captives 
artificielles séparées des eaux de surface et des eaux souterraines. 

V.1.2 Indicateurs de contamination des baignades en eaux superficielles 
En juillet 2009, l’ANSES a produit un rapport d’expertise collective relatif à l’évaluation des 
risques sanitaires liés aux baignades artificielles non encadrées par la réglementation en 
vigueur.  

Le rapport d’expertise collective de l’ANSES relatif à l’évaluation des risques sanitaires liés 
aux baignades artificielles de juillet 2009, souligne le besoin d’encadrer et d’accompagner le 
développement des baignades artificielles, par la mise en place d’un dispositif de gestion des 
risques sanitaires spécifique qui intégrerait notamment : 

- la surveillance de paramètres microbiologiques spécifiques ; 

- l’application de mesures d’hygiène strictes et la limitation du nombre de baigneurs par 
bassin ; 
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- la rédaction d’un profil de vulnérabilité de la baignade et l’application d’un délai maximum 
de renouvellement de l’eau ; 

- le respect de prescriptions techniques minimales pour leur exploitation ; 

- l’inscription sur une liste d’autorisation de mise sur le marché des systèmes ou procédés de 
traitement ; 

- la mise en œuvre d’un dispositif de gestion des situations de non-conformité ; 

- la mise en œuvre d’un dispositif de gestion d’une période transitoire dans l’attente d’une 
réglementation dédiée. 

En l’absence de réglementation dédiée, les exigences de qualité des eaux qui leur sont 
appliquées correspondent généralement à celles des eaux de baignade, quel que soit l’éventuel 
traitement appliqué, hors traitement de chloration. Dans le cas des baignades chlorées, le 
contrôle sanitaire des eaux est adapté à partir des exigences préconisées pour les piscines. 

Les indicateurs à examiner afin de respecter les exigences de qualité pour les paramètres 
microbiologiques indicateurs de la contamination fécale (germes indicateurs de la 
contamination fécale – GICF) sont rassemblé au tableau 5. 

 

Tableau 5 : Paramètres microbiologiques indicateurs de la contamination fécale des 
eaux de baignade et seuils de gestion (décret n°2008-990 du 18 septembre 2008). 

Paramètres GICF Valeur guide (UFC/100 ml) Valeur impérative 
(UFC/100 ml) 

Coliformes totaux 500 10 000 
Coliformes thermotolérants 

(fécaux) 100 2 000 

Streptocoques fécaux 100 Pas de valeur impérative 
 

Dans certaines circonstances, tel que le dépassement de ces valeurs limites, la recherche de 
pathogènes supplémentaires comme les Salmonelles ou les Entérocoques peut être réalisée 
(AFSSET, 2009). 

V.1.3 Indicateurs de contamination des piscines 
Le CSP (Code de la Santé Puplique) spécifie à l’article D1332-2 les exigences de qualité 
sanitaire des eaux des piscines désinfectées par un traitement de chloration. S’agissant de la 
qualité microbiologique spécifiquement, les obligations de résultats sont les suivantes :  

- nombre de bactéries aérobies revivifiables à 37°C inférieur à 100 UFC pour 1 ml,  

- nombre de coliformes totaux inférieur à 10 UFC dans 100 ml et absence de coliformes 
fécaux dans 100 ml,  



86 
 

- absence de germe pathogène, notamment de staphylocoque pathogène dans 100 ml pour 
90% des échantillons (AFSSET, 2009). 

V.1.4 Indicateurs de contamination des eaux thermales  
Le thermalisme étant basé sur l’utilisation des eaux minérales naturelles, les indicateurs de 
contamination des sources d’eau minérale comprennent les coliformes à 37°C, les coliformes 
thermotolérants, les Streptocoques fécaux, les bactéries anaérobies sporulés sulfito-réducteurs, 
Pseudomonas aeruginosa, les légionelles dont Legionella pneumophila. Les normes de 
qualité microbiologique de l’eau minérale naturelle sont rassemblées dans le tableau 6 (Arrêté 
du 19 juin 2000). 

 

Tableau 6 : Normes de qualité microbiologique de l'eau minérale naturelle (Arrêté du 19 
juin 2000, 2000) 

 SOURCE POINTS D’USAGE 
 (1) (2) (3) 

Coliformes à 37°C dans 250 ml Absence Absence Absence Absence 
Coliformes thermotolérants 

(Escherichia coli) à 44,5°C dans 250 
ml 

Absence Absence Absence Absence 

Streptocoques fécaux (entérocoques) 
dans 250 ml Absence Absence Absence Absence 

Anaérobies sporulés sulfito-
réducteurs dans 50 ml Absence Absence Absence Absence 

Pseudomonas aeruginosa dans 250 ml Absence Absence Absence Absence 
Légionnelle / Legionella pneumophila 

dans 1 litre Absence Absence Absence Absence 

« Absence » signifie inférieur au seuil de détection de la méthode normalisée. 
(1) Soins de contact direct avec les muqueuses respiratoires ou susceptibles de provoquer un 
contact avec les muqueuses oculaires et respiratoires. 
(2) Soins en contact avec les autres muqueuses internes et ingestion d’eau minérale naturelle. 
(3)Soins externes individuels (bains, douches) ou collectifs (couloir de marche,…) 
 

V.2 Les techniques de détection des amibes libres 
Il n’existe pas de procédure standard pour le contrôle du développement d’amibes dans les 
circuits d’eau et pour les rechercher dans les biofilms. Trop de paramètres physiques, 
chimiques et biologiques entrent en lignes de compte.  

Le problème global de la mise en évidence des amibes libres dans l’environnement est lié à un 
manque de représentativité de l’échantillonnage ainsi qu’à la variabilité du rendement des 
techniques d’analyse. 

Le manque de représentativité est dû aux emplacements des points de prélèvements, à la 
périodicité des prélèvements ainsi qu’aux volumes prélevés. De même, les résultats d’analyse 
sont dépendants du type d’échantillons (eau ou sédiments), du volume analysé, de la 
technique de concentration (filtration ou centrifugation), de la méthode de culture (milieu de 
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culture, température d’incubation) et de la méthode d’identification (immunologique, 
biochimique, génétique, test de pathogénicité). Aucune approche uniforme et validée ne 
semble exister à l’heure actuelle, sur l’ensemble de ces points. Certaines idées directrices 
peuvent cependant être tirées des études concernant l’écologie des amibes libres (BARD, et 
al., 1995). 

Afin de trouver un traitement adéquat pour l’élimination des amibes dans l’environnement, il 
faut dans un premier temps, trouver une méthode standardisée afin de pouvoir les détecter 
(MENTION, 2007). 

V.2.1 Isolement de l’amibe de l’environnement 

V.2.1.1 Choix des points de prélèvement 

La distribution spatiale et temporelle des amibes est influencée par la dynamique des masses 
d’eaux étudiées. Dans les lacs, les courants d’eau faibles ou inexistants favorisent le dépôt des 
matières en suspension, dont les amibes, sur le fond. Des études faites en Moselle par EDF 
(Électricité De France) en 1986 ont montrées que les amibes libres sont détectées plus 
fréquemment à partir de l’eau qu’à partir des sédiments, en période estivale. 

