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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléigue

ARN : Acide ribonucléique

ARNr 55U ou ARNr 185 : Acide ribonucléique ribosomal Small SubUnit
BET : Bromure d'éthidium

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

BSA : Bovine Serum Albumin

€t : Threshold cycle (Cycle seuil)

€V : Coefficient de variation

CWP : Cyst Well Protein {protéine de paroi)

DAPI : 4' 6 diamino-2-phénylindol

DEPC : Diethylpyrocarbonate

DIC: Contraste Interférentie! Différentiel
DMSO : Diméthyl sulfoxyde

DMI : Dose Minimale Infectieuse

dNTP : bésoxyribonucléotide triphosphate

ESV : Encystation Specific Vesicle

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétate

EF1A : Elongation Factor 1 Alpha

EIA : Enzyme Immuno Assay

ELTSA : Enzyme Linked Immuno Sorbend Assay
FAM : 6-carboxyfluorescéine

FDA : Diacétate de fluorescéine

FISH : Fiuorescence In Situ Hybridization

FITC : Tsothiocyanate de fluorescéine

FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfert
GDH : Glutamate deshydrogénase

HSP : Heat Shock Protein

If : Intensité de fluorescence

IFA : Immuncfluorescence assay

IMS : Séparation immunomagnétique

MGB : Minor Groove Binder

MIF : Merthiolate Tode Formamide

NCBI : National Center for Biotechnology Information
NFQ : Non Flyorescent Quencher

NES : Normal Goat Serum

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

Pb : Paire de bases

PBS : Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PE : Phycoérythrine

PT : Todure de propidium

RAPD : Randomily Amplified Polymorphic DNA
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
RT : Reverse Transcription

STEP : station d'épuration

TAMRA : 6-carboxytétraméthylrhodamine

Taq : Thermophilus aquaticus

TBE : Tris Borate EDTA

Tm : Temperature melting (température de fusion)
TPI : Triose Phophate Isomérase

TRITC : Tétraméthylrhodamine B thioisocyanate
T90 : Temps nécessaire pour inactiver 90 % dune population
US-EPA : United States - Environmental Protection Agency
V5P : Variant spécifique des protéines de surface
Pour les tableaux : NR : Non Renseigné



Sommaire

B ol ol b b ook oofe oo o o of ofe o o of

TNEPOAUCTION. ...ttt ettt ettt see et 1
Etude bibliographique...........c.ovieee e 3
Description du sujet de thése et des objectifs ..., 87
Matériel et METhodes...........oeeieeceeee et 89
RESUITATS : ChAPITIE L......ooooieeeeeeeeeee e 119
RESUNATS 1 CRAPITIE 2 ...ttt es st s 147
RESUMATS 1 CRAPITIE 3 ...ttt eesesss s 167
DUSCUSSION. ...ttt ettt es st sess s sas e st st b nan e s saen 197
CONCIUSION. ...ttt bt e s ss st ees 209
Références bibliographiques.............cccniiesenreneeesensesee s 213

Anhexes



SOMMAIRE : Etude bibliographique

1- Place de Giardia parmi les micro-organismes a transmission hydrique.

2- Historique.

3- Giardia : une taxonomie en évolution.

LY

3.1- Taxonomie du genre Giardia.

3.2- Les six espéces du genre Giardia.

3.3- Giardia lamblia : une espéce complexe.

3.3.1- La mise en place d’une classification de Giardia lamblia en différents génotypes.

3.3.2- La confirmation de cette classification.

> W3 A

4- Description du génome de Giardia.

4.1- Le projet de séquencage du génome de Giardia.

12
12

4.2- Caractéristiques du génome.

12

4.2.1- Les chromosomes.,

12

4.2.2- Taille du génome haploide.

13

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

13

5- Biologie de Giardia.

5.1- Le cycle de vie de Giardia.

13
13

5.2- Structare générale de Giardia.

14

5.3- Le trophozoite,

15

5.3.1- Morphologie.

15

5.3.2- Cytosquelette, mobilité et adhésion du trophozoite.

15

5.4- Le kyste : forme de résistance.

16

5.5- Les étapes intermédiaires : le dékystement et Penkystement,

18

5.5.1- Le dékystement.

18

5.5.2- L’enkystement.

19

5.6- Techniques de multiplication de Giardia en laboratoire,

20

5.6.1- Multiplication in vive.

20

5.6.2- Multiplication in vitro.

20

6- Giardia chez son héte.

6.1- DMI et pouvoir pathogéne.

21
21

6.2- Signes cliniques.

22

6.3- Réponse immunitaire.

22

6.4- Diagnostic.

23




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

7.1- Techniques de concentration des kystes.

23
23

7.1.1- Concentration des Kystes & partir d’eaux.

23

7.1.2- Concentration des kystes & partir d’aliments.

27

7.2- Techniques de purification des kystes.

27

7.2.1- La purification par cytométrie en flux.

27

7.2.2- La purification des kystes par les méthodes diphasiques.

28

29

7.2.3- La purification par séparation immnnomagnétique : IMS.
7.2.3.1- Principe de 'IMS,

29

7.2.3.2- Influence de la matrice sur Pefficacité de I'IMS.

29

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

30

7.2.4- Les techniques de purification basées sur 1a densité,

31

7.2.4.1- Purification a partir de selles.

32

7.2.4.2- Purification & partir d’eaux.

33

7.2.43- Paramétres pouvant modifier les performances des techniques basées sur la densité.

7.3- Tecimiques de détection des kystes.

33
35

7.3.1- L.a méthode ceuf et parasite.

35

7.3.2- Les techniques immunologiques.

35

7.4- Techniques d’estimation de la viabilité.

37

74.1- L’électrorotation.

37

- 7.4.2- La microscopie optique.

37

7.4.2.1- La coloration a I’éosine.

37

7.4.2.2- Le contraste interférenticl différentiel (DIC).

37

742 3- Les colorants fluorogéniques.

38

7.4.3- Le dékystement in vitro.

38

38

+ 7.4.4- L’inoculation & Panimal ou dékystement in vivo.
~ 7.4.5- Comparaison des trois techniques classiques d’estimation de la viabilité.

39

7.5- Méthodes de référence pour la détection des kystes de Giardia dans le milieu hydrique.

8- L’apport des techniques de biologie moléculaire dans I’étude de Giardia.

8.1- Description des techniques utilisées pour la détection ou la quantification de Giardia.
8.1.1- Les techniques d’hybridation.

40

42

42

42

8.1.1.1- La méthode FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).

42

8.1.1.2- L’hybridation dot-blot.

42

8.1.2- L’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction).

43

8.1.2.1- Principe.

43

8.1.2.2- Révélation des produits amplifiés.

43

8.1.3- La technique RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

44

44

8.1.4- La quantification par PCR en temps réel.

8.2- L’intérét de ces techniques pour la détection de Giardia.

48

8.3- L’estimation de la viabilité par les techniques de biologie moléculaire.

49

8.4- La quantification de Giardia par PCR en temps réel,

50

8.5- Les problémes liés a 1’analyse de prélévements biologiques ou d’échantillons
environnementaux.

51

8.5.1- Les problémes d’inhibition.

51

8.5.2- Les problémes de spécificité.

54




9- Les voies de contamination de Giardia.

9.1- Les mammiferes en tant que réservoir de Giardia lamblia.

54
54

9.1.1.- Réservoir en milies urbain.

55

9.1.1.1- Giardia lamblia chez ’'Homme : prévalence et génotypage.

55

9.1.1.2- Giardia lamblia chez les animaux domestiques : prévalence et génotypage.

9.1.2- Réservoir en milieu exira-urbain.

58

59

9.1.2.1- Giardia lamblia chez les animaux d’élevage : prévalence et génotypage.

59

9.1.2.2- Giardia lamblia chez les animaux sauvages.

63

9.2- Contamination de Penvironnement.

64

9.2.1- Les eaux usées et les boues.

64

9.2.1.1- Contamination des eaux usées brutes.

64

92.1.2- Contamination des boues résiduaires.

66

9.2.1.3- Contamination des eanx usées épurdes.

66

9.2.2- Les eaux de surface.

67

9.2 3- Les eaux récréationnelles.

70

9.3- Survie des kystes de Giardia anx conditions environnementales.

70

9.4- Voies de contamination et épidémies.

72

9.4.1- La transmission zoonotique.

72

9.4.2- La transmission de personne & personne.

72

9.4.3- La voie alimentaire.

72

9.4.4- La voie hydrigue.

74

9.5- Schéma général des réservoirs et voies de contamination de Giardia.

75

10- La rupture du cycle parasitaire.

10.1- Limitation des possibilités de contamination d’un nouvel hbte.

77
77

72

10.1.1- Les traitements de potabilisation.
10.1.2- Prévention de la giardiose : mesures d'hygiéne et vaccination.

77

10.1.2.1- Mesures d’hygiéne.

80

10.1.2.2- La vaccination chez les animaux.

81

10.2- Limitation de la contamination de I'environnement.

81

10.2.1- Agents thérapeutiques.

10.2.1.1- Les nitro-5 imidazolés.

81
81

10.2.1.2- Traitements alternatifs.

82

16.2.1.3- Nouvelles molécules.

83

10.2.2- Le traitement des eaux usées et des boues.

83

10.2.2.1- Traitement d’épuration des eaux nsées.

83

10.2.2.2- Traitement des boues résiduaires.

85




SOMMAIRE : Matériel et Méthodes

1- Schéma général des expérimentations.

89

2- Matériel commun a plusieurs protocoles.

89

3- Suspensions purifiées de kystes de Giardia lamblia et Giardia muris.

20

3.1- Suspensions purifiées de kystes fournies par Waterborne™.

90

3.2- Réalisation de gamme de dilution de kystes,

90

3.3- Extraction de PADN & partir de kystes en suspensions purifiées.

90

3.3.1- Matériel.

90

3.3.2- Protocole d’extraction de ’ADN.

90

4- Eaux usées.

91

4.1- Sites de préléevement des eaux usées.

91

4.2- Description des étapes suivies par les échantillons.

92

4.3- Analyse physico-chimique ¢t numération des coliformes thermotolérants.
4.3.1- Mesure du pH et de la turbidité.

93
93

4.3 .2- Numération des coliformes thermotolérants.

93

4.3.2.1- Matériel.

93

4.3.2.2- Protocole.

94

4.4- Techniques de concentration des kystes & partir des eaux usées,

94

4.4 .1- Procédure de concentration par centrifugation.

94

4.4 2- Protocole de concentration par flocnlation au carbonate de calcinm.

94

4.42.1- Matériel.

94

442 2- Procédure de concentration par floculation.

95

4.5- Techniques de purification des kystes.

95

4.5.1- Filtration.

95

4.5.2- Technique de séparation Formaldéhyde-Acétate d’éthyle (FEA).

95

4.5.2.1-Matériel.

95

4.5.2.2- Protocole de purification FEA.,

96

4.5.3- Technique de séparation i I"acétate d’éthyle.

96

4.5 4- Flottation sur solution de Percoll-saccharose.

96

4.54.1- Matériel.

96

4.5.4.2- Procédure de flottation sur solution de Percoll™ -saccharose.

96

4.5.5- Gradient de densité sur solutions de bromure de potassium.

97

4.5.6- Gradient de densité sur solutions de saccharose.

98

4.5.7- Gradient de densité sur solutions de Nycodenz™ .

98

4.5.8- Séparation inmmunomagnétique (IMS).

99

4.5.8.1- Matériel.

99

4.5.8.2- Procédure IMS.

99

4.5.8.3- Modifications apportées au protocole initial.

4.6- Procédés visant & améliorer la détection par PCR a partir d’échantilfons
environnementaux.

4.6.1- Techniques visant & améliorer la lyse des kystes.

4.6.2- Procédés visant & limiter I'effet des inhibiteurs lors de 1a détection par PCR.

4.7- Extraction de PADN.

4.7.1- Matériel.

4.7.2- Protocole d’extraction de I’ ADN & partir d’échantitlons d’eaux usées.