Pour les stations représentatives de l’ensemble du cours d’eau (par exemple en amont et en 
aval d’une installation industrielle), un seul point par station suffit : le point exact de 
prélèvement doit se situer dans une zone de courant susceptible d’homogénéiser le milieu. En 
revanche, compte tenu de l’homogénéité des concentrations en Naegleria constatée le long 
des rives, il semble préférable dans les zones de baignade généralement situées le long du 
rivage à faible profondeur d’effectuer des prélèvements en au moins deux points de ces zones. 
Cette dernière recommandation s’applique aussi bien dans les lacs que dans les cours d’eau 
(BARD, et al., 1995). 

V.2.1.2 Fréquence d’échantillonnage 

La période la plus représentative du risque lié à l’exposition aux amibes est celle de juin à 
octobre sous nos climats sans différence de résultats quant à l’heure du prélèvement. 
Cependant, l’hétérogénéité des résultats est importante d’un jour à l’autre de la semaine. 
L’intérêt serait donc d’effectuer deux prélèvements à un jour d’intervalle à deux moments 
différents de la période estivale (BARD, et al., 1995).  

V.2.1.3 Volume des échantillons 

Le volume des échantillons à prélever doit être d’autant plus grand que la concentration que 
l’on cherche à détecter est faible. Cependant, la méthode de détection de Naegleria fowleri, 
basée sur la mise en culture en boite de Pétri, ne permet pas de mettre en évidence cette 
espèce en présence d’une quantité importante d’autres organismes thermophiles tels que 
d’autres amibes, des champignons ou encore des bactéries. Ceci conduit à diminuer le volume 
des échantillons pour faciliter la lecture des boites de Pétri et à multiplier le nombre de 
répétitions de manières à respecter le seuil de détection choisi. (BARD, et al., 1995) 
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En pratique, pour pouvoir observer facilement les amibes se développant dans les boites de 
Pétri, il ne faut pas dépasser dix plages d’amibes thermophiles par boite. Connaissant l’ordre 
de grandeur de la concentration en amibes thermophiles dans le milieu étudié, ceci permet de 
déduire le volume maximal de l’échantillon. Le nombre de répétitions est alors fixé de 
manière à pouvoir mettre en évidence le seuil de détection préalablement choisi.  

A titre d’exemple, dans les eaux riches en amibes thermophiles (concentration supérieure à 10 
amibes par litre), il faut avoir recours à 200 répétitions de 100 ml pour respecter une limite de 
détection de 0,1 Naegleria fowleri par litre, soit 200 boites de culture pour un seul 
prélèvement. Si l’on diminue le nombre de répétitions par prélèvement, la probabilité de 
détection ainsi que la précision relative vont être affectées (BARD, et al., 1995). 

Entre l’automne 2007 et l’été 2009, EDF a effectué 21 campagnes d’échantillonnage dans 
divers circuits de refroidissements de centrale nucléaire et rivière avoisinante afin de 
quantifier les espèces Naegleria spp., Hartmannella spp. et Nuclearia spp. à ces endroits. Les 
volumes d’échantillons choisis ont été 10 échantillons de 1 ml et de 0,1 ml. 

L’eau prélevée au niveau du site à examiner est filtrée ou centrifugée pour récupérer les 
amibes. En filtration, on dépose la membrane sur une boite de culture qui permet aux amibes 
de se développer (BARD, et al., 1995). 

V.2.1.4 Filtration et centrifugation 

La dépression utilisée pour filtrer les échantillons doit être la plus faible possible (2 kPa pour 
les volumes de 100 ml, gravitaire pour 10 ml). La dépression utilisée pour les volumes de 1 et 
de 10 l, de l’ordre de 60 kPa, affecte certainement les amibes, mais il est pratiquement 
impossible de travailler à des dépressions moindres sur des eaux de rivière contenant des 
matières en suspension. Des essais sur des échantillons de 100 ml filtrés à des dépressions 
différentes  (60 kPa, soit 250 ml/min, et 2 kPa, soit 20 ml/min) ont montré que la quantité de 
Naegleria récupérée à forte dépression (1 échantillon positif sur 3) était plus faible que celle 
récupérée à faible dépression (3 échantillons positifs sur 3) (BARD, et al., 1995). 

GARCIA et al (2013) ont effectué une étude, entre Janvier 2010 et Août 2011, dans la 
Communauté Autonome d’Aragne au Nord-Est de l’Espagne, afin d’identifier et de quantifier 
les amibes libres pathogènes dans les réservoirs qui fournissent les usines de traitement des 
eaux ainsi que dans ces dernières. Afin de filtrer les 68 échantillons obtenus au niveau du 
réservoir et les 15 échantillons de l’usine de traitement des eaux, une membrane de nitrate de 
cellulose (Filtre Millipore®, pore de 0,7 µm et diamètre de la membrane de 47 mm) a été 
utilisée. 

Cependant aucune méthode standardisée n’a était mis en place pour la filtration non plus. 
Alors que les Anglais préconisent la filtration, les Australiens préfèrent la centrifugation 
(BARD, et al., 1995).  

Dans la mesure du possible, il est préférable de favoriser les ensemencements directs (sans 
filtration ni centrifugation) afin de limiter la perte des trophozoïtes et des kystes lors de 
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l’étape de concentration du contenu de l’échantillon mais également les phénomènes de 
compétitions inter-amibiennes lors de la culture sur gélose (ANSES, 2013) 

V.2.1.5 Mise en culture – Incubation 

Le milieu de culture le plus employé est constitué de gélose sans nutriment (NNA) recouverte 
de quelques millilitres d’une suspension bactérienne tel qu’Escherichia coli ATCC 25922 tué 
par la chaleur (GARCIA, et al., 2013). Un tel milieu favorise les espèces bactériophages 
comme les amibes libres. Les espèces bactériennes sélectionnées en tant que source de 
nutrition pour les amibes varient selon les auteurs mais ne modifient pas les résultats obtenus. 
La faible valeur nutritive du milieu diminue la croissance des bactéries et des champignons 
pouvant inhiber celle des amibes (BARD, et al., 1995). 

Les boites sont ensuite scellées puis incubées à 30°C pendant 7 jours. Durant cette période, la 
croissance amibienne est contrôlée quotidiennement par examen microscopique, au 
microscope inversé, à un grossissement de 160 à 200. Les zones de croissance apparaissent 
généralement au bout de 3 à 4 jours d’incubation (GARCIA, et al., 2013). 

Une fois la croissance observée, une partie de la gélose, contenant des kystes et des 
trophozoïtes, est coupée et placée dans un milieu de culture frais. Chaque culture est repiquée 
au moins deux fois afin d’isoler l’amibe (GARCIA, et al., 2013). 

La mise en culture est une technique longue mais peu coûteuse. Cependant, la culture de 
l’espèce Naegleria fowleri nécessite un laboratoire certifié P3 c’est-à-dire que le laboratoire 
maintien une dépression par rapport à l’extérieur, l’air ambiant est aspiré et filtré avant la 
sortie, tous les réactifs sortant sont inactivés et tous les déchets sont décontaminés avant leur 
élimination. Le personnel d’un laboratoire certifié P3 dispose d’habits spécifiques et doit 
prendre une douche à la sortie du laboratoire. Afin de systématiser les techniques de détection 
des amibes libres et de permettre à tous les laboratoires d’effectuer l’identification des 
Naegleria fowleri, une technique de détection sans culture préalable est souhaitée. 

V.2.2 Dénombrement des amibes libres 
La méthode de dénombrement par détermination du Nombre le Plus Probable (NPP) permet 
d’estimer la concentration amibienne cultivable dans un échantillon. Cette méthode est une 
estimation statistique (loi de Poisson) du nombre de micro-organismes distribués 
aléatoirement dans un échantillon (ANSES, 2013). En pratique, on dépose dix fois le volume 
de 1ml et dix fois le volume de 0,1ml puis on dénombre les boites présentant au moins un 
front d’amibe. On compare les résultats à une table statistique qui donne le nombre le plus 
probable sur la dilution considérée. 

V.2.3 Identification des amibes libres 
Les premières méthodes développées afin d’identifier les amibes libres ont été des méthodes 
morphologiques par observations microscopiques. Cependant, bien que ces méthodes 
permettent l’identification du genre de l’amibe, elles ne permettent pas d’identifier l’espèce 
présente. Il est donc nécessaire de disposer de techniques d’identification spécifiques aux 
espèces pathogènes. Ces méthodes ont été développées ces dernières années pour l’espèce 
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Naegleria fowleri. En effet, au regard de la législation, le nombre maximal de Naegleria 
fowleri autorisé lorsque le risque d’exposition humaine existe est de 100 amibes par litre en 
France selon les recommandations du CSHPF (Conseil supérieur d’hygiène publique de 
France). Des méthodes biochimiques, immunologiques et moléculaires ont été mises au point, 
appliquées à des échantillons enrichis par ensemencement sur boites de culture. De nouvelles 
techniques plus rapides, sans mise en culture préalable ont été récemment développées : test 
d’immunofluorescence couplée à la cytométrie en phase solide, la PCR en temps réel ou 
encore la PCR quantitative. Les méthodes utilisées pour identifier les autres espèces mise en 
cause dans la pathogénicité humaine que sont Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris et 
Hartmannella vermiformis se limitent aux méthodes morphologiques et moléculaires. 

V.2.3.1 Identification morphologique des amibes libres 

Les cultures amibiennes sont identifiées au microscope à l’aide de leurs caractéristiques 
morphologiques de leurs kystes et trophozoïtes en utilisant la taxonomie de Page (GARCIA, 
et al., 2013). Cependant, seul un œil avisé permet d’identifier précisément l’espèce observée. 
D’autres techniques d’identification doivent confirmer le diagnostic. 

Le test de flagellation est effectué uniquement sur les amibes se développant à 44°C et 
présentant une morphologie caractéristique du genre Naegleria. Il permet uniquement la 
reconnaissance du genre. Il s’agit de la mise en suspension des trophozoïtes dans de l’eau 
distillée stérile. Le temps d’incubation de 4 à 5h puis l’observation microscopique permet de 
visualiser les formes flagellées nageant dans l’eau distillée. 

Afin d’identifier l’espèce de Naegleria fowleri, le test le plus utilisé, jusqu’au milieu des 
années 80, était celui de la pathogénicité sur souris avec une déclaration de la méningo-
encéphalite amibienne primitive. Aujourd’hui, plusieurs méthodes biochimiques 
(isoélectrofocalisation enzymatique, électrophorèse de fragments d’ADN obtenus avec des 
enzymes de restriction), immunologiques (anticorps monoclonaux), et génétiques 
(Polymorphisme de Longueur de Fragment de Restriction) se sont révélées comme des 
méthodes fiables pour l’identification de cette espèce. (BARD, et al., 1995) 

Les sondes nucléiques associées aux techniques d’amplification des gènes (PCR) permettent 
de détecter directement les amibes sans nécessiter de phase de culture. C’est également le cas 
lors de l’usage de la cytométrie en flux. 

V.2.3.2 Identification par méthodes immunologiques 

V.2.3.2.1 Méthode immuno-enzymatique ELISA (« Enzyme-linked Immunosorbent Assay ») 

V.2.3.2.1.1 Principe 
Le test ELISA permet la détection et la quantification d’antigènes variés et/ou d’anticorps 
dans différents types d’échantillons (sérum, plasma, salive, milieux environnementaux,…). Ils 
sont basés sur une reconnaissance antigène-anticorps, l’antigène étant la ou les molécules à 
détecter (GOUDOT, 2012). 
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V.2.3.2.1.2 Application 
Afin d’identifier l’espèce Naegleria fowleri, l’anticorps monoclonal 5D12 est utilisé. Il réagit 
de manière spécifique avec les antigènes de la membrane de Naegleria fowleri. Cette méthode 
permet de détecter les trois formes de l’amibe (REVEILLER, et al., 2000). 

V.2.3.2.2 Méthode d’immunofluorescence couplé à la cytométrie en phase solide 
La méthode d’immunofluorescence couplée à la cytométrie en phase solide repose sur la 
détection de Naegleria fowleri grâce à l’anticorps monoclonal spécifique 5D12, sans mise en 
culture de l’amibe. L’anticorps est couplé à la biotine, une enzyme qui va se fixer à la 
streptavidine marquée avec deux fluorochromes RPE-Cy5 (R-phycoerythrine-cyanine) afin de 
révéler Naegleria fowleri. 

Dans un premier temps, l’échantillon d’eau est filtré sur une membrane de polycarbonate de 
porosité de 2 µm. Après marquage avec l’anticorps biotinylé et le complexe streptavidine-
RPE-Cy5, la membrane est placée dans un cytomètre en phase solide afin de détecter une 
fluorescence. La quantification de Naegleria fowleri est réalisée après un examen 
microscopique nécessaire à l’élimination des évènements non spécifiques. 

Cette méthode immunologique, bien que directe et rapide, ne fournit pas d’informations sur la 
viabilité des cellules et manque de sensibilité pour permettre la détection de faibles 
concentrations de pathogènes dans les eaux environnementales (POUGNARD, et al., 2002). 

V.2.3.3 Identification par méthodes biochimiques 

L’identification des amibes par les méthodes biochimiques nécessite une culture des 
échantillons ainsi qu’une purification de ces derniers. 

La méthode biochimique la plus utilisée repose sur le polymorphisme des locus enzymatiques. 
Afin de séparer les souches pathogènes des souches non pathogènes de Naegleria, cinq locus 
enzymatiques ont été examinés et ont montré que les souches d’une même espèce possèdent 
des profils enzymatiques identiques alors qu’une distinction a pu être faite entre Naegleria 
gruberi, Naegleria lovaniensis et Naegleria fowleri (NERAD, et al., 1979). En étudiant le 
polymorphisme enzymatique des estérases, VISVESVARA (1980) a permis de différencier 
Naegleria fowleri, espèce pathogène, de Naegleria gruberi, non pathogène. Afin de faire une 
différence entre Naegleria fowleri et Naegleria lovaniensis, très proche phylogénétiquement, 
l’analyse de l’aspartate aminotransférase est possible (KILVINGTON, et al., 1984). Le 
polymorphisme des estérases et des phosphatases acides a permis la distinction de 32 espèces 
d’Acanthamoeba (COSTAS, et al., 1985). 