100

100
100
100

101
101
101



3- Selles humaines. 102

5.2- Origine des prélévements analysés. 102
5.2- Procédures de purification-concentration des kystes de Giardia & partir de selles. 102
5.2.1- Séparation & I'acétate d’éthyle. 102
5.2.2- Purification-concentration par chromatographie gel-filtration. 12
5.2.2.1- Matériel. 12
5.2.2.2- Protocole. 103
5.3-Obtention d’une suspension purifiée de kystes a partir de selles humaines. 103
5.4- Extraction de ’ADN. 103
6- Quantification des kystes de Giardia en immunofluorescence. 104
6.1- Matériel. 104
6.2- Protocole de marquage. 104
6.3- Observation microscopique. 105
7- Détection par PCR en temps réel et PCR qualitative. 105
7.1- Séquences des génes TPI et EF1A disponibles sur la base de données Genbank. 105
7.2- Quantification des espéces G. lamblia et G. muris et des génolypes A et B de G. lamblia
par PCR en temps réel. 105
7.2.1- Matériel. 105
7.2.1.1- Critéres de sélection des amorces et des sondes TagMan et TagMan MGB. 106
7.2.1.2- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour la quantification des espéces G. lamblia et
G. muris. 106
7.2.1.3- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour la quantification des assemblages A et B
de espéce G. lamblia. 106
7.2.2- Préparation du mitieu réactionnel, 108
7.2.3- Conditions d’amplification. 108
7.2 4- Analyse des résultats en PCR guantitative. 108
7.3- Détection des génotypes A, B, C et E de Giardia lamblia par PCR qualitative. 109
7.3.1- Matériel. 109
7.3.1.1- Criteres de sélection des amorces pour la PCR qualitative. 110
7.3.1.1- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des assemblages A et B de 'espéce
G. lamblia 110
7.3.1.2- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des génotypes C et E de Pespéce
G. lamblia ' 110
7.3.2- Détection par PCR. 110
7.3.2.1- Préparation du milien réactionnel. 110
7.3.2.2- Conditions d’amplification par PCR. 111
7.3.3- Restriction enzymatique pour la détermination des génotypes des kystes isolés de selles. 111
7.3.3.1- Préparation du milien réactionnel, 111
7.3.3.2- Profils électrophorétiques. Pl
7.3 4- Révélation des produits d’amplification et de restriction enzymatigue. 112

8- Analyse statistique des résultats. 112




Résultats - Chapitre 1

Développement et validation des protocoles de détection sur des suspensions purifiées de kystes.

1% partie : Développement des PCR quantitatives et qualitatives

1- Génes actuellement séquencés chez plusieurs espéces de Giardia. 119
2- Sélection des génes cibles. 120
2.1- ARN18S : une cible idéale ? 120
2.2- La sélection des genes cibles pour la distinction des espéces et des génotypes. 120
3- Sélection des amorces et des sondes. 122
3.1- Sélection d’amorces et de sondes pour les PCR en temps réel. 122
3.1.1- Les systémes destinés a la quantification spécifique de G. lamblia et G. muris 122
3.1.2- Les systémes destinés  la quantification spécifigue des génotypes A et B. 122

3.2- Sélection de couples d’amorces pour les PCR qualitatives. 123

2éme partie : Optimisation des PCR quantitatives

1- Détermination des concentrations optimales en amorces. 124
1.1- Concentration optimale en amorces pour la PCRq-lamblia. 124
1.2- Concentration optimale en amorces pour la PCRq-mmuris. 125
1.3- Concenirations optimales en amorces pour la PCRq-A. 126
1.4- Concentrations eptimales en amorces pour la PCRqg-B. 127

2- Détermination de la concentration optimale en sonde. 127
2.1- Concentration optimale en sonde pour la PCRq-lamblia. 128
2.2- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-muris. 129
2.3- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-Assemblage A. 130
2.4- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-Assemblage B. 131

3éme partie : Optimisation des PCR guantitatives

1- Evaluation de la spécificité des PCR quantitatives et qualitatives. 132
1.1- Evaluation de la spécificité par comparaison avec la base de données Genbank. 132
£.1.1.- Spécificité des systemes PCRqg-lamblia et PCRq-muris. 132
1.1.1.1- Spécificité des amorces GIAF2 et GIAR]. 132

1.1.1.2- Spécificité des sondes LAPT et MUP1. 133

1.1.2- Spécificité du systeme PCRg-A. 133




1.2- Evaluation de la spécificité des sondes par PCR. 133

2- Evaluation de la sensibilité des PCR. 134
2.1- Evaluation de Ia sensibilité des syétémes PCRqg-lamblia et PCRq-muris. 134
2.1.1- Sensibilité observée avec le protocole initial d’extraction de I’ADN. 134
2.1.2- Sensibilité observée suite 2 "optimisation du protocole d’extraction avec le RNA Carrier®. 134
2.1.3- Séquengage de 'amplicon de la PCRqg-muris. 135

2.2- Evaluation de la sensibilité du systeme PCRqg-A., 136
2.3- Evaluation de la sensibilité du systéme PCRq-B. 136
2.4- Evaluation de la sensibilité des PCR qualitatives. 136
3- Variations intra et inter-essai de Iétape de quantification. 137
3.1- Variation intra-essai. 137
3.2- Variation inter-essai. 138
4- Evaluation du domaine de linéarité et du rendement. 139
4.1- Domaine de linéarité et rendement de 1a PCRq-lamblia. 140
4.2- Domaine de linéarité et rendement de la PCRqg-A. 140
43- Domaine de linéarité et rendement de la PCRqg-B. 141
5- Variation inter-essai de I’étape d’extraction de PADN. 142

6- Compétition des kystes de G. muris sur la quantification des kystes de G. lamblia. 142



Résultats - Chapitre 2

Concentration et purification des kystes de Giardia & partir de prélévements d'eaux usées.

1- Comparaison de techniques de concentration et de purification pour la détection des

kystes de Giardia par immunofluorescence. 147
1.1- Comparaison de la floculation au carbonate de calcium et de la centrifugation pour la
concentration des kystes de Giardia. 148
1.2- Comparaison de deux techniques de purification des kystes de Giardia : flottation sur
sofution de Percoll™ -saccharose et gradient de saccharose. 149
2- Comparaison de protocoles d’extraction de 'ADN pour I’analyse d’eaux usées. 150
2.1- Comparaison des protocoles d’exiraction en ’absence d’étape de purification des kystes. 151
2.2- Comparaison des protocoles d’extraction aprés une étape de purification des kystes. 152
3- Comparaison de procédés pour la détection des kystes dans les eaux usées par PCR en
temps réel. 153
3.1- Les techniques de purification basées sur les caractéristiques physiques des kystes. 153
3.2- Procédés visant a limiter I‘impact de la matiére en suspension et des inhibiteurs lors de la
détection par PCR. 154
Réactifs intervenant en amont de ["amplification £55
Réactifs intervenant lors de I’amplification 155
3.3- Intérét d’une séparation diphasique a Pacétate d’éthyle. 158
4- Evaluation de la séparation immunomagnétique (IMS) pour la détection des kystes de
Giardia par immunofluorescence et PCR en temps réel. 159
4.1- Evaluation de I'IMS pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence. 160
4.1.1- Essajs d’optimisation du protocole de séparation immunomagnétique. 160
4.1.2- Comparaison par immunofluorescence de I'IMS et du protocole développé au laboratoire. 161
4.2- Evaluation de I’'IMS pour la détection des kystes de Giardia par PCR en temps réel. 163



Résultats - Chapitre 3

1% partie : Les kystes de Giardia dans les eaux usées : détection spécifique de I'espéce Giardia

lamblia et de ses génotypes par PCR

1- Caractéristiques des prélévements d’eaux usées des trois sites.

1.1- Comparaison des valeurs de turbidité.

167
169

1.2- Comparaison des valeurs de pH.

170

1.3- Comparaison des concentrations en coliformes thermotolérants,

170

1.4- Evaluation de 1a corrélation entre les paramétres physico-chimiques et la concentration en
coliformes thermotolérants.

171

2- Concentrations en kystes de Giardia observées par immunofluorescence pour les trois sites.

2.1- Concentrations totales en kystes de Giardia.

2.2- Concentrations en kystes de Giardia positifs aprés marquage an PI.

2.2.1- Comparaison des concenirations en kystes PI positifs entre les différents sites.

172

172

173
173

2.2.2- Comparaison entre les concentrations totales et les concentrations en kystes P1 positifs.

2.3- Evalnation des corrélations entre les concentrations en kystes et les caractéristigues des
prélévements d’eaux usées.

174

174

3- Concentrations en kystes de Giardia lamblia observées par PCR en temps réel pour les trois

sites.

3.1- Comparaison des concentrations en kystes de Giardia lamblia pour les trois sites.

3.2- Comparaison des concentrations en kystes en fonction de Ia méthode de détection.
3.2.1- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d’épuration de Nancy.

175

175

176
176

3.2.2- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d’épuration de Metz.

177

3.2.3- Comparaison des concentrations en kystes pour 1’abattoir de Metz.

177

4- Détection de quatre génotypes de Giardia lamblia par PCR en temps réel et PCR qualitative.

4.1- Détection du génotype C.

4.2- Détection du génotype E.

4.2.1- Résultats de 1a détection du génotype E par PCR gualitative.

178

179

179
179

4.2 .2- Confirmation du génotype par séquencage.

180

4.3- Détection des génotypes A et B de Giardia lumblia par PCR en temps réel.

4.3.1- Détection du génotype A par PCR en temps réel.

182
182

4.3.2- Détection du génotype B par PCR en temps réel.

183

4.3 .3- Comparaison des concentrations en génotypes A et B,

184

4.3 4- Comparaison des concentrations en kystes observées par PCR et par immunofluorescence.
4.3 4.1- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d’épuration de Nancy.
4.3.4.2- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d’épuration de Metz.

184
184
186



2°™ partie : Génotypage de kyste de Giardia lamblia isolés de selles humaines

1- Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia isolés de selles humaines.

1.1- Les différents profils électrophorétiques observés.

188
188

1.2- Génotypage des cas sporadiques.

189

1.2.1- Détection des génotypes A et B.

189

1.2.2- Mise en évidence des sous-génotypes A-1, A-11, B-11f et B-1V.

190

195

1.3- Génotypage de cas regroupés de giardiose.

Discussion.

Conclusion.

Références bibliographiques.

Annexes.

197
209
213



Introduction

G ofe ol ofo ol ofe ok ofo ofe of ofe o



Introduction

Giardia est un protozoaire flagellé, parasite intestinal de I'Homme et de nombreuses espéces animales,
Ce micro-organisme cosmopolite est responsable d'une infection intestinale, la giardiose. En l'absence de
?rmfemen‘r un passage & la chr‘omcn’re avec une aggr‘avo‘rion des symp’romes peu? e‘rre obser've hotamment chez
.Ies personnes tmmunodepmmees GJar'dfa es‘r généralement caractérisé par une prevalence élevée chez les
enfants, surtout lorsque les conditions dhygiéne s'avérent insuffisantes. Les structures de garde collectives et
les voyages en zohes endémiques constituent également des facteurs de risque plus marqués pour cette
parasitose.

Le kyste constitue la forme de résistance de ce protozoaire excrétée dans les selles de ses hdtes et par
voie de conséquence dans I'environnement et notamment les eaux usées brutes, les boues résiduaires, les eaux de
surface..Le milieu hydrique, favorable & la survie des kystes, constitue la principale voie de fransmission de
Giardia. Ainsi, ce micro-organisme apparait comme une des causes les plus fréquentes d'épidémies d'origine
hydrique dues & un agent infectieux dans les enquétes épidémiclogiques réalisées principalement dans les pays
anglo-saxons.

Au niveau de sa classification, le genre Giardia est composé de six espéces parmi lesquelles une seule est
pathogéne pour 'Homme : Giardia lamblia. Les termes Giardia duodenalis et Giardia intestinalis sont également
employés comme synonymes pour cette espéce complexe qui comporte sept génotypes ou assemblages (A 4 6).
Seuls deux génotypes, A et B, sont isolés chez FHomme, mais aussi chez de nombreux mammiféres domestiques,
d'élevage ou sauvages. Les cing autres assemblages présentent une plus grande spécificité d'hdte, ainsi le

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

A Fheure actuelle, des protocoles de référence sont développés par les normes frangaise ou américaine
pour la détection des kystes de Gigrdia 4 partir d'échantillons hydriques de faible Tﬁrbidi‘ré (eau potable, eau
souterraine, eau de surface). Suite aux étapes de concentration-purification réalisées par filtration sur
cartouche et séparation immunomagnétique (IMS), la détection des kystes de Giardia fait alors appel & une
technique conventionnelle, l'immunofluorescence. Cette méthode longue et fastidieuse, présente l'inconvénient
majeur de nhe pas détecter spécifiquement les espéces et les génotypes des kystes présents dans les échantillons
analysés. Ainsi, le développement de technigues autorisant une détection spécifique, rapide et sensible au niveau
des espéces et surtout des génotypes apporterait des données essentielles concernant I'étude des voies de
transmission entre les différents hotes et leur rile dans la contamination de l'environnement. Ces données
permettraient notamment de mieux évaluer la place de 'Homme et des autres mammiféres en tant que réservoir

pour les différents génotypes de Giardia lamblia.

Les techniques de biologie moléculaire connaissent actuellement un essor considérable dans F'analyse
d'échantillons environnementaux en acutorisant une détection spécifique des micro-organismes, basée sur leur
génome. La PCR peut ainsi détecter de facon rapide, spécifique et sensible les différentes espéces du genre
Giardia mais aussi les génotypes de l'espéce Giardia lamblia qui ne sont pas différenciables sur la base de critéres
morphologiques. La PCR conventionnelle est basée sur Fanalyse des résultats aprés amplification de I'ADN, en

revanche la PCR en temps réel développée plus récemment permet d'évaluer la quantité d'ADN initialement

-1 -
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contenue dans un échantillon. L'utilisation d'une gamme étalon amplifiée de fagon simultanée avec les échantillons
@ analyser, permef de connditre leur concentration initiale en micro-organismes et notaminent en kystes de
Giardia.