La méthode de l’isoélectrofocalisation (IEF) est considérée comme la méthode la plus 
résolutive pour le typage des Naegleria. Cette méthode permet de séparer les protéines par 
électrophorèse en réalisant un gradient de pH. Les protéines sont alors séparées sur gel de 
polyacrylamide en fonction de leur point isoélectrique (dans ce cas, la charge nette de 
l’enzyme est nulle). PERNIN (1984) et al (1985) ont retenu l’acide malique et la thréonine 
afin de détecter de manière spécifique l’espèce pathogène Naegleria fowleri ainsi que les 
espèces Naegleria lovaniensis et Naegleria australiensis.  
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En 1995, Kilvington propose une méthode de détection de Naegleria fowleri et autres espèces 
de Naegleria par électrophorèse sur membrane d’acétate de cellulose (CAME) de l’isomérase 
phosphate glucose (GPI). Cette méthode permet de détecter spécifiquement : N. fowleri, N. 
lovaniensis, N. australiensis (spécificité des profils GPI). La préparation des échantillons, 
l’électrophorèse et la détection des protéines nécessitent 40 minutes sans compter la mise en 
culture à 45°C (KILVINGTON, 1995). 

 

V.2.3.4 Identification par analyse moléculaire des amibes libres 

V.2.3.4.1 Extraction de l’ADN des amibes libres 
Le produit de la culture amibienne est récolté avec 1 ml de tampon physiologique, puis 
transféré dans un tube de 1,5 ml et enfin centrifugé pendant 10 min à 6000 rpm (rotation par 
minute) afin de purifier d’échantillon. Le culot de la centrifugation est à nouveau suspendu 
dans 100 µl de tampon physiologique. La suspension obtenue va permettre l’isolation de 
l’ADN en utilisant le kit IBIAN selon les conditions d’utilisation du fabricant (GARCIA, et 
al., 2013). D’autres kits ont été utilisés pour l’extraction de l’ADN des amibes libres tel que 
PowerSoil DNA kit© (MoBio), High pure PCR template preparation kit© (Roche) et Genomic 
DNA from soil© (Macherey Nagel) (LE CALVEZ, et al., 2012).  

Toujours selon LE CALVEZ et al (2012), la comparaison des différents kits d’extraction a 
montré que le kit de Roche, High pure PCR template preparation kit© présente le meilleur 
rendement d’extraction. 

 

V.2.3.4.2 Choix des amorces et méthode PCR 
Les amibes étant très polymorphes, l’utilisation d’une méthode objective est préférable pour 
l’identification. Plusieurs amorces et protocoles de PCR différents ont été élaborés pour 
identifier les amibes des genres Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia et Hartmannella. 

 Afin d’identifier Acanthamoeba spp., la région ASA.S1 de l’ARNr18S 
d’Acanthamoeba est amplifié en utilisant les amorces JDP 1 et JDP 2. Celles-ci amplifient le 
fragment diagnostique 3 (DF3) de l’ADNr18S qui, une fois séquencé avec les amorces 892 et 
892C, peut-être comparé dans BLAST pour connaître le génotype de l’amibe (SCHROEDER, 
et al., 2001).  
Le protocole de cette méthode PCR diffère cependant si l’accent veut être mis sur la 
sensibilité ou sur la spécificité de la réaction. 
- Si la sensibilité est mise en avant, le mélange réactionnel est incubé pendant 7 minutes à 
95°C suivi de 45 cycles d’1 minute à 95°C, d’1 minute à 60°C et de 2 minutes à 72°C.  
- Si la spécificité est préférée, le mélange réactionnel est toujours incubé pendant 7 minutes à 
95°C suivi de 20 cycles d’1 minute à 95°C, d’1 minute à 60°C et de 2 minutes à 72°C puis de 
25 cycles d’1 minute à 95°C et de 2 minutes à 72°C. 
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 Pour identifier les espèces de Naegleria, les amorces les plus utilisées amplifient les 
sections ITS 1, 5,8S et ITS 2 de l’ARNr (DE JONCKHEERE, 1998). Après avoir séquencé la 
petite sous-unité ribosomale, il est possible de comparer la séquence dans BLAST et 
d’identifier l’espèce. 

Afin de permettre la détection spécifique de Naegleria fowleri, une méthode pour PCR nichée 
à partir de la séquence d’ADN d’une protéine membranaire spécifique, Mp2Cl5 a pu être 
utilisée à plusieurs reprises dans des échantillons d’amibes pures ou dans des échantillons 
environnementaux (MARCIANO-CABRAL, et al., 2003). Ces amorces, nommées 
Mp2Cl5.for et Mp2Cl5.rev, amplifient un fragment de 166 pb du gène Mp2Cl5. Pour 
augmenter la sensibilité de la méthode, les amorces MpCl5.for-in et Mp2Cl5.rev-in ont 
également été testées par MARCIANO-CABRAL en 2003 et amplifient un fragment de 110 
pb. 

La procédure de PCR utilisée tout d’abord un cycle de 5 minutes à 95°C suivi de 35 cycles 
d’une minute à 95°C, d’une minute à 65°C et de 2 minutes à 72°C 

 

 Les amorces utilisables pour identifier Balamuthia mandrillaris sont BalaF 1451 (5’- 
TAA CCT GCT AAA TAG TCA TGC CAA T-3’) et BalaR 1621 (5’-CAA ACT TCC CTC 
GGC TAA TCA-3’). Elles permettent l’amplification d’un fragment de 1075 pb de l’ARNr 
mitochondrial à l’aide de la sonde BalaP 1582 (5’-FAM-AGT ACT TCT ACC AAT CCA 
ACC GCC A-BHQ1-3’). Les initiales FAM correspondent à la 6-carboxyfluoresceine 
(QVARNSTROM, et al., 2006).  

Chaque cycle de PCR est constitué des trois étapes suivantes :  

1. La dénaturation de l’ADN à la chaleur (95°C, 2 minutes) pour séparer les deux brins ; 
2. L’hybridation de chaque brin (95°C, 15 secondes) ;  
3. L’extension de ces amorces grâce à une ADN polymérase (63°C, 60 secondes) 

YAGI et al, en 2007 ont mis en avant deux autres couples d’amorces de l’ARNr 16S pouvant 
être utilisés pour détecter Balamuthia mandrillaris : 
 
- Le premier couple produit un amplicon de 1075 pb : 5’Balspec16S (5’-CGC ATG TAT 
GAA GAA GAC CA-3’) et 3’Balspec16S (5’-TTA CCT ATA TAA TTG TCG ATA TAC 
CA-3’). 

- Le deuxième couple quant à lui produit un amplicon de 230 pb : 5’Balspec16S et 
Bal16Sr610 (5’-CCC CTT TTT AAC TCT AGT CAT A-3’). 