Ces techniques de biologie moléculaire présentent linconvénient d'étre sensibles & un large éventail de
molécules inhibitrices. Ainsi, le développement de protocoles de concentration et de purification des kystes de
Giardia adaptés aux échantillons biologiques et surtout aux prélevements environnementaux notamment les eaux
usées caractérisées par une forte turbidité ainsi qu'une concentration élevée en matiére organique et en

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

L'eau, indispensable & la vie, est le premier élément constitutif des &fres vivants et de leur
environnement. Toutefois, depuis la fin du 19°™ siécle, I'eau est reconnue comme vecteur de micro-organismes
pathogénes pour 'Homme, La mise en évidence de la transmission hydrique pour Vibrio cholerae et Salmonella
typhi, puis pour de nombreux autres micro-organismes pathogenes (bactéries, virus, parasites), a conduit au
développement du traitement de 'eau de boisson dans les pays industrialisés. Cependant, I'accés & I'eau potable
est trés inégal entre les pays et I'O.M.5. estime & 1,1 milliards le nombre de personnes qui 'y ont pas accés. De
plus, 1,8 millions de personnes décédent de diarrhées chaque année et 90 % d'enire elles sont des enfants de
moins de B ans, en grande majorité dans les pays en voie de développement. 88 % de ces cas de diarrhées sont
imputables a la consommation d'eau non potable et & des conditions sanitaires et d'hygiéne insuffisantes (O.M.5.,
2004).

A Pexception des leptospires et des [égionelles, les micro-organismes a transmission hydrique présentés
dans le tableau 1, sont transmis par la voie féco-orale. Dans les pays en voie de développement, bien que les
aliments et de mauvaises conditions d'hygiéne constituent des voies de contamination fréquentes, l'eau est

considérée comme la principale voie de transmission de ces micro-organismes pathogénes (Ashbolt, 2004),

Tableau 1 : Principaux micro-organismes & transmission hydrique pathogénes pour I'Homme (d'aprés Rese et Slifko,

1999 : Schoenen, 2001 ; Schwartzbrod et of., 2002)

Bactéries Virus entériques Protozoaires
- Campylobacter jejunf - Adenovirus - Acanthamoeba spp.
- Escherichia coli (souches pathogénes) - Enterovirus (Poliovirus, Coxsackie virug) - Balantidium coli
- Legionella preumophila - Norovirus - Cryptosporidium parvum
- Leptospira spp. - Rotavirus - Cyclospora cayetanensis
- Salmeonefla spp. - Saporovirus - Entamoeba histelytica
- Shigefla spp. - Virus des hépatites - Giardia lamblia
- Vibrio cholerae - Isospora belli
- Yersinia enterocolitica - Naegleria fowleri

- Toxoplasma gondii

. Bien que les traitements de potabilisation se révélent efficaces contre la plupart des micro-organismes
pathegénes, les pays industrialisés ne sont pas totalement épargnés par les risques microbiologiques liés a la
consommation d'eau. En effet, certains micro-organismes et plus particuliérement les protozoaires présentent
une forte résistance gux traitements de désinfection par l'ozone et les dérivés du chlore (Ashbolt,
2004 ; Schoenen, 2001). Dans les pays industrialisés, les épidémies d'origine hydrique & Giardia, Cryptosporidium
et plus récemment & Toxoplasma gondii ont montré I'importance de ces protozaoires longtemps sous-estimés par
rapport aux bactéries et virus (Schoenen, 2001). Parmi ces protozoaires, Giardia est considéré comme
responsable de 117 épidémies d'origine hydrigue aux Etats-Unis entre 1960 et 1994 (Rose et Slifko, 1999), Ce
parasite cosmopolite est considéré comme hyperendémique dans certains pays avec des taux de réinfection

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

La premiére description de &Giardia est réalisée en 1681 par van Leuwenhoek a partir de ses propres
selles diarrhéiques. Il faut toutefois attendre 1859 pour gu'une description plus détailiée de ce parasite soit
effectuée par Lambl (Adam, 2001). Durant la premiere moitié du 19%™¢ sigcle, la dénomination de ce parasite est
sujette a de nombreuses controverses car les noms d'espéces sont basés soit sur 'hdte d'origine, soit sur la
morphologie.

En 1952, Filice publie une description morphologique trés détaillée de ce parasite et propese trois
especes pour le genre Giardia. Ce micro-organisme est reconnu comme uhe cause de pathologie diarrhéigue a

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

- 1681 : 1ére description de ce parasite par van Leeuwenhoek.

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

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

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

- 1952 : Filice publie une description détaillée de Giardia et propose alors trois especes : 6. Jamblia, 6. muris et &. agilis.
- 1955 & 1965 : La communauté médicale commence & reconnattre Giardia comme une cause de pathologie diarrhéique.

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

- 1987 : Erlandsen et Bemrick décrivent une nouvelle espéce : 6, psittaci.
- 1988 : Description de l'espece 6. microti par Feely.

- 1990 : Description de l'espéce G.ardeae par Erlandsen et af.

I

Figure 1 : Principales étapes de I'é¢tude de Giardia (Adam, 2001 ; Erlandsen et Bemrick, 1987 ; Erlandsen et af. 1990 ;

Feety, 1988 . Gardner et Hill, 2001 ; Rose et Slifko, 1999)

3- Giardia : une taxonomie en évolution.

3.1- Taxonomie du genre Giardia.

Giardia est un micro-organisme eucaryote appartenant au régne des protozoaires flagellés, Les régnes
Archezoa (regroupant les micro-organismes dépourvus de mitonchondries) et protistes ont été récemment
proposés, toutefois le terme protozoaire est préférentiellement utilisé pour qudlifier Giardia (Adam, 2000 ;
Adam, 2001).

Dans la classification basée sur sa morphologie, &iardia appartient & l'embranchement
Sarcomastigophora, au sous-embranchement Mastigophora (ou Flagellés), d la classe Zoomastigophorea (ou
Zooflagellés), & I'ordre Diplomonadida et d la famille Hexamitidae (six & huit flagelles, deux noyaux, symétrie
bilatérale et parfois axostyles, corps médians) (Adam, 2001 ; Thompson, 2000).

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

proposent une nouvelle classification dans laquelle Giardia ne serait plus classé dans la famille Hexamitidae.
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Giardia appartiendrait alors & la sous-classe Diplozoa ou Diplomanadida, & lordre Giardiida et & la famille
Giardiinae. Toutefois, la plupart des auteurs continuent d classer Giardia dans la famille Hexamitidae (Slifko et
al,, 2000).

L'ordre Diplomonadida est considéré comme .r'egrou.panT des eucaryotes primitifs car les micro-
organismes qui le constituent seraient dépourvus de certaines organelles typiques des eucaryotes comme les
mitochondries et peroxysomes, et contiendraient des systémes endomembranaires peu développés. be plus, cet
ordre constituerait un embranchement précoce des eucaryotes d'aprés la phylogénie de certains génes comme
celui de la petite sous-unité de 'ARN ribosomal (ARNr 55U ou ARNr 185). La taille de ce géne est en effet
inférieure & celle des eucaryotes mais présente des structures secondaires typiques de ceux-ci (van Keulen et af.,
| 1993). La position de Giardia par rapport & lacquisition de mitochondries per les eucaryotes, par endosymbiose,
était source de controverse car ce protozoaire était jusqu'd présent considéré comme dépourvu de ces
organelles. Toutefois, Tovar ef af. (2003} ont récemment mis en évidence la présence de vestiges mitochondriaux
appelés mitosomes dans le cytosol de trophozoites en utilisant des anticorps dirigés contre deux protéines
mitochondriales.

La taxonomie actuelle de Giardia devrait certainement &tre amenée & évoluer suite aux différents

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

3.2- Les six espéces du genre Giardia.

Jusque dans les années 1920, le nombre d'espéces constituant le genre Giardia est source de tres
nombreuses controverses. Ainsi, plus de 40 espéces ont é+é décrites sur la base de 'héte dorigine (van Keulen et
al, 1993). Actuellement, le genre Giardia est subdivisé en six espéces.

En 1952, Filice propose la distinction de trois premiéres espéces : &. lamblia, 6. muris et &. agilis en se
basant sur des critéres morphologiques observés par microscopie optique, le critére principal étant alors la
morphologie du corps médian (Adam, 2001 ; Thompson et al, 2000). D'autres caractéristiques morphologiques
permettent également la différenciation des espéces, il s'agit de la position du ou des corps médians, de la forme
globale deg trophozoites, de la dimension du disque ventral par rapport & la taille globale du trophozoite et de
caractéristiques observables par microscopie électronique (Monis et Thompson, 2003).

Deux nouvelles espéces &. psittaci et 6. ardeae sont décrites respectivement par Erlandsen et Bempick
(1987} et Erlandsen et al (1990} sur la base de caractéres ultrastructuraux observés par microscopie
électronique. Une sixiéme espece, &. microti est caractérisée par la présence de deux trophozoites matures mis
en évidence dans chaque kyste par observation en micrescopie électronique. Le tableau 2 regroupe les

caractéristiques morphologiques des six espéces du genre Giardia, ainsi que leur hdte.
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Tableau Z : Hbtes et caractéristiques morphologiques des différentes espéces du genre Giardia (Adam, 2001 ; Erlandsen

et Bemrick, 1987 : Feely, 1988 . McRoberts et af., 1996 ; Thompson et af., 2000)

Microscopie optique Microscopie électronique . -
Espéce Hate Aspect général Dlmenswnf
" Corps médian des trophozoites
des trophozoites
&. lamblia | Mammiféres, Piriforme 1&2 corps Longueur : 12 d 15 pm
dont 'Homme ou médians,
&. psittaci | Qiseaux en cerf-volant Trophozoites : repli Largeur: 6 & 8 um
transverses, venirolatéral incomplet en
position antérieure, pas de
en forme de griffe | rainure marginale
&. microti | Rats musqués Kystes : deux trophozoites
et campagnols matures {avec leur disque
ventrai) dans chague kyste
6. ardege | Hérons arrondi ou en Trophozoites : Flagelles
forme de griffe | caudaux de taille différente
&, muris Rongeurs Court et arrond Petit et arrondi Longueur: 9 & 12 pum
. Largeur: 547 pm
&. agilis Amphibiens Leng et mince En forme de larme Longueur: 20 & 29 um
Largeur: 445 pm

L'utilisation de techniques de biologie moléculaire permet depuis une dizaine d'années d'améliorer et de
confirmer la classification du genre Giardia au niveau des espéces. Toutefois, aucune donnée n'est actuellement
disponible concernant le génome de 6. psitfaci et 6. agilis. Par contre, pour les quatre autres espéces du genre
Giardia, plusieurs génes sont entiérement ou partiellement séquencés et permettent de valider la distinction de
ces especes basées initialement sur des différences phénotypiques. Les premiers travaux de comparaison de
séquence sont réalisés sur la petite sous-unité du géne de 'ARNr ou ARNr 185,

Ainsi, par comparaison des séquences complétes de la petite sous unité de I'ARNr pour trois espéces:
G. lamblia, & muris et & ardece, van Keulen et al (1993) constatent que ces trois espéces sont bien distinctes et
que & muris est génétiquement plus proche de &. ardeae que de 6. lamblia. Les pourcentages d'homologie de
séquence de I'ARNr de 6. muris avec ces deux espéces sont respectivement de 80 et 76 %.

La distinction de I'espéce &. microti est source de controverses, certains auteurs censidérant qu'elle
appartiendrait en fait & l'espece 6. Jamblia dont elle est trés proche morphologiquement. Van Keulen et al. (1998)
comparent des séquences de 'ARNr de 6. microti provenant de rongeurs avec celles des espéces &. lamblia
&. muris et 6. ardeae. |'arbre phylogénétique construit & partir de ces séquences est présenté sur la figure 2.

Monis et al. (1999) comparent également les séquences des ARNr de &. ardege, 6. muris et de différents

isolats de 6. lamblia avec deux séquences de &. microti fournies par van Keulen et of. (1998).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique obtenu par comparaison des séquences de I'ARNr de &. famblia, 6. muris, 6. ardeae,

&. mticroti et Hexamita sp. utilisée comme référence externe avec la méthode Neighbour-Joining (van Keulen et af.,

1998)

Ces deux équipes constatent alors que les différences entre &. microti et . lamblia ne sont pas plus
importantes que celles observees a l'intérieur de I'espéce de 6. lamblia. Toutefois, &. microti est la seule espéce
pour laguelle les kystes matures contiennent deux trophozoites, L'absence de réaction avec les anticorps
monoclonoux destinés & la mise en évidence des kystes de &. lamblia suggére également des différences
‘antigéniques au niveau de la paroi des kystes entre ces deux espéces (van Keulen et al., 1998). De plus, I'ARNr qui

est une séquence bien conservée, ne constitue peut-&tre pas la cible de choix pour 'étude de cette espéce.