En utilisant ces amorces, les cycles d’amplification sont répétés 40 fois en utilisant le système 
LightCycler® (Roche). Chaque cycle est constitué d’une étape de dénaturation de l’ADN à 
94°C pendant 10 secondes, de l’étape d’hybridation avec les amorces (58°C pendant 5 
secondes) suivi de l’étape d’extension des amorces (72°C pendant 15 secondes) (YAGI, et al., 
2008). 
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 Les amorces désignées pour l’identification spécifique de Hartmannella vermiformis 
sont Hv1728F (5’-TTA CGA GGT CAG GAC ACT GT-3’) et Hv1728R (5’-GAC CAT CCG 
GAG TTC TCG-3’). Elles permettent l’amplification du fragment de l’ARNr18S. 
Une étape de pré-dénaturation (95°C ; 3 minutes) est effectuée avant les 40 cycles comprenant 
une étape de dénaturation à 95°C pendant 20 secondes, d’hybridation à 56°C pendant 30 
secondes et d’extension à 7C pendant 40 secondes (KUIPER, et al., 2006). 

V.2.3.4.3 La PCR multiplex 
Une variante de la PCR a été développée afin de détecter simultanément différentes espèces 
d’amibes libres pathogènes, la PCR multiplex. Cette technique permet d’amplifier au cours 
d’une même PCR plusieurs régions différentes. Pour cela, il suffit d’ajouter une série de 
couples d’oligonucléotides (et non un seul couple) dans le milieu d’incubation. Chacun 
permettra d’amplifier une région différente de l’ADN. Il faut que les tailles de chacun des 
amplicons soient suffisamment différentes pour être discriminées.  

La mise au point d’une PCR multiplex est particulièrement complexe car il est impératif que 
toute hybridation entre chacun des oligonucléotides utilisés soit impossible. Le produit de 
l’amplification est ensuite analysé par électrophorèse. Chaque bande observée correspond à 
une région spécifique de l’ADN qui est repérée par la taille de la bande. Plusieurs auteurs ont 
mis en place une PCR multiplex : 

- LE CALVEZ et al (2012), ont développés une PCR multiplex quantitative afin d’évaluer 
simultanément le nombre d’amibes libres pathogènes dans l’environnement. Les espèces 
concernées par cette méthode sont Naegleria lovaniensis, Acanthamoeba castellanii et 
Hartmannella vermiformis, ainsi que Vahlkampfia inornata et Echinamoeba exundans. Le kit 
d’extraction utilisé est celui de chez Roche, l’High Pure PCR template preparation kit. Le 
gène cible de cette méthode est l’ARNr 18S. Plusieurs amorces ont été testées pour 
l’élaboration de la PCR (Tableau 7).  

 

Tableau 7 : Amorces utilisées dans l'étude de Le Clavez et al (2012). 

Noms des amorces Séquences des amorces 
Amo_SYB_F 5’GAATACDTTAGCATGGATAATRG3’ 
Amo_SYB_R 5’CDRATCSCTGGTCGGCATMGT3’ 
Vahl_SYB_F 5’TAATACTGYTGTAGTTAAAACGCCC3’ 
Vahl_SYB_R 5’ATTTCACCTCTMGCSYCATRGT3’ 
Amo_1400_F 5’ATGCCGACCARSGATYMGGAG3’ 
Amo_1540_R 5’CAAGSTGCYMGGGGAGTCAT3’ 
Vahl_560_F 5’AGGTAGTGACAAGMYRTAGYGACT3’ 
Vahl_730_R 5’GGGCGTTTTAACTACARCAGTATTA3’ 
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Les amorces sélectionnées pour l’amplification multiplex sont Amo_1400_F/Amo_1540_R et 
Vahl_560_F/Vahl_730_R. Le premier couple d’amorces permet l’amplification d’un fragment 
de 130 pb pour l’ADN d’Acanthamoeba et d’un fragment de 50 pb pour les ADN 
d’Echinamoeba et d’Hartmannella. Le second couple d’amorces amplifie un fragment de 150 
pb de l’ADN de Vahlkampfidae c’est-à-dire Naegleria et Vahlkampfia. 

Le protocole suivi pour l’extraction consiste à effectuer la dénaturation de l’ADN à une 
température de 94°C pendant 10 min, puis 45 cycles de variation de température à 94°C 
pendant 10 secondes puis à 62°C pendant 10 secondes puis 72°C pendant 10 secondes sont 
effectués. L’acquisition de la fluorescence est faite à la fin de chaque phase d’élongation, pour 
chaque cycle afin de permettre la quantification des échantillons par mesure de celle-ci (LE 
CALVEZ, et al., 2012). 

- Un essai de PCR multiplex en temps réel a été réalisé pour la détection simultanée des 
amibes Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris et Naegleria fowleri dans des 
échantillons de LCR. Des séquences partielles ou totales du gène ARNr 18S ont été 
récupérées de la GenBank (QVARNSTROM, et al., 2006).  

Les amorces et sondes utilisées pour cet essai sont rassemblées dans le Tableau 8.  

 

Tableau 8: Amorces utilisées par QVARNSTROM et al (2006). 

Amibes Amorce 1 Amorce 2 Sonde Taille des 
amplicons 

Acanthamoeba spp. Acant F900 Acant R1100 Acant P1000 180 pb 
Balamuthia mandrillaris Bala F1451 Bala R1621 Bala P1582 171 pb 

Naegleria fowleri Naegl F192 Naegl R344 Nfowl P 153 pb 
 

Le mélange PCR contient le kit Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG avec ROX 
(Invitrogen), 0,2 µM de chaque amorces, 0,1 µM de chaque sondes et 1 µl d’ADN dans 20 µl 
du volume totale de la réaction. 

La PCR est effectuée dans un thermocycleur à temps réel Mx3000P avec un maintien de la 
température à 50°C pendant 2 minutes (incubation pour l’activité de l’uracile-ADN 
glycosylase afin de supprimer les éventuelles contaminations par des PCR antérieures) puis 
40 cycles d’amplification sont effectués : à 95°C pendant 2 minutes (activation de l’ADN Taq 
polymérase Platinum®), puis à 95°C pendant 15 secondes et enfin à 63°C pendant 60 
secondes. 

La fluorescence est mesurée à la fin de chaque incubation à 63°C. Les résultats sont analysés 
en utilisant le logiciel Mx3000P version 2.0 (QVARNSTROM, et al., 2006). 
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CONCLUSION 
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L’ensemble des pathologies à amibes libres résulte de modifications écologiques et 
l’exposition à ces protozoaires est mondiale. Se pose alors la question de responsabilité 
humaine face aux modifications de l’écologie des milieux hydriques avec leurs implications 
technologiques et préventives.  

Les infections causées par ces protozoaires sont rares, touchent des sujets jeunes comme âgés, 
immunodéprimés ou immunocompétents, le diagnostic des pathologies amibiennes est encore 
inconnu d’un grand nombre de médecins et de biologistes et se fait donc tardivement ce qui 
explique l’échec des différents traitements existants. Il est important de mettre en place, 
particulièrement dans les régions concernées par les cas cliniques déjà rapportés, une 
recherche systématique du diagnostic de méningo-encéphalite amibienne primitive et 
d’encéphalite amibienne granulomateuse dans les méningites purulentes. 