Les travaux récents de Sulaiman et al. (2003) qui comparent les séquences nucléotidiques de la TPI
{Triose Phosphate Isomérase) d'un grand nombre d'isolats humains et animaux permettent de confirmer que
6. microti constitue une espéce distincte de &. lamblia. La TPI présente un haut niveau de polymorphisme, son
étude permet d'améliorer la distinction des espéces du genre Giardia, mais aussi d'étudier les variations de

séquences inftra-espéce notamment pour &, lamblia,

3.3- Giardia lamblia : une espéce complexe.

Les noms d'espéce G. famblia, 6. duodenalis puis 6. intestinalis ont é1é successivement utilisés durant ces
trois derniéres décennies. Ces trois noms despéces peuvent &tre considérés comme synonymes. En effet, le
terme G. lamblia ne peut &tre réservé aux isolats humains car les génotypes isolés chez 'Homme sont également
retrouvés chez de nombreux mammiféres (Adam, 2001 ; Thompson et af., 2000 ; Monis ef al,, 1999).

Aucune caractéristique morphologique ne permet de distinguer les isolats de Giardia lamblia. Par contre,
la mise en évidence de différences de virulence, d'infectiosité, de sensibilité aux agents thérapeutiques, ainsi que
des différences génomiques et allozymiques suggérent que &. lamblia serait une espéce complexe (Andrews et al,,
1989 ; Meloni et al., 1989). De nombreuses études vont conduire & fo mise en place d'une classification de cette

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

3 Les génotypes pathogénes pour Homme.

La premiére classification au niveau moléculaire d'isolats de Giardia lamblia est réalisée dég 1985. Les
technigues de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et de Southern-blot permettent en effet de
classer 15 isolats en trois groupes distincts qui sont ensuite confirmés par F'analyse des antigénes de surface des
trophozoites (Nash et al, 1985 : Nash et Keister, 1985). Ces auteurs distinguent alors un groupe 1 ou WB qui est
Visolat utilisé comme référence, un groupe 2 proche de lisolat WB et enfin un groupe 3 distant de cet isolat. En
1992, cette classification est validée par la comparaison de génes des protéines de surface (VSP) des
trophozoites par Southern-blot et par la comparaison d'une partie de la séquence de la petite sous-unité de
FARNr (Nash et Mowatt, 1992 ; Weiss et al,, 1992). Toutefois la distinction au niveau de la séquence de FARNr
n'est basée que sur une seule variation nucléotidique entre la séquence de chaque groupe.

La classification actuelle des isolats de &. lamblia pathogénes pour IHomme est essentiellement basée
sur les travaux réalisés par des équipes australiennes. Ainsi, Andrews ef a/, (1989) distinguent quatre groupes (I
a IV) suite & l'analyse par électrophorése de 23 alloenzymes provenant de trophozoites issus de 77 isolats
humains. En faisant appel 4 la méme technique pour l'analyse de 60 isolats humains, Mayrhofer et al (1995)
confirment les résultats obtenus par Andrews et af (1989) et distinguent deux groupes majeurs dénommés
assemblages. Les groupes I et IT sont alors rassemblés dans l'assemblage A et les groupes IIT et IV sont
considérés comme appartenant & Fassemblage B. Ces assemblages A et 8 montrent 62 % de divergence par
électrophorése allozymique et I'assemblage A appardit comme plus homogéne que ['assembloge B (Mayrhofer et
al., 1995).

Par comparaison de 47 isolats par électrophorése d'isoenzymes, Southern-blot et RAPD, Homan et af.
{1992) classent 47 isolats humains et animaux en deux groupes : "Polonais” et "Belge”. Par comparaison de la
séquence compléte de la petite sous-unité de I'ARNr entre les génotypes "Polonais” et "Belge”, van Keulen et af.,
(1995) montrent une différence caractéristique dans une région conservée de cette séquence. Cette "signature”
caractéristique est située en positions 22 & 24, elle est constituée de frois nucléotides : ATC pour le génotype
"Polenais” et GCG pour le génotype "Belge”. La comparaison de séquences de cette méme cible pour des isolats
humains et canins, permet & Hopkins et al. (1997) de distinguer quatre groupes (1 & 4). Les groupes 1 et 2
regroupent le totalité des isolats humains, correspondent aux génotypes "Polonais” et "Belge” définis
précédemment par Homan et al. (1992) et présentent la signature nucléotidique décrite par van Keulen et af,

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

L'analyse par PCR-RFLP du géne de la GDH (Glutamate DesHydregénase) pour des isolats d'origine
humaine et animale, permet & Monis et al. (1996) de montrer que les génotypes "Polonais” et "Belge” de Homan et
al. (1992) correspondent respectivement aux assemblages A et B de Mayrhofer et af. (1995). La comparaison de
séquence de Ja TPI (Triose Phosphate Isomérase) de trois isolats classés dans les groupes 1 + 2 et 3 par Nash et
af. (1985), montre 99,2 % d’homologie de séquence entre fes groupes 1 et 2 et seulement 81 % d'homologie entre
les groupes 1 et 3. De plus, les groupes 1 + 2 et le groupe 3 correspondent aux assemblages A et B

respectivement {Lu ef af, 1998).
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Ainsi, les isclats de Grardia lamblia pathogénes pour I'Homme sont classés en deux génotypes majeurs
dénommés assemblages A et B en Australie, génotypes "Polonais” et "Belge" en Europe et Groupes 1 + 2 et 3 en
Amérique du Nord et {Adam, 2000 ; Thompson et af, 2000). Jusqu'd présent aucun consensus n'a permis de fixer
" une dénomination définitive pour ces génotypes, toutefois le terme assemblage est largement utilisé dans la
littérature (Sulaiman et af., 2003). Les nomenclatures utilisées respectivement par les différents auteurs pour
caractériser les génotypes de 6. famblia isolés chez I'Homme sont présentées dans la premiére partie du tableau

3.

Tableau 3 : Nomerclatures alternatives utilisées pour caractériser les génotypes de l'espéce Giardia lamblia

Hdtes Génotypes Références
Assemblage A Mayrhofer et af. (1995)
Groupes T et TE Andrews et al. (1989}
" Polonais * Homan et af. (1992)
Homme Groupes 1+ 2 Nash et al, (1985)
ot Groupe 1 Hopkins et al. (1997)
mammiféres Assembloge B Mayrhofer et al. (1995)
Groupes IIT et IV Andrews ef al (1989)
" Belge ” Homan ef al, (1992)
Groupe 3 Nash et af. (1985)
Groupe 2 Hopkins ef af. (1997)
Assemblage € Monis et al. (1998)
Chiens Groupe 3 Hopkins et al. (1997)
Assemblage D Monis et al, (1998)
Groupe 4 Hopkins et o/ (1997)
Bétail Assembloge E Menis et al. (1999)
(bovins, ovins, porcins) Génotype bétail Ey et ol (1997)
Chats Assemblage F Monis et al, (1999)
Rats Agsemblage G Menis et al. (1999)

¥ Les génotypes spécifiques aux animaux.

Lors de leurs travaux sur les variants des protéines de surface (VSP) des trophozoites, Ey et al. (1996)
et Karanis et Ey (1998) observent un regroupement des isolats provenant d’'animaux dans les assemblages A et B.
Par contre, Mayrhofer et al. (1995) montrent la présence d'un génotype distinct des assemblages A et B lors de
la comparaison d'un isolat félin avec les 60 isolats humains. Hopking et al. (1997) distinguent également deux
nouveaux génotypes dénommés groupes 3 ef 4 regroupant uniguement des isolats canins par comparaison de
séquences de I'ARNPr. Par électrophorése d'allozyme et comparaison des séquences de la GDH pour des isolats
humains et canins, Monis et al. {1998) confirment l'existence de deux génotypes regroupant ces isolats canins.
Ces deux génotypes sont dénommés assemblages € et D et correspondent aux groupes 3 et 4 de Hopkins et al.
(1997).

Lors de la comparaison d'isolats humains et d'animaux d'élevage par électrophorése d'alloenzymes et
comparaison des séquences des VSP et de la 6DH, Ey et al. (1997) distinguent un nouveau génotype spécifique
aux animaux d'élevage. En faisant appel aux mémes techniques, mais en comparant les séquences des génes de la
GDH, de 'EF1A (Facteur d'Elongation 1 Alpha) et de la TPT, Monis et al. (1999) confirment la distinction d'un
génotype spécifique au bétail nommé assemblage E. Ils distinguent également deux nouveaux génotypes qui

seraient spécifiques au chat et au rat nommés assemblages F et & respectivement.
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Les dénominations de ces cing génotypes ou assemblages spécifiques & certains mammiféres sont

présentées dans la deuxiéme partie du tableau 3.

3.3.2- La confirmation de cetle classification.

Les études récentes, concernant le génotypage d'isolats humains ou la comparaison d'échantillons
d'origine humaine et animale dans le cadre d'étude de la transmission zoonotique de 6. famblia, confirment la
classification des isolats de cefte espéce en différents génotypes.

Ainsi, I'analyse de 11 isolats humains, d'isolats de 6. muris et 6. ardeae et surtout de 42 isolats provenant
d'animoux domestiques, sauvages et d'élevage par électrophorése d'olloenzymes, permet a Monis et af. (2003) de
confirmer la distinction de sept génotypes ou assemblages (A & G). L'arbre phylogénétique résultant de cette
étude est présenté sur la figure é(A). Toutefois ces travaux sont réalisés sur des trophozoites maintenus en
culture in vitro. Or l'analyse directe de ADN des kystes de &iardia permet d'éviter la sélection des génotypes
pouvant &tre entrdinée par les techniques de dékystement et de multiplication in vitro (Hopkins et al, 1997).

Les études permettant une validation plus précise de cette classification, visent & comparer, sans
muttiplication in vitro préalable, des génes dont les séquences sont moins conservées que FARNr, comme la 6DH
et surtout la TPI (Amar et al, 2002 ; Read et al, 2004 ; Sulaiman et af, 2003 ; Traub et af, 2004). Parmi ces
études, les travaux de Sulaiman et al. (2003) confortent solidement la classification de I'espece 6. Jamblia en
différents génotypes. L'arbre phylogénétique obtenu lors de cette étude par comparaison de la séquence
nucléotidique de la TPI pour 76 isclats humains et animaux (chiens, bovins, rongeurs) est présenté sur la figure

3(B).

Ces études aboutissent & des conclusions identiques sur la présence de sept génotypes distincts
composant I'espéce &. lamblia. Ainsi, les génotypes A et B regroupent la totalité des isolats humains mais aussi
des isolats issus d'animaux domestiques, sauvages ou d'élevage et sont eux-mémes subdivisés en deux sous-
génotypes, I, IT pour le génotype A et IIL, IV pour le génotype B.

Par contre, les assemblages C & G sont spécifiques de certaines espéces animales, notamment
lassemblege E qui contient uniquement des isolats d'animaux d'élevage (bovins, ovins, porcins) et les assemblages
C et D qui regroupent des isolats canins. Ces études montrent que les kystes de &. lamblia excrétés par les
animaux sont potentiellement pathogénes pour I'Homme. Ainsi la fransmission zoonotique notamment par la voie
hydrique peut &tre une des causes de contaminations humaines par ce protozoaire. De plus, ces travaux
confirment la complexité de l'espéce Giardia lamblia et pourraient conduire, a terme, @ une modification de la

taxonomie actuelle.

- 10 -
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Figure 3 : {A) Arbre phylogénétique obtenu aprés électrophorése d'alloenzymes analysée avec la méthode Neighbour-Joining (Monis et al., 2003). (B) Arbre phylogénétique obtenu

par comparaisen des séquences de la TPI (Triose Phosphate Isomérase) avec la méthode Neighbour-Joining {(Sulaiman et aof., 2003)
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4- Description du génome de Giardia.

4.1- Le projet de séquencage du génome de Giardia.

Le projet de séquencage du génome de Giardia lamblia qui a débuté en Février 1998 est un travail en
collaboration réunissant cing équipes américaines. Ce séquencage est réalisé sur le clone Cé de la souche WB qui
appartient au génotype A-I (ATCC -American Type Culture Collection - référence @ 30957). La progression du
séquengage peut Efre suivie sur un site internet (hitp://gmod.mbl.edu/perl/site/giardia ?page=intro) sur lequel
les résultats sont reportés de fagon bimensuelle. Les séquences de la souche WRB sont également disponibles sur
la banque de données NCBT (www.ncbi.nlm.nih.gov/HTGS/). Le séquencage est effectué par la méthode de
shotgun qui est réalisée par fragmentation au hasard de FADN cible en segments courts. Cette technique utilisée
pour le séquengage de longues séquences d'ADN aboutit & la constitution d'une bibliothéque de séquences qui sont
ensuite comparées et assembiées (McArthur et af,, 2000 ; Sambrook et Russell, 2001). Actuellement, 95,9 % du

génome de la souche WB est séquencé.

4.2- Caractéristiques du génome.

4.2 1- Les chromosomes.

Les premiéres observations en microscopie optique ont révélé la présence de quatre chromosomes par
noyau. Mais l'utilisation de la microscopie confocale a permis par la suite la distinction de cing chromosomes par
Fanalyse des noyaux en métaphase (Adam, 2000).

L'électrophorése en champs alternés (PFGE) qui permet la séparation de trés gros fragments d'ADN, a
tout d'aberd mis en évidence quatre bandes distinctes pour des isolats appartenant au génotype A-I (ISR, WB,
P1, 65, CAT}, alors que cing bandes ont été identifiées pour un isolat appartenant au génotype A-II (isolat JH).
L'utilisation de sondes spécifiques pour chacune des cing bandes isolées pour l'isolat JH, a montré que la bande de
plus faible taille moléculaire des isolats A-T, correspondait en réalité aux deux plus petites bandes de lisolat JH.
La taille des chromosomes de Giardia lamblia a finalement été estimée sur l'isolat WB en comparant la migration
de ses chromosomes avec celle des chromosomes de Plasmodium falciparum (Adam, 2000).

Ainsi, Giardia posséde cing chromosomes de taille comprise entre 1,6 et 3,8 Mb {Adam, 2000} :

Chromosomes 1 et 2: 1,6 Mb
Chromosome 3 : 2,3 Mb
Chromosome 4 : 3.0 Mb
Chromosome 5: 3,8 Mb

De plus, l'analyse par la méthode FISH confirme la présence d'au moins cing chromosomes distincts par
noyau (Yu et af,, 2002),

L'analyse par PFGE a mis en évidence un nombre de chromosomes supérieur & cing pour certains isolats.
L'utilisation de sonde spécifique de chagque chromosome a montré que les bandes supplémentaires mises en
évidence par PFGE sont en fait des variants de taille d'un de ces cing chromosomes. D'autres études ont montré
que ces bandes supplémentaires sont des variants du chromosome 1 pour lesquels environ 30 % de la variation de

taille serait due & des séquences répétées de I'ADN ribosomal (Adam, 2000). La variation de taille de ces

- 12 -
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chromosomes se situe au niveau des régions subtélomériques des chromosomes (Le Blancq et Adam, 1998). Ces
variants contiennent une région interne commune de 850 kb et une région dont la taille varie de 185 & 450 kb

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

4.2.2- Taille du génome haploide.

En utilisant ces données, la taille du génome haploide est estimée a 1,2.107 paires de bases (12 Mb). Avec
la technique Cot, ce génome est estimé 4 une valeur minimum de 30 Mb (Nash et al, 1985). Actuellement, sur la
base de l'analyse par cytométrie en flux, la taille de ce génome est considérée comme étant comprise entre
10,5 Mb et 12 Mb (Bernander et al, 2001). Cette valeur est en accord avec une taille comprise entre 10,6 et
11,9 Mb obtenue par analyse densitométrigue (Adam, 2000). D'apreés le projet de séquengage la taille du génome

de la souche WB est estimée 4 11,7 Mb.

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

La ploidie caractérise le nombre de copies de chaque chromosome dans une cellule. La ploidie de Giardia a
longtemps é1€ source de controverses. Les premiéres études ont utilisé la densitométrie aprés séparation des
chromosomes par électrophorése en champs alternés (PFGE), l'analyse Cot ou la quantification par
microspectrophotométrie aprés coloration de Feulgen (Coloration avec le réactif de Schiff aprés hydrolyse
ménagée de I'ADN). Ces méthodes ont abouti & des résultats contradictoires, avec des ploidies comprises entre
2N et 12N, dues au fait qu'elles ne permettent pas de différencier les différents stades du cycle parasitaire
(Bernander ef al., 2001).

‘Bernander et al. (2001} font appel & la cytométrie en flux, en utilisant une souche d'Escherichia coli dont
le contenu en ADN est connu, comme référence pour déterminer la ploidie des différentes étapes de Giardia.
Pour les trophozoites, la ploidie varie de 4N 4 8N, alors qu'elle est de 16N pour les kystes matures. Pour certains
kystes immatures, une ploidie de 12N est observée, dans ce cas la réplication et la division nucléaire ne se sont
produites que pour un noyau. Les trophozoites en phase G1 sont tétraploides, c'est-a-dire gu'ils contiennent deux
noyaux diploides (2 x 2N). Toutefois, ils restent plus longtemps en phase 62 (phase stationnaire) et contiennent
alors deux noyaux tétraploides (2 x 4N} (Bernander et af,, 2001}, Ces résulats sont en accord avec 'observation

de quatre variants de faille pour le chromosome 1 (Le Blancg et Adam, 1998).
5- Biologie de Giardia.

5.1- Le cycle de vie de Giardia.

Le cycle parasitaire de Giardia est relativement simple et comporte deux stades, le kyste qui est la
forme infestante, résistante & de nombreux facteurs envirennementaux et le trophozoite qui colonise la
muqueuse intestinale de 'ndte et provoque la patholegie. La figure 4 présente le cycle parasitaire détaillé de
Giardia.

L'infection d'un nouvel héte débute par F'ingestion de kystes viables, suivie par leur dékystement, Chaque
kyste libére alors un excyzoite qui va subir deux divisions binaires et une division nucléaire aboutissant & la

formation de quatre trophozoites (Bernander et al, 2001 ; Svird et af, 2003).
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Ces trophozoites vont alors coloniser la muqueuse du duodénum de leur 'hte. Les trophozoites se
multiplient par fission ou division bingire. La répartition des noyaux se ferait suivant un plan équatorial, chaque
trophozaite fille recevant une copie de chacun des deux noyaux du trophozeie initial (Yu et af,, 2002). La division
binagire des trophozoites peut se faire suivant trois plans : dorsal-ventral, dorsal-dorsal et ventral-ventral

{Benchimol, 2004).

Trophozoite

" Mmﬁplicnﬁon \ﬁéga""ﬁ‘{tz

Division nucléaire

4x 2N

Réplication de !'ADN\

4x4N §

Divigion binaire

T 4x4N

- Excyzoite

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

Lors de Fenkystement, les trophozoites subissent des modifications biologiques tres intenses afin de
pouveir survivre en dehors de lintestin de leur h&te, Durant ceite phase, pour chaque trophozoite, deux
réplications de 'ADN, séparées par une division nucléaire, vont permettre la formation d'un kyste mature
contenant 4 noyaux tétraploides (4 x 4N).

L'enkystement et le dékystement sont parmi les processus de développement les plus simples des
eucaryotes. La totalité du cycle de vie de &iardia peut Etre reproduit in vitro grice & des stimuli mimant les

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

3.2- Structure générale de Giardia.

Giardia contient les différents éléments du systéme endomembranaire des eucaryotes constitués par le
réticulum endoplasmique, Fappareil de Golgi, les lysosomes. La présence dun réticulum endoplasmique a été
suggérée par observation en microscopie électronique et confirmée par l'ufilisation d'anticorps dirigés contre une
protéine spécifique de cette structure (Adam, 2001). L'appareil de Golgi a été mis en évidence lors de
l'enkystement, mais sa présence n'est pas confirmée pour les trophozoites. Une activité phosphatase acide,
caractéristique des lysosomes, est détectée dans des vacuoles présentes en grand nombre & proximité de la

membrane cytoplasmique des trophozoites (Adam, 2001 ; Lloyd et Harris, 2002).
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Contrairement & ce qui était couramment admis, Giardia n'est pas un micre-organisme dépourvu de
mitochondries. En effet, Tovar et af, (2003) ont récemment mis en évidence des organelles fonctionnelles, les
mitosomes, dans des trophozoites. Ces structures dérivent des mitochondries originelles acquises par
endosymbiose.

A 'heure actuelle, ni les peroxysomes, ni les hydrogénosomes, n'ont été clairement mis en évidence chez
Giardia. Par conire, une faible activité hydrogénase a été détectée en anaérobiose et le dévefoppeme.n’r de
techniques de détection moins destructrices pour ces structures pourrait améliorer notre connaissance de

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

5.3- Le trophozoite.

3.3.1- Morphologie et métabolisme.

Le trophozoite ou forme végétative est responsable de la pathologie. La présence de glucose, fructose et
éthanol stimule la respiration chez les trophozoites (Lloyd et al., 2002). En présence d'oxygéne, les trophozoites
respirent en utilisant une protéine fer-soufre. Les voies de la glycolyse et des hexoses monophosphate
permettent le catabolisme du glucose et la production d'énergie (Tarrol et al., 2001).

Le trophozoite présente une syméfrie bilatérale avec deux noyaux en position antérieure. Giardia
posséde un cytosquelette complexe composé de plusieurs structures microtubulaires qui participent notamment

aux phénomeénes d'adhésion et de locomotion des trophozoites.

3.3.2- Cytosqueletie, mobilité et adhésion du trophozoite,
Le cytosquelette de ce protozoaire comprend quaire structures microfubulaires : 8 flagelles, un disque
ventral, un & deux corps médians, ainsi que deux ensembles appelés “cordons”.

La figure B correspond 4 la représentation schématique d'un frophozoite de Giardia lamblia.

(A) (8)
FLP

noyau

hoyaux

E g

reph ! Ty, & w
ventrolat éraf  digaue ventral Fa FLP  FV

disque ventral

Figure 5 : Représentation schématique d'un trophozoite de & lamblia. (A) vue dorsale, (B} wwe latérale. FA : flageiles
antérieurs {x2), FC : flagelles caudaux (x2), FLP : flagelles latéro-postérieurs (x2) et FV : flagelles ventraux (x2)

(Elmendorf ef al., 2003)

Les corps médians ou corps parabascux apparaissent en microscopie électronique comme une zone
constituée de microtubules relativement peu organisée et située en position postérieure par rapport aux noyaux,
Les "cordons” sont deux structures reliant, ventralement et dorsalement, les axonémes des flagelles caudaux.

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

intervenir dans les mouvements de la partie caudale des trophozoites (Benchimol ef al, 2004 ; Elmendorf et af.,
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2003). Par contre, le réle des flagelles et du disque veniral au niveau respectivement de la mobilité et de

ladhésion des trophozoites a déja fait Fobjet de plusieurs études.

Les flagelles, impliqgués dans la mobilité des trophozoites, sont répartis en quatre paires: flagelles
antérieurs, latéro-postérieurs, caudaux et ventraux. Les axonémes des flagelles présentent un arrangement de
leurs microtubules qui est caractéristique des eucaryotes avec une paire en position centrale et neuf paires
situées en périphérie. Ils ont pour origine les corps basaux ou kinétosomes placés en position centrale et
légérement antérieure par rapport aux deux noyaux {Elmendorf et af, 2003). Les axonémes des huit flagelles

sont représentés en pointillés sur la figure 5.

Le disque ventral ou disque adhésif est un semblent jouer un réle esentiel au niveau de I'adhésion
élément hautement caractéristique de ce des trophozoites d la surface des entérocytes (Magne
protozoaire. En effet, dans l'ordre Diplomonadida, et al., 1991). Seule la partie centrale du disque est
seul Giardia posséde cette structure qui recouvre dépourvue de ces structures microtubulaires {Adam,

la moitié antérieure de la surface ventrale du 2001 ; Elmendorf et af., 2003 ; Erlandsen et af, 2004).
trophozoite. Ce disque est entouré par un repli
ventro-latéral formant un canal appelé rainure
marginale (figures B{R) et 6(B)). Le disque ventral
et le repli ventrolatéral sont impliqués dans

Fadhésion des trophozoites & la surface de la

muqueuse intestinale (Erlandsen et al, 2004). Le

(A) (B)

Figure 6 : Disque ventral d'un trophozoite de Giardia

disque ventral est constitué de structures
paraliéles & sa surface appelées microtubules et de
(A} : vue d'un disque ventral. (B} : coupe d'un disque

structures perpendiculaires & ces derniéres, . . .
ventral (mT : microtubules, VLF : repli ventrolatéral)

Fensemble forme une structure hélicoidale de (http://www_tulane. edu//~wiser/protozoology/notes/image

forme concave (figure 6(A)). Ces microtubules s/disk.JPG ; juin 2004).

Au cours de ces dix derniéres ann-ées, les recherches sur le cytosquelette de Giardia ont essentiellement
porté sur l'identification des protéines. Ainsi, le cytosquelette est constitué d'au moins 35 protéines ayant un
réle dans la stabilité des différentes structures, mais aussi dans 'adhésion et la locomotion des trophozoites. Il
s'agit de tubulines, centrine (également dénommée caltractine), actine et protéines associées, annexines et

giardines, ces derniéres étant spécifiques de Giardia (Corréa et al., 2004 ; Elmenderf et af,, 2003).

3.4- Le kyste : forme de résistance.