Les milieux ouverts, tels que les eaux douces réchauffées, les eaux de baignades, ou les 
milieux fermés (eaux potables, piscines, spas, établissements de soins ou thermalisme) sont 
concernés par l’exposition humaine aux amibes libres et la détection des amibes dans 
l’environnement ne constitue pas une priorité pour les autorités. En effet, lors des recherches 
de contamination des différents types d’eaux de loisirs, aucun indicateur de contamination 
amibienne n’est recherché et il n’existe pas de procédure standard pour le contrôle du 
développement des amibes. 

Les traitements chimiques habituels de l’eau potable ne supprimant pas les amibes telluriques 
et les infections aux amibes libres pathogènes étant difficiles à traiter, à contrôler et à 
identifier, la prévention constitue la meilleure protection et a donc toute son importance.  

Il est conseillé de s’abstenir de pratiquer les activités de baignades dans des eaux chaudes ou 
réchauffées notamment lorsque la température de l’air est élevée et le niveau de l’eau bas. Les 
mesures de prévention incombant aux gestionnaires des eaux de baignades sont de limiter 
l’introduction de sédiments et de faire respecter les règles élémentaires d’hygiène (installation 
de pédiluve, de douches,…) ; d’entretenir régulièrement la zone de baignades et d’informer le 
baigneur par un affichage des dispositifs de prévention pris pour limiter le risque. 

Les conseils lors de baignades en eaux de loisirs sont d’éviter de plonger, sauter, ou immerger 
la tête dans des sources d’eau chaude non traitées afin d’éviter que les éclaboussures puissent 
atteindre les fosses nasales ou les yeux. Le port de lunettes ou de pince-nez est conseillé. Les 
sujets immunodéprimés doivent également être conscients des risques auxquels ils sont 
exposés lors de baignades en rivières ou lacs, en piscine mal contrôlée, en eau thermale 
chaude pour toutes les amibes libres pathogènes. 

Les baigneurs se doivent de respecter les règles d’hygiène de base comme le respect des zones 
de déchaussage, le passage par un pédiluve afin de limiter l’introduction d’amibes, de 
pollution particulaire ou organique. 

Les porteurs de lentilles ne doivent jamais utiliser de l’eau du robinet pour nettoyer celles-ci 
mais uniquement du sérum physiologique stérile et il est impératif que les patients reçoivent 
une éducation adéquate sur l’entretien de leurs lentilles de contact. 
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Un grand nombre d’encéphalites granulomateuses amibiennes ont été associé aux personnes 
ayant eu des contacts avec le sol. Les individus présentant une lésion au niveau de la peau 
doivent porter des vêtements de protection (gants, bandage) avant d’être en contact avec le 
sol. Le terreau, souvent utilisé dans les plantes en pot, est un milieu très enrichi et propice au 
développement des amibes. Il convient donc de faire attention lors de la manipulation de 
celles-ci et d’empêcher les enfants de jouer avec. 

L’ANSES rappelle tout de même que le respect des conditions de mise en œuvre des 
traitements de désinfection actuellement autorisés en France pour l’eau alimentant les piscines 
publiques est suffisant pour empêcher le risque de contamination de l’eau par les amibes. 
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ANNEXE 1 : Les Pots Neti 
En sanskrit, « neti » veut dire nettoyage du nez. Dans la tradition ayurvédique, système de 
soins traditionnel et naturel qui a vu le jour en Inde il y a des milliers d'années, « jala neti » est 
le terme employé pour désigner le lavage du nez avec de l'eau salée.  

Le pot pour neti est un dispositif pour douche nasale par application de solution saline 
apaisante et est utilisé dans le but d’évacuer les mucosités nasales, d’augmenter l’efficacité 
des médicaments, de diminuer la fréquence des infections et d’améliorer  la circulation de 
l’air. 

Mode d’emploi des pots pour neti : Exemple de pot pour Neti Nasaflo® (Figure 
29) 

 

Figure 29 : Pot pour Neti Nasaflo® (NEILMED , 2000). 

Étape 1 

Lavez-vous les mains et rincez le pot pour neti avant de le remplir avec 240 ml d’eau tiède. Il 
peut s’agir d’eau distillée ou filtrée, ou encore d’eau préalablement bouillie. N’utilisez pas 
d’eau du robinet pour dissoudre le mélange, à moins qu’elle n’ait été préalablement bouillie 
puis refroidie. Vous pouvez la faire chauffer au four à micro-ondes, à condition de procéder 
par paliers de 5 à 10 secondes afin d’éviter de la porter à une température excessive, 
d’endommager le dispositif ou de vous ébouillanter les voies nasales. 

Étape 2 

Coupez un coin du sachet de préparation et versez-en le contenu dans le pot pour neti. Mettez 
fermement en place le couvercle du pot, gardez un doigt sur l’orifice du capuchon et agitez 
doucement le récipient pour dissoudre la préparation. 

Étape 3 

Debout devant le lavabo ou l’évier, penchez-vous aussi loin que possible sans que votre 
position devienne inconfortable, et inclinez la tête de côté. En gardant la bouche ouverte et 
sans retenir votre respiration, placez le bout du bec verseur dans une narine, de manière à 
l’obstruer complètement, et laissez la solution s’écouler doucement jusqu’à ce qu’elle 
commence à s’évacuer par l’autre fosse nasale. Utilisez environ la moitié de la solution 
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présente dans le pot pour neti. Elle ne devrait pas pénétrer dans votre bouche, sauf si vous 
inclinez la tête vers l’arrière. Pour ajuster le débit ou interrompre l’écoulement, placez un 
doigt sur l’orifice du capuchon, de façon à l’obstruer partiellement ou complètement. 

Étape 4 

Mouchez-vous doucement, sans vous pincer complètement le nez afin d’éviter de soumettre 
vos tympans à une pression. 

Si vous le pouvez, reniflez une ou deux fois afin d’aspirer tout résidu de solution qui se 
trouverait encore dans votre fosse nasale. Vous nettoierez ainsi la région nasopharyngienne 
postérieure (c’est-à-dire la partie située à l’arrière de vos fosses nasales). Il peut arriver 
qu’une partie de la solution atteigne l’arrière de la gorge. Dans un tel cas, recrachez-la. 

Étape 5 

Répétez à présent les étapes 3 et 4 pour irriguer l’autre fosse nasale. S’il vous reste encore de 
la solution, mettez-la au rebut. Nous vous recommandons de préparer une nouvelle quantité 
de solution à chaque fois. Procédez à la douche une ou deux fois par jour ou selon l’avis de 
votre médecin.  
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ANNEXE 2 : Signes de Babinski 
Le signe de Babinski est la réponse en extension du gros orteil lors de la recherche du réflexe 
cutané plantaire (stimulation d’arrière en avant, du bord externe de la plante du pied). La 
réponse normale est une flexion du gros orteil. Parfois un stimulus cutané quelconque peut 
déclencher un signe de Babinski. 

Le test du réflexe cutané plantaire consiste à passer sur le bord externe de la voute plantaire à 
l'aide du pouce ou du bord émoussé du marteau à réflexe depuis le talon jusqu'à la partie 
antérieure du pied et en dedans (Figure 30). 

 

Figure 30 : Sens et ligne de stimulation du réflexe cutané plantaire (IZEOS, 2013). 