La forme de résistance de &iardia est un kyste ovoide contenant différents éléments : les axonémes des
flagelles, des fragments du disque ventral et des petites vacuoles situées en périphérie (Erlandsen et af, 1989).
Le kyste mature contient également quatre noyaux tétraploides, Les kystes ont, comme les trophozoites, une
activité respiratoire, mais ils prélévent seulement 10 % de 'oxygéne utilisé par les trophozoites 4 37 °C (Lloyd et

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

noyaux et les axonémes des flagelles sont visibles.

noyaux

axonémes

(A) - . - ®

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

optique (B) (hitp://www.ksu.edu/parasitology/625tuterials/Protozeal4. himl ; aolit 2004)

L'observation p(—:tr microscopie électronique de la parot du kyste met en évidence deux composantes : une
cotiche externe filamenteuse et une couche interne comprenant deux membranes. La couche externe mesure 0,25
a 0,3 pym d'épaisseur, elle est constituée de filaments de 7 & 20 nm de diamétre. Au niveau de son organisation,
des filaments épais sont reliés entre eux par des filaments plus fins et plus courts, I'ensemble formant ainsi un
maillage trés serré (Erlandsen et al, 1989 ; Erlandsen et al, 1996). Contrairement & ce qui était couramment
admis pour l'ensemble des protozoaires, la paroi des kystes de Giardia n'est pas constituée de chitine. En effet,
des études récentes ont démontré que les filaments de la couche externe sont constitués de 63 % dhydrates de
carbone sous forme d'un polymere de N-acétyl-D-galactosamine {GalNAc) et 37 % de protéines riches en leucine
{Gerwig et af, 2002). Trois protéines de paroi, Cwp 1, 2 et 3 (Cyst wall proteins) ont notamment été identifiées,
leur poids moléculaire est respectivement de 26, 39 et 27,3 kDa (Jarroll et Sener, 2003).

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

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

B ) Longueur 984147 pm moyenne = 12,2 um

imensions  --ongueur __ZedlnIMM L ToEmETLeenm L
mensions Largeur 784108 pym moyenne = 9,3 pm
Densité 1014108 moyenne = 1,03

L'évaluation de la taille et surtout de la densité est indispensable lors de l'utilisation de techniques de
concentration-purification des kystes de &iardia & partir d'échantillons environnementaux ou de selles. En effet,
ces méthodes sont essentiellement basées sur la taille du micro-organisme (filtration) ou sur sa densité

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

5.5.1- Le dekystement.

Le dékystement est un processus rapide qui permet le passage de la forme kystique & la forme
trophozoite en 15 & 30 minutes. Les stimuli du dékystement sont bien connus, par contre leurs mécanismes

d'action ne sont pas parfaitement élucidés (Svird ef al., 2003).

In vitro, le dékystement est obtenu en mimant les conditions rencontrées par les kystes au niveau du
tube digestif de leur héte. Différentes études ont mis en évidence la hécessité de deux étapes correspondant
aux conditions rencontrées successivement par les kystes au niveau de ['estomac et de la partie supérieure de
lintestin gréle. Ainsi, Bingham et Meyer {1979) montrent que I'exposition des kystes de Giardia & une solution
acide est indispensable au dékystement. Bingham et al. (1979} constatent que le pH optimal est de 2 pour des
kystes provenant de selles. Les kystes sont ensuite mis en contact avec une solution légér‘emem‘ alcaline
contenant des protéases (trypsine, chymotrypsine) et correspondant aux conditions retrouvées dans l'intestin

gréle (Boucher et Gillin, 1990},

Le dékystement est un processus sensible aux stimuli environnementaux gqui entrainent des réponses
coordonnées au hiveau physiologique, structural et moléculaire (Hetsko et al., 1998). Une diminution du pH inferne
des kystes est ainsi déteciee lorsqu'ils sont mis en contact de solutions de pH décroissant. Au niveau structural,
la modification la plus importante est le développement de protubérances remplies de cytoplasme dans l'espace
péritrophique qui s'élargit. Dix minutes aprés le début du dékystement, le protozoaire est distinct de la paroi
kystigue et les premiers excyzoites sont [ibérés aprés 20 minutes d'incubation Des variations au niveau de la
quantité et de la nature des transcripts sont également mises en évidence durant les deux étapes correspondant
aux conditions gastrique et intestinale. Ces variations au niveau des ARNm sont nettement plus marquées dans les
conditions mimant le passage dans l'intestin gréle. Ainsi, 'ARNm de la protéine de paroi Cwp?2 n'est plus détecté
lors de cette étape. Par contre d'autres ARNm apparaissent ou augmentent de fagon notable pour les mémes

conditions {(Hetsko et al.,, 1998).

Plusieurs protéines, présentes dans le kyste ou synthétisées sous I'impulsion d'un pH acide, interviennent
dans le processus de dékystement.

La déphosphorylation des protéines de la paroi des kystes (Cwp) par une phosphatase acide contenue
dans les lysosomes serait impliquée dans la premiére étape du dékystement. Cette enzyme est libérée dans
Fespace périplasmique et initie la déphosphorylation des Cwp qui est une étape préliminaire, indispensable &
Faction des protéases digestives, Les protéines de paroi sous leur forme phosphorylée seraient en effet
résistantes & la protéolyse (Slavin et af., 2002).

La calmoduline intervient également dans le processus de dékystement. Son réle est mis en évidence en
inhibant le dékystement gréce d des molécules antagonistes de cette protéine. De plus, une augmentation de

28 % de Factivité de la calmoduline et sa redistribution au niveau de la paroi, de la membrane cytoplasmique et du
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cytoplasme sont observées suite & I'étape de stimulation du dékystement en présence d'acide chiorhydrique
{Bernal et al, 1998). La protéine kinase A jouerait un réle dans la mobilité et ln division des trophozoites.
L'utilisation d'inhibiteurs de cette protéine a montré quelle interviendrait également dés le début du processus

de dékystement (Abel et af,, 2001).

La cellule obtenue immédiatement aprés le dékystement est de forme ovoide, posséde huit flagelles,
quatre noyaux avec une ploidie de 16N (4 x 4N) et son métabolisme est intermédiaire entre celui du trophozoite
et du kyste. Ce stade dénommé excyzoite initie Finfection et constitue une étape trés bréve du cycle de Giardia.
L'excyzoite se divise rapidement en deux frophozoites contenant deux noyaux avec une ploidie de 8N (2 x 4N).
Aprés une étape de division nucléaire, chacun de ces trophozoites va a son tour se diviser en deux trophozaites
caractérisés par deux noyaux et une ploidie de 4N (2 x 2N). Ainsi chaque kyste conduit & la formation de quatre

trophozoites dans l'intestin gréle de I'hSte (Bernander et al., 2001 ; Svird et of.,, 2003).

5.5.2- L enkystement.

L'enkystement de ce protozoaire intestinal est une étape clé de son cycle parasitaire car elle permet
ensuite sa transmission féce-orale vers un nouvel hite par les voies alimentaire et surtout hydrique. La synthése
d'une paroi est indispensable  la poursuite du cycle parasitaire. Contrairement au dékystement, 'enkystement
-est un processus lent. Il est en effet constitué d'une premiére étape rédlisée en 10 heures et d'une deuxiéme

£tape nécessitant 16 heures (Adam, 2001).

La premiére expérimentation d'enkystement in vifro a été réalisée par Gillin et al. (1987). L'ajout de
forte quantité de sels biliaires aprés culture dang un milieu [égérement alcalin (pH 7,8} initiant 'enkystement, les
sels biliaires sont alors considérés comme étant le stimulus principal de ce phénomeéne. Toutefois, la production in
vitro de kystes en absence de sels biligires a ensuite réfuté leur action directe dans le processus d’enkystement.
Ce serait la combinaison d'un excés de sels biliaires sous forme de micelles couplé & un déficit en cholestéral qui
induirait la stimulation de I'enkystement par inhibition de l'absorption du cholestérol exogéne indispensable & la
biogénése de la membrane des trophozoites, L'atteinte d'un seuil critique en cholestérol entrainerait une

activation de la transcription de génes impliqués dans le processus denkystement (Lujan et al,, 1998).

L'enkystement peut étre divisé en deux étapes. La premiére phase correspond & des modifications au
niveau de la division cellulaire, du métabolisme, de l'ultrastructure, du transport de protéine et de I'expression
des génes. Les trophozoites s'arrondissent rapidement et le disque ventral est fragmenté (Svird et al., 2003).
Aprés 10 heyres d'enkystement, tes trophozottes r'utilisent plus le glucose exogéne, la consommation d'oxygéne
diminue également fortement (Jarroll ef af, 2001). A cet instant, l'appareil de Golgi devient visible, ainsi que des
vésicules spécifiques de I'enkystement (ESV) qui jouent un réle de transport et de différenciation des protéines
et des hydrates de carbone constituant la paroi kystique et dont la synthése est activée lors de cette étape
(5vird et al,, 2003). Ainsi, les transcrits des protéines de paroi Cwpl et Cwp2 sont mis en évidence aprés 90

minutes de contact avec un milieu favorisant I'enkystement (Lujan et al, 1998). Lactivité des enzymes
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intervenant dans la synthése de la N-acétyl-D-galactosamine augmente également de fagon sighificative lors de
Ienkystement (Jarroll et al, 2001). La synthese de protéines, intervenant notamment dens la maturation de la
protéine Cwp2 ou dans l'assemblage des protéines au niveau de fa paroi, est également induite lors de cette étape
(Touz et af, 2002a et b).

Lors de la deuxiéme phase de l'enkystement, les modifications se produisent essentiellement au niveau
des noyaux. Quatre heures aprés le début de son induction, la majorité des cellules ont une ploidie de 8N. Cette
observation est concordante avec le blocage de la division cellulaire lors de cette étape et suggére que
I'enkystement débuterait a partir du stade 62 pendant lequel fes trophozaites contiennent deux noyaux
tétraploides. 24 heures aprés le début de [induction et suite & une division nucléaire suivie d’une nouvelle
réplication de 'ADN, la plupart des kystes observés sont matures et contiennent quatre noyaux tétraploides

(Bernander et al, 2001).

5.6~ Techniques de multiplication de Giardia en laboratoire.

Les différentes étapes du cycle de vie de Giardia peuvent &tre reproduites en laboratoire pour le
maintien de stock ou pour I'obtention d'un grand nombre de kystes ou de trophozoites nécessaires notamment
lors de l'analyse du génome de ce protozoaire. La multiplication de Giardia en laboratoire peut &tre obtenue in
vive par contamination d'un animal ou in vitro en utilisant un milieu de culture favorable a la multiplication des

trophozoites.

3.6.1- Multiplication in vivo.

La multiplication in vive est réalisée soit sur la gerbille ou le souriceau nouveau-né pour l'espéce Giardia
fambiia, soit sur la souris pour I'espéce Giardia muris. La contamination de l'animal est réalisée par administration
per os de kystes purifiés & partir de selles. Les trophozaoites sont ensuite récupérés aprés le sacrifice de Fanimal.
Plusieurs passages sur 'animal peuvent Etre réalisés dans le cas ol le nombre de trophozdites est insuffisant. Les
trophozoites peuvent ensuite Etre mis en culture in vitro (Mayrhofer et al, 1992). Cette technique est
notamment utilisée par les équipes qui réalisent le génatypage de Giardia par électraphorése d'alloenzymes a

partir de trophozoites (Andrews ef af., 1992 ; Mayrhofer et al., 1995).

5.6.2- Multiplication in vitro.

Actuellement, le milieu de culture le plus fréquemment utilisé pour les trophozoites de Giardia est le
milieu TYI-5-33 modifié. Initialement le milieu TYI-5-33 avait été développé pour la culture d'Entamoeba
histolytica (Keister, 1983). Le milieu TYI-5-33 modifié est supplémenié avec de la bile & une concentration de
0,5 & ImgmL” (Keister, 1983). Des antibiotiques peuvent également tre ajoutés a ce miliey, il s'agit de la
gentamicine (50 ug.mL™), pénicilline (1000 ug.mL?), ticarcilline {1000 ugmL?) et amphotéricine B (2 ugmL?). Ces
antibiotigues n'entrainent pas de diminution de la vitesse de muftiplication des trophozoites (Nash et Keister,
1985)

La vitesse de multiplication de Giardia famblia dans le milieu TYI-5-33 modifié varie suivant le génotype.
Ainsi, les assemblages A-I, A-IT et B sont considérés comme ayant respectivement une creoissance rapide,
intermédiaire et lente dans ce milieu. La phase de croissance logarithmique est évaluée & 60 & 70 heures pour

l'assemblage A-I, alors qu'elle est supérieure & 100 heures pour 'assemblage B. Ainsi, la culture in vitro de Giardia
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favoriserait I'assemblage A et plus particulirement A-T par rapport & l'assemblage B. Cette différence de
vitesse de croissance est certainement due & une déficience de ce milieu pour Ja multiplication de I'ensemble des
génotypes de Giardia lamblia et des autres espéces de Giardia. En effet, Giardia muris est une espéce

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

Andrews et al. (1992) constatent des différences au niveau deg résultats de I'électrophorése allozymique
pour un méme prélévement multiphé in vitro ou in vivo. Ces différences pourraient tre dues & une régulation de
Iexpression des génes durant Fadaptation aux conditions de culture, mais elles seraient plus certainement
provoquées par une sélection génétique des différents micro-organismes présents dans I'échantillon. Un mé&me
préléevement de selles peut contenir plusieurs isolats (Butcher er al, 1994) et ces techniques pourraient Eire
responsables d'une sélection des génotypes présents (Andrews et al, 1992 et Mayrhofer et af, 1992).
L'utilisation de ces Yechniques peut donc entrdiner un biais au niveau de la fréquence et de la diversité des

génotypes détectés (Karanis et Ey, 1998).

6- Giardia chez son hote.

Ce parasite est responsable chez son héte de la giardiose, pathologie également dénommée giardiase ou
lamblinse. Les voyages en zones tropicales, subtropicales ou présentant des conditions d'hygiéne insuffisantes,
les structures de garde coliectives pour enfants (créches et halte-garderies) constituent des facteurs de risque
plus marqués pour cette parasitose (Gardner et Hill, 2001 ; Vesy et Peterson, 1999). Le traifement de cette
parasitose ainsi que sa prévention notamment par F'immunoprophylaxie sont regroupés dans le paragraphe 10 qui

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

6.1- DMI et pouvoir pathogene.

La premiére évaluation de la DMI (Dose Minimale Infectieuse) chez I'Homme est réalisée en 1954 sur
des prisonniers volontaires. Cette étude montre que des inoculats contenant 10 a 25 kystes de Giardia lamblia
entrainent une giardiose dans 36,4 % des cas et que l'ingestion de 100 kystes provoque une infection dans la
totalité des cas. L'ingestion d'un seul kyste ne présente aucun risque de contamination (Rendtorff, 1954). Ainsi la
DMI de &. lamblia est faible puisquelle est comprise entre 10 et 100 kystes. Cette faible valeur peut &tre
notamment expliguée par la libération de quatre trophozoites par kyste (Bernander et af,, 2001). La figure 8
correspond & une observation par microscopie électronique d'une muqueuse intestinale recouverte par des

trophozoites de Giardia.

Figure 8 : Observation en microscopie électronique de trophozoites de Giardia recouvrant la mugueuse intestinale de leur
héte (http://cal.nbc. upenn. edu/merial/Introduction/intro_2.htm ; aciit 2004}
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Les trophozoites se placent généralement & proximité de la surface apicale des entérocytes. Ce
protozogire n'est pas un micro-organisme invasif, il n'est que trés rarement observé a lintérieur de la muqueuse
intestinale {Farthing, 1996). La pathogénicite de Giardia n'est pas complétement élucidée. Plusieurs hypothéses
incluent une altération des microvillosités des entérocytes associée & une hyperplasie des cryptes de la paroi
intestinale, I'induction d'une réponse immunitaire provoquant une sécrétion liquidienne et une atteinte de la paroi
intestinale. De plus, Valtération de la flore duodénale et la modification de la composition de la bile pourraient

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

6.2- Signes clinigues.

Les symptémes de la giardiose apparaissent habituellement une & trois semaines aprés lingestion de
kystes viables (Gardner et Hill, 2001). La majorité des giardioses seraient asymptomatiques, dans les autres cas
le tableau clinique est constitué de trés nombreux signes relativement peu caractéristiques tels que selles
péteuses, diarrhées, malaises, crampes abdominales, météorisme, ballonnement, malabsorption des graisses.
D'autres symptémes couramment observés sont une anorexie et une perte de poids (Gardner et Hill, 2001 ; Hoque
et al., 2002). En labsence de traitement la giardiose évolue soit vers une résolution spontanée, soit vers un
passage a fa chronicité caractérisée par une aggravation des symptémes digestifs (Gardner et Hill, 2001 : Vesy et
Peterson, 1999), Chez l'adulte, Rendtorff (1954} observe une réseolution spontanée dans 86 % des cas.

Lors d'une étude réalisée en Espagne, seuls 13,9 % des enfants de moins de 4 ans porteurs de Giardia,
présentaient des symptbmes gastro-intestinaux constitués essentiellement par des douleurs abdominales et des
diarrhées (Rodriguez-Hernandez et al, 1996). Aucun enfant porteur de Giardia ne présentait de diarrhée
chronique et aucune différence significative de poids et de taille wWa été mise en évidence entre les enfants
porteurs et non porteurs de &Giardia dans une créche de région parisienne (Dupouy-Camet et af., 1990). Traub et
al. (2004) observent des signes diarrhéiques associés a la giardiose uniquement chez des enfants tigés de moins
de 10 ans et ces sympidmes ne sont retrouvés que chez 10 % de ces individus,

Certains auteurs tenfent de relier la pathegénicité au génotype. Ainsi, lors d'une étude concernant 18
personnes, une corrélation a été mise en évidence entre le génotype et la sévérité des signes diarrhéiques, une
diarrhée persistante étant associée au génotype B {(Homan et Mank, 2001). Par contre fors du génotypage de
kystes isolés chez des enfants, Read et al (2002) ont montré une fr'équence.‘ plus importante de diarrhées chez
les porteurs de l'assemblage A que chez ceux excrétant Fassemblage B. Le faible nombres d'études prenant en
compte ces deux critéres ne permet pas de conclure actuellement & une différence de sévérité des symptomes

suivant le génotype.

6.3- Réponse immunitaire.

Le statut immunitaire de Fhéte influence sa susceptibilité & linfection et la sévérité des signes cliniques.
Le risque d'infection sévére ou chronigue est plus élevé chez personnes immunodéprimées. Par contre, les
personnes immunocompétentes vivant en zone endémique pour Giardia présentent parfois une moins grande
sensibilité a Vinfection, ce qui suggére la possibilité d'une immunité contre ce protozoaire (Olson et af, 2000).

La réaction immuniteire vis-a-vis de &Giardia feit intervenir les meédiations humorale et cellulaire. Les

lymphocytes T-€D4 et la sécrétion d'immunoglobulines de type A au niveau de la muqueuse intestinale semblent
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jouer un réle majeur dans Félimination des trophozoites (Eckman, 2003 ; Faubert, 2000). D'autres ¢léments
notamment la synthése de protéines par les polynucléaires neutrophiles et 'excrétion d'oxyde nitrique (NO)
pourraient également intervenir dans I'élimination des trophozoites (Eckmann, 2003).

L'évaluation des mécanismes intervenant dans la réponse immunitaire vis-a-vis de &iardia basée sur
I'utilisation de modele murin rend délicate leur fransposition @ Fhomme. Des expérimentations ont €galement été
conduites in vitre, mais elles ont été réalisées avec un milieu de culture favorable aux cellules lymphoides et non
aux trophozoites (Faubert, 2000).

Dans certaines communautés, un taux élevé de réinfestation a été observé, ce phénoméne pourrait
notamment &tre expliqué par des variations dexpression des variants spécifiques des protéines de surface (VSP)
qui représentent une fraction majeure des protéines de la surface des trophozoites. Ces variations d'expression
sont détectées pendant et aprés le dékystement. Ainsi, expression de la TSA 417 qui est largement
prédominante chez les kystes, diminue trés fortement lors de la deuxieme étape du dékystement alors que

Fexpression de nouvelles V5P est induite (Svird et al., 1998). -

0.4- Diagnostic.

Plusieurs techniques permettent de diagnostiquer une giardiose d partir d'échantillons de selles frdiches
ou fixées au formaldéhyde.

La méthode kyste et trophozgites nommée "Ova and Parasite” qui permet la mise en évidence de kystes
ou de trophozoites par examen microscopique des selles, est traditionnellement utilisée (Aziz et of, 2001 ;
Gardner et Hill, 2001).

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

“moléculaire appliquées & l'analyse des préiévements biologiques et des échantillons environnementaux sont
présentées dans les paragraphes 7.3 et 8 qui concernent respectivement les techniques conventionnelles et

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

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

Ce paragraphe décrit les techniques de concentration et de purification des kystes de Giardia & partir
de selles et d'échantilions environnementaux, ainsi que les méthodes conventionnelles de détection et
d'estimation de la viabilité. Les techniques standardisées pour la recherche et le dénombrement des kystes de
Giardia dans les eaux sont également présentées dans ce paragraphe. Les ‘rechn‘fques de biologie moléculaire
permettant le génotypage, la détection et la quantification des kystes de Giardia seront abordées lors du

paragraphe suivant.

7.1- Techniques de concentration des kystes.

7.1.1- Concentration des kystes a partir d 'eanx.

Si le développement de techniques de détection sensibles et rapides est actuellement un des axes de
recherche majeur, 'optimisation de I'étape de concentration ne doit pas &tre négligée afin de permettre

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

kystes de Giardia présents dans ces eaux,

La centrifugation en flux continu est la seule méthode de concentration ne faisant pas intervenir
directement la taille des kystes, cette technique est testée pour la concentration des kystes de &iardia par
Goatcher et al. (1995). Une forte diminution du rendement de récupération lorsque le débit est supérieur &
0.5 L.min™, ainsi que la nécessité d'étapes de concentration supplémentaires constituent les inconvénients
majeurs de cette technique. Bien que les modifications proposées par Zuckerman et al. (1999) permettent
d'augmenter le débit en obtenant un rendement de récupération élevé (87,7 %) dans les eaux potables et les eaux

de riviére (tableaux 5 et 6}, aucune publication n'a fait suite d cette étude.

La filtration et la floculation sont les techniques majoritairement utilisées pour la concentration des
kystes contenus dans les eaux et sont basées sur la taille des éléments & concentrer.

Initialement, la floculation est une technique développée pour la concentration des cocystes de
Cryptosporidium parvum. Au cours des techniques de floculation, les kystes sont retenus par le maillage d'un
floculat constitué généralement par des particules de carbonate de calcium qui sédimentent rapidement. Le
surnageant est éliminé puis le floculat de carbonate de calcium est dissous par ajout d'acide sulfamique (Vesey et
al., 1993). Cette technique a ensuite été proposée pour la détection simultanée des kystes de Giardia et des
oocystes de Cryptoesporidium. La floculation au carbonate de calcium permet d'obtenir des rendements de
récupération compris entre 46 % (Zuckerman et af, 1999) et 77 % (Shepherd et Wyn-Jones, 1996) lors de
Fanalyse d'eau potable dopée en kystes. Pour des prélévements d'eau de riviére, les rendements s'échelonnent
entre 43 % (Zuckerman et al., 1999) et 77 % (Shepherd et Wyn-Jones, 1996). Ainsi, cette technique semble
robuste et performante au vu des rendements de récupération observés sur différents types d'eaux (tableaux 5
et 6). Toutefois, le temps d'expérimentation de cette méthode est relativement long puisque la sédimentation du
floculat nécessite au minimum quatre heures, De plus, cette technique aurait également un effet délétére sur la
viabilité des oocystes de Cryptosporidium certainement dii & une exposition prolongée & un pH basique (pH 10)

(Campbell et al., 1994).

- 24 -



Etude bibliographique

Tableau 5 : Rendement des techniques de concentration des kystes a partir d'eau trés faiblement chargée

Technique Type d'échantiilon Rendement Références
Nature Volume Kystes.L™*
Centrifugation en flux continu
" Eau potable 4507 1110 m=877-47%(n=3)  Zuckerman ef al. (1999)
Floculation au carbonate de calcium
Eau potable 0L 856 64760771 % (n=8) Shepherd et Wyn-Jones
_______________________ m=77 % . Q99%) .
oL 13811 m=637 %(n=23) Matheson et al. (1998)

Acétate de cellulose

p:1,2 um Eau potable 10L 85 3064635%(n=5) Shepherd et Wyn-Jones
............................... m=513% . _......U%%e) ..
Eau désionisée 110° 3673966 %(n=5) . McCuin et al. (2000)

m=631+205%
10 m=654=28%(n=hH)

Fau distillée 10L 10 m=352x14%(n=56) Wohlsen et al. (2004)

Acryligue

p:lZ um Eau potable 0L 85 2244512%:m=367 % Shepherd et Wyn-Jones
p 3,0 pm 388a494% :m=426% (1996)

(n= B}

Nitrate de cellulose

p 3,0 um Eau potable 0L 85 5654776 % (n=5} Shepherd et Wyn-Jones
________________________________________________________________________ mz668%  (998)
p:l2um Eau distillée 8L 108,10°, 61121059 % (n=14) Falk et al. (1998)

5.10° m=787"%

Nitrate et acétate de cellulose

:p 3.0 pm Eau distillée 0L 10 m=242=11%(n=10) Wohisen et al. (2004)
Polycarbonate
“p:2,0pm Eau potable 10L 85 353a671%(n=5) Shepherd et Wyn-Jones
_______________________________________________________ m=485% Q99 ...
Filtration en continu, 2 20L 3 594:104%(n=3)a Oda et of. {2000)
membranes p : 10 et 3 um 934+6,1%(n=3)
Polyéthersulfone
p:08pm Eau petable oL 85 4244482%:m=451% Shepherd et Wyn-Jones
(n=3) (1996)

Filtration sur cartouche

p:15pm Eau potable 100L 85 11,8a232%(n=5) Shepherd et Wyn-Jones
_______________________________________________________ m=171% ... (996} .
p:lum 45| 110" m=116=38%(n=3) Zuckerman et al. (1999)

TypeEnvirochek p:lpm Eaupoteble oL 138:11 m=835%(n=23) Matheson ef al. (1998)
Type Envirochek,p: 1 um Eau distillée 10L 10 Wohlsen et af (2004)
Sans rétrolavage m=4x15%{n=5)

AvecSréfrolavages s m=328:103%n=5)

Type Envirochek-HV, p- 1 pm 0L 10 V

Sans rétrolavage m=28=46%(n=5)

Avec 5 rétrolavages m=59=51%(n=5)

Mousse compressée

p:lum Eau distillée 0L 10 m=498+54%(n=5) Wohlsen et al. (2004)

p : porosifé / m : moyenne
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Tableau 6 : Rendement des techniques de concenfration des kystes de Giardia a partir d'eaux de turbidité variable

Technique Type d'échantitlon Rendement Références
Nature Volume Kystes.L*
Centrifugation en flux continu
Eau de riviere 45 L 1,1.10* 56,7160 % (n=3) Zuckerman et al, (1999)
Floculation au carbonate de calcium .
Eau de riviére oL 85 6B2a776 %(n=6) Shepherd et Wyn-Jones
m=725% (19596)
Eau de source 0L 13811 m=619%(n=20) Matheson et al. (1998)
Fau de riviere 451 1110 m=434:=240%(n=3) Zuckerman et al. (1999)
Fitteation sur membrane il
Acétate de cellulose
p:1,2 pm Eau de riviere 0L 85 3654624 %(n=5) Shepherd et Wyn-Jones
_______________________________ m=501% ... (99) ...
Eau de riviére 10 m=82=34%{n=>5) Wohisen et af (2004)
Acrylique
p:1,2 pum Eau de riviére oL 85 4120518 % :m=461% Shepherd et Wyn-Jones
p 3,0 pm 3658482 %:m=419% (1996)
{n=15)
Polyéthersuifone
p:08um Eau de riviere oL 85 3888435 % .:m=412% Shepherd et Wyn-Johes
(n=3) (1996)
Nitrate de ceilulose
p 3.0 pm Eau de riviere 1oL 85 471460,0 % (n=5) Shepherd et Wyn-Jones
m=527% {1996)
Polycarbonate
p:20um Eau de riviere 0L 85 4594506 % (n=5) Shepherd et Wyn-Jones

m=48,.2 %

(1996)

Filtration sur cartouche

p:15um Eau de riviére 100 L 85 984204%(n=5) Shepherd et Wyn-Jones
________________________________________________________________________ m=163% .. Q99%) .
p:lum Eau de riviere 45 | 1,1.10° m=82=28%(n=3) Zuckerman et al. (1999)
_Cartouche en polyéthersulfone
TypeEnvirochek p:lum _ Feudesource  10L _ 138=11 m=749%(n=20) Matheson et ol (1998)
Type Envirochek-HY, p:1um  Eaude surface  10L 10 DiGiorgio et af. (2002)
11 NTV m=53=006%{n=3)
20 NTU m=46003%{n=3)
36 NTU m=26=001%(n=3)
e ONTY m=05:00025%(=3) ]
p: 1um, Type Envirochek-HY  Eau de riviére L 10 Wohlsen ef al. (2004)
Avec b rétrolavages m=374=38%(n=8)
Mousse compressée
p:lum Fau de riviere oL 10 m=238+35%(n=8) Wohlsen et af, (2004)

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

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

filtration est effectuée sur une membrane, les kystes sont récupérés par lavage ou par raclage. Quel que soit le
type de membrane utilisé, les rendements sont compris entre 22,4 % et 77,6 % pour les eaux potables (tableau
5). La filtration en conting sur deux membranes en polycarbonate de porosité décroissante permet d'atteindre
des rendements supérieurs & 90 %, foutefois aucune publication n'a fait suite a cette étude. Les membranes en
acétate ot en nitrate de cellulose permettent d'atteindre des rendements supérieurs & 50 % voire 6Q % dans
Feau potable. Aprés filtration sur une membrane en acétate de cellulose, les kystes peuvent &tre récupérés par

dissolution de la membrane dans de l'acétone ce qui permet d'augmenter le rendement de récupération (McCuin et
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al., 2000). Dans les eaux plus chargées (tableau 6), le rendement reste proche de 50 % d'aprés Shepherd et
Wyn-Jones (1996). Toutefois, des rendements beaucoup plus faibles (8,2 %) peuvent &tre observés suite au
colmatage de la membrane par des debris (Wohlsen et a/, 2004).

La deuxiéme catégorie de systeémes de filtration utilise une cartouche comme support pour la surface
filtrante. L'utilisation de cartouche présente I'avantage majeur d'augmenter la surface de filtration et ainsi fe
volume analysé. L'élution est alors réalisée par lavage avec une solution détergente. Les surfaces filirantes en
poiyéthersuifone permettent d'obtenir des rendements plus élevés que celles en polypropyléne pour les eaux .
potables et les eaux de riviére. Toutefois, les rendements restent trés variables suivant les études (tableaux 5
et 6). Ainsi, pour des eaux trés faiblement chargées, les rendements gont compris entre 4 % et 83,56 %. Lors de
l'analyse d'eau de riviere dopée avec de faibles concentrations de kystes, plus proches des concentrations
attendues dans ce type d'échantillons, Wohlsen ef al (2004) récupérent 37,4 % des kystes. Comme dans le cas
des membranes, le colmatage de la surface filkrante lors de l'analyse d'eaux chargées en débris et donc Fanalyse
de volumes insuffisants, limite les possibilités d'utilisation de ces techniques pour la détection des kystes de
Giardia dans les échantillons environnementaux.

Bien que ces systémes de filtration présentent des rendements assez variables suivant les eaux
analysées, les méthodes de référence (AFNOR, 2001 ; US-EPA, 2001) recommandent l'utilisation de cartouches
de filtrgtion en polyéthersulfone de porosité 1um (type Envirochek®) pour la détection des oocystes de
Cryptosporidium et des kystes de Giardia dans les eaux de faible turbidité. Les cartouches contenant une mousse
“compressée de porosité équivalente & 1 um répondent également aux exigences de rendement de ces normes

{McCuin et Clancy, 2003),

L'étape de concentration des kystes de Giardia présents dans les eaux usées brutes est essentiellement
réalisée par floculation au carbonate de calcium et surtout par centrifugation. La filtration sur cartouche pose en
effet le probléme d'un colmatage rapide de la surface filtrante par les débris ce qui entrdine ['analyse d'un volume

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

7.1.2- Conceniration des kvstes a partir d'aliments.

Les épidémies d'origine alimentaire mettant en cause &iardia et la consommation croissante de fruits et
légumes crus ou insuffisamment cuits, justifie la recherche des kystes sur ces aliments. Suite a une étape
d'élution réalisée dans des bacs en présence de détergents, la concenfration des kystes est réalisée par
centrifugation. Les rendements de récupération varient suivant les aliments utilisés, mais peuvent atteindre 67 %

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

7.2~ Technigues de purification des kystes.

7.2.1- La purification par cytométrie en flux.

La cytométrie en flux permet de déterminer la taille, le contenu cellulaire et/ou Fintensité de
fluorescence d'une cellule ou d'une particule exposée & un laser. Les mesures de la diffraction de la lumiere dans

laxe et & 90° permettent de déterminer respectivement la taille et les caractéristigues internes de la particule
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{Vesey et al., 1994b). L'autefluorescence ou la fluorescence aprés marquage sont mesurées gréice & un systeme
optique composé de filtres, miroirs dichroiques et photomultiplicateurs.

Le tri par cytoméirie en flux permet la capture des micro-organismes recherchés suite a leur
identification & partir de leur taille relative, de leur complexité interne et d'un marquage par
immunofluorescence. Afin de tenir compte de 'hétérogénéité des deux paramétres de discrimination que sont la
morphologie et la fluorescence, la reconnaissance des micro-organismes se fait suivant leur appartenance & un
intervalle défini pour chacun de ces critéres. Ces deux intervalles définissent la fenétre de tri,

L'eau ou les sédiments contiennent jusqu'd 10 particules par mL, de taille suffisante pour permettre leur
détection par cytométrie en flux. Le probleme majeur lors de l'analyse d'échantillons envirennementaux est le
colmatage de la canule (Vesey et af,, 1994b). Le tri par cytométrie en flux permettrait d'analyser de plus grands
volumes d'eaux par microscopie, de refenir les kystes fixés 4 des particules environnementales et surtout
d'éliminer de plus grandes quantités de débris que les techniques basées sur la densité (Vesey et al, 1994a).
Vesey et al, (1997) montrent que le choix du fluorochrome couplé & Fanticorps affecte la capacité du cytometre a
distinguer les micro-organismes marqués, des particules autofluorescentes. Ainsi le FITC serait plus adapté au
tri & partir d'eat de surface non traitée, alors que le CY3, le PE et le TRITC seraient préférables pour la
purification & partir d'eau potable.

Ferrari et Veal (2003) montrent que ['association d'un anticorps marqué au PE et d'une sonde associée au
FITC augmentent la sensibilité de fagon notable par P'utilisation de deux cibles distinctes constituées
respectivement par la paroi des kystes et I'ARNr. Toutefois cette technique ne permet pas d'éviter la détection
de faux positifs et une étape préalable de purification par séparation immunomagnétique reste nécessaire. La
complexité de mise en oeuvre de cette technique, son manque de spécificité et son colit limitent actuellement le

développement de la purification par cytométrie en flux.

7.2.2- La purification des kystes par les méthodes diphasiques.

Les méthodes diphasiques utilisent deux phases non miscibles, l'une hydrophile et 'autre hydrophobe. Les
techniques de Telemann-Rivas, Ritchie, Bailenger et surtout la technique MIF sont essentiellement utilisées pour
la concentration-purification des kystes & partir de selles.

Pour la méthode de Telemann-Rivas, 'échantillon est trituré en présence d'acide acétique (5 %), tamisé
et 5 mb de filtrat sont mélangés avec 5 mb d'éther sulfurique. Le culot est analysé aprés centrifugation. Les
méthodes de Ritchie, Bailenger et la technique MIF utilisent un protocole identique d la méthode de Telemann-
Rivas avec des variations au niveau de I'étape précédent la séparation diphasique en présence d'éther. Ainsi pour
fa méthede de Ritchie, 'échantillon est trituré en présence de formaldéhyde (10 %). Dans le cas de la méthode de
Bailenger, I'échantillon est dilué dans une solution d'acétate de sodium cristallisé et d'acide acétique et le pH final
est ajusté & 5 par de lacide acétique. La fechnique MIF utilise une solution de merthiclate-iode-formaldéhyde
avant la centrifugation en présence d'éther.

La séparation sur Formaldéhyde-acétate d'éthyle (FEA) est également une technique diphasique utilisée
en coprologie parasitaire, la phase hydrophobe est alors constituée par de Facétate d'éthyle (Weber et af,, 1992 ;

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

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

7.2.3- La purification par séparation immunomagnétique : IMS.

La séparation immunomagnétique est actuellement la méthode de référence pour la purification (ou la re-
coricentration) des cocystes de Crypfosporidium et des kystes de Giardia dans les eaux de faible turbidité. En
effet, cette technique est recommandée par la méthode 1623 de FUS-EPA (2001), mais aussi par la norme

frangaise NF T90- 455 (AFNOR, 2001).
7.2.3.1- Principe de 'IMS.

La technique de séparation immunomaghétique est basée sur Futilisation de billes magnétiques couplées &
un anticorps spécifigue de la paroi des kystes. Une premiére étape de capture des kystes contenus dans la
suspension 4 analyser est réalisée avec les billes magnétiques associées a un anticorps. Un aimant est ensuite
utilisé pour séparer les complexes biiles-anticorps-kystes de la suspension confenant les particules non retenues.

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

7.2.3.2- Influence de la matrice sur I'efficacité de 'IMS.

Bien que I'IMS soit la méthode de purification des kystes recommandée par les normes récentes, peu
d'études portent sur I'évaluation de cette technique. Le tableau 7 présente les résultats de travaux récents
réalisés dans l'eau désionisée, mais surtout dans des milieux trés chargés en débris et provenant de la

concentration d'eau de surface.

% Dans l'eau désionisée

Lors de I'évaluation des rendements de récupération des kystes de Giardia dans l'eau désionisée, les
valeurs sont comprises entre 69.2 = 4,6 % (McCuin et af,, 2001} et 82,6 = 12,2 % (Hsu et af., 2001c). Toutefois,
les valeurs de rendement les plus élevées sont obtenues avec des concentrations initiales nettement supérieures

d ce qui est couramment cbservé pour des échantillons environnementaux,

% Dans les concentrats d'eau de surface

Cette technique se révéle tout aussi satisfaisante avec des concentrats d'eaux de surface puisque les
rendements les plus faibles observés par Mc Cuin ef al. (2001) sont compris entre 55,9 = 4,6% (n = 3) pour une
turbidité de 50 NTU et 59,9 = 7,4 % (n = 3) pour une turbidité de 5 000 NTU. Pour cette méme gamme de
turbidité, les rendements les plus élevés atteignent des valeurs trés