 

Le geste est réalisé alors que le patient est au repos, la jambe légèrement fléchie. Il peut 
arriver qu'un patient très réactif ait un mouvement de retrait avec élévation du genou, de la 
cheville et du pied en extension. Ce résultat n'est pas exploitable et l'examen doit être répété. 
C'est pourquoi il convient généralement de maintenir un dialogue actif avec le patient pour 
éviter qu'il se focalise sur un geste qu'il pourrait ressentir comme une chatouille. 

La réaction normale à ce stimulus est une flexion plantaire et une flexion de l'orteil. 
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Figure 31 : Babinski négatif (Réponse normale en flexion) (IZEOS, 2013). 

 

La réponse anormale à ce stimulus est une extension de l'orteil (typiquement lente et dite 
majestueuse) bien connue sous le nom de signe de Babinski. 

 

Figure 32 : Babinski positif (Réponse anormale en extension) (IZEOS, 2013). 

Cet examen systématique du bilan neurologique est souvent noté Babinski négatif lorsqu'il est 
normal (Figure 31) et Babinski positif (Figure 32) lorsqu'il est pathologique. Il peut également 
n'y avoir aucune réaction à la stimulation. Le Babinski peut être uni ou bilatéral. Cet examen 
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est généralement abrégé « BBK » de sorte que l'on retrouve sur la feuille d'examen la mention 
BBK - ou BBK +. 

Un Babinski positif signe une atteinte du tronc cérébral et/ou une atteinte de la voie 
pyramidale. Cependant, chez l'enfant, le Babinski peut être positif jusqu'à l'âge d'un an. Cette 
réaction est physiologique et témoigne de l'immaturité relative du système nerveux encore en 
développement de l'enfant (ELMER-HAERRIG). 
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ANNEXE 3 : La légionellose 
La légionellose est une maladie relativement récente, dont la première épidémie a été décrite 
en 1976, lors du 58ème congrès de l’American Legion à Philadelphie, où, sur plus de 180 
personnes atteintes, elle avait fait 34 morts.  

Les légionelles sont des bacilles à Gram négatif non sporulées, non capsulées, de 0,3 à 0,9 µm 
de large sur 2 à 20 µm de long. Ils sont cocobacillaires à l’examen direct et prennent un aspect 
plus filamenteux en culture.  

Les légionelles sont des germes hydrotelluriques qui affectionnent l’eau, surtout l’eau 
stagnante, de préférence tiède. Elles sont détruites lentement à 50°C (quelques heures) et plus 
rapidement à 60°C (quelques minutes).  

Les réservoirs naturels des légionelles sont nombreux : lacs, rivières, puits, eau de pluie 
stagnantes, mais aussi sols et compostes humides. Les gîtes de prédilection restent les tours 
aéro-réfrigérantes, l’eau chaude des stations thermales ou l’eau chaude sanitaire. Sa présence 
est favorisée par la température (25 à 45°C), mais aussi par certains facteurs 
physicochimiques (dépôts organiques, nature des réseaux, stagnation de l’eau,…) et la 
présence d’autres micro-organismes (biofilms, cyanobactéries, amibes libres,…) dans lesquels 
elles survivent, sont protégées et peuvent réensemencer le réseau. En effet, ce germe, qui n’a 
pas de forme de résistance spécifique, est toutefois capable d’assurer sa survie en s’installant, 
voire en se multipliant à l’intérieur de cellules hôtes : amibes, cyanobactéries ou ciliées pour 
l’eau, et macrophages alvéolaires pour l’Homme. De même, la forte représentation de 
protéines eukaryotic-like  pourrait être un moyen pour la bactérie de manipuler la cellule hôte 
à son profit, ce qui expliquerait le parasitisme de nombreuses espèces eucaryotes. 

La maladie se présente sous plusieurs formes :  

- La maladie des légionnaires est la forme « classique » qui se manifeste par une 
pneumopathie fébrile, qui débute de manière plus ou moins progressive après une phase 
d’incubation cliniquement « muette » dont la durée classiquement admise est de 2 à 10 jours. 

Il peut y avoir aussi des manifestations extra-pulmonaires : douleurs musculaires, anorexie, 
troubles digestifs (diarrhées), troubles psychiques,… Le tableau clinique peut être atypique 
surtout dans les formes graves. Les pneumopathies à légionelles représentent entre 0,5 à 5 % 
des pneumopathies communautaires. Elles évoluent en cas sporadiques ou en cas groupés (au 
moins deux cas survenus dans un intervalle de temps inférieur à 6 mois). C’est une maladie 
grave et létale, en particulier chez les patients immunodéprimés (transplantés, cancers 
bronchiques, leucémies,…). Le tabagisme, l’éthylisme, le diabète, l’insuffisance rénale 
chroniques, les affections cardiopulmonaires chroniques, l’âge (>50ans) sont rapportés seuls 
ou associés comme facteurs favorisants. C’est une maladie de l’adulte « mûr » qui atteint de 
manière exceptionnelle l’enfant ou l’adulte jeune. Le taux de létalité est important (14% en 
2004 en France). C’est une maladie à déclaration obligatoire. Il faut signaler que l’espèce 
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Legionella pneumophila est responsable d’environ 95% des cas de légionellose et plus de 
80% des souches appartiennent au sérogroupe 1 ; 

- La fièvre de Pontiac est la forme bénigne de la maladie. Elle atteint les voies aériennes 
supérieures après une incubation courte (<36heures) et guérit spontanément. Elle passe 
souvent inaperçue. 

- Les manifestations extra pulmonaires sont rares, mais des cas ont été documentés chez des 
patients immunodéprimés. La pathologie est variée : cellulites, sinusites, péricardites, 
pyélonéphrites, péritonites, pancréatites, endocardites, abcès rectal,… Des infections du site 
opératoire après chirurgie cardiothoracique ont été décrites et la source de contamination 
reliée à de l’eau contaminée par des légionelles (DENIS, et al., 2011) ; 

Chez l’Homme, il n’y a pas de portage sain. La mise en évidence de la bactérie dans un 
prélèvement signe la maladie. 
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ANNEXE 4 : La PCR 
La PCR 

Principe 

Le terme PCR est l’acronyme de Polymerase Chain Reaction qui signifie donc que cette 
technique permet d’amplifier en un nombre très élevé de copies une séquence particulière 
d’ADN (ou parfois d’ARN). Cette réaction est basée sur le même principe de réplication que 
celui qui est naturellement utilisé par les cellules pour dupliquer l’ADN. Les brins d’ADN 
matrice sont obtenus par chauffage (dénaturation).  

L’une des propriétés de toutes les ADN polymérases est de pouvoir synthétiser le brin 
complémentaire qu’à partir d’une amorce. Cette propriété est indispensable à la stabilité de 
l’information cellulaire et est mise à profit dans le technique PCR pour amplifier, par 
réplication successive, la séquence désirée. Il suffit pour cela de choisir des amorces 
oligonucléotidiques synthétiques capable de s’hybrider aux bornes de la séquence à amplifier 
et de réaliser les réplications qui assureront la multiplication de la séquence encadrée pas les 
amorces. Pour pouvoir réaliser cette opération, il est donc indispensable d’avoir une 
connaissance préalable de la séquence que l’on souhaite amplifier (DELPECH, et al., 2007). 

La PCR nécessite : 

- de faibles quantités d’ADN (moins de 1µg) possédant la séquence cible à amplifier ; 
- les deux amorces nucléotidiques complémentaires des séquences qui encadrent la cible 

à amplifier ; 
- l’ADN polymérase ; 
- un mélange des quatre dNTP (dATP, dTTP, dCTP et dGTP) 

Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes :  

4. La dénaturation de l’ADN à la chaleur (95°C, 5min) pour séparer les deux brins ; 
5. L’hybridation de chaque brin avec une amorce spécifique (50 à 60°C) ;  
6. L’extension de ces amorces grâce à une ADN polymérase (70°C) 

Après dénaturation thermique (94°C, 5min) du fragment d’ADN (matrice), l’hybridation des 
amorces sur les brins matrice est effectuée à une température bien précise. Cette étape est très 
importante car, selon la température choisie, la spécificité d’hybridation basée sur 
l’appariement A/T, G/C sera plus ou moins bonne. L’ensemble est amené à la température de 
72°C, température optimale de fonctionnement de l’ADN polymérase Taq. Cette polymérase 
est extraite de la souche Thermus aquaticus, une bactérie qui vit dans des sources d’eau 
chaude. Elle reste stable à 94°C, température de dénaturation de l’ADN, ce qui autorise 
plusieurs cycles PCR sur le même échantillon. 

A la fin de chaque cycle d’une durée de deux à trois minutes, la quantité d’ADN a été 
amplifiée par 2, donc de manière exponentielle à la fin de l’ensemble des cycles 
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(BEAUMONT, 2006). Cependant, il est inutile d’augmenter considérablement le nombre de 
cycles, car l’amplification cesse d’être exponentielle après 15 à 20 cycles, et atteint ensuite un 
plateau (DELPECH, et al., 2007). 

Les limites de la PCR 

La première limite est celle de la taille de la séquence que l’on souhaite amplifier. Il est en 
effet très rare de pouvoir amplifier des séquences dont la longueur est supérieure à 3kb. 

La seconde limite est celle du nombre de copies de la cible. Des amplifications à partir d’une 
seule copie peuvent être réalisées mais les problèmes de contamination rendent cela difficiles. 
Deux PCR de suite ou encore réaliser une première PCR avec des amorces aléatoires (ce qui 
aura comme effet d’augmenter artificiellement le nombre de copies du génome entier de la ou 
des cellules) peuvent être réalisées afin de pallier ce problème (DELPECH, et al., 2007). 

Les problèmes rencontrés 

Lors d’une PCR, il peut apparaître des amplifications artéfactuelles résultant de la 
contamination par les produits des amplifications précédentes. Il est impossible de s’en 
affranchir complètement mais certaines précautions peuvent être prises telles que réaliser les 
incubations dans un laboratoire différent ; utiliser des cônes de prélèvement munis de coton 
protecteur ou de piston ; irradier les amorces avec des rayons ultraviolets ; fractionner en 
petits volumes tous les composants des incubations ; distribuer de l’ADN en dernier lors de la 
réalisation des incubations. 

A cela, viennent s’ajouter le problème de la Taq polymérase, dont le taux d’erreur est de 
l’ordre de 10-4 et celui de l’apparition d’amplifications parasites c’est-à-dire que les amorces 
peuvent s’hybrider ailleurs qu’au niveau de leur cible (DELPECH, et al., 2007). 

La PCR en temps réel 

Principe : 

Cette méthode repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN présente dans la réaction 
à tout instant et non à la fin de la PCR (PCR en point final). 

Des sondes fluorescentes se fixent soit sur l’ADN double brin (ex : Technologie SYBR) soit 
sur la séquence d’ADN précise (ex : Technologie Taqman et Beacon). 

Ces sondes ne fluorescent qu’une fois fixées à l’ADN. La mesure de la fluorescence permet 
de distinguer « en temps réel » si le fragment recherché (l’amplicon) est effectivement 
présent, et donc amplifié, sans avoir besoin de faire une électrophorèse par exemple. 

De plus, la fluorescence émise est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons 
générés pendant la réaction PCR. 

La quantité d’amplicons est corrélée à la quantité initiale d’ADN de la matière originale, ce 
qui permet pour d’autres applications de « doser » la matrice originale. 
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La PCR quantitative en temps réel a la capacité de quantifier de manière efficace et de 
détecter avec une grande sensibilité et de spécificité des agents pathogènes suspects, voire des 
micro-organismes qui ne sont pas faciles à détecter ou identifiés après culture traditionnelle. 

En outre, les courbes d'étalonnage qui caractérisent la relation entre le nombre de copies et 
des données de PCR quantitative en temps réel peuvent être construites, ce qui facilite la 
quantification des micro-organismes dans des échantillons d'eau de l'environnement en 
utilisant un dosage par PCR quantitative en temps réel (KAO, et al., 2012). 
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Les amibes libres sont des protozoaires capables de vivre de manière autonome dans l’environnement 
et retrouvées principalement dans les eaux chaudes riches en bactéries. A ce jour, parmi la multitude 
d’espèces amibiennes existantes, seules quatre sont responsables de pathologies humaines : Naegleria 
fowleri, Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris et Hartmannella vermiformis. Les amibes libres 
sont caractérisées par l’existence de deux états : la forme trophozoïte, forme infectante, et la forme 
kystique, forme de résistance. Seule Naegleria fowleri existe sous un troisième état : la forme 
flagellée. 
Naegleria fowleri est responsable de méningo-encéphalite amibienne primitive, qui en l’absence de 
traitement adéquat, provoque la mort du patient en moins de dix jours. Acanthamoeba spp., 
Balamuthia mandrillaris et Hartmannella vermiformis sont responsables d’encéphalite amibienne 
granulomateuse, pathologie insidieuse provoquant la mort en quelques semaines ou quelques mois 
après inoculation en l’absence de traitement. Ces trois amibes sont également en cause dans les 
kératites amibiennes, certains abcès cutanées, sinusites, ou encore pneumonies. Les amibes libres étant 
des protozoaires très résistants, elles permettent la transmission et l’amplification de pathologies 
bactériennes telles que la légionellose. Le diagnostic de ces différentes pathologies n’est pas 
systématique, et se fait souvent post-mortem. Il est basé sur la culture cellulaire suivi d’un diagnostic 
moléculaire, la PCR. Les différents traitements existant sont la plupart du temps inefficaces, non pas à 
cause de la résistance des amibes libres mais par le fait d’une instauration tardive de ceux-ci. 
Les amibes libres sont retrouvées dans différentes eaux de loisirs comme les eaux de baignades 
naturelles, artificielles, les eaux de piscine et les eaux thermales. Les normes à respecter en termes de 
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rayonnement ultraviolet. Cependant les indicateurs utilisés pour juger de la qualité de l’eau se limitent 
à des indicateurs bactériens. Afin de détecter et d’identifier les amibes présentes dans ces eaux de 
loisirs, plusieurs techniques ont été mises au point mais aucune n’a fait l’objet de standardisation. Les 
pathologies amibiennes, bien que rares, ont des conséquences dramatiques. La prévention constitue 
donc la meilleure protection face à elles. 
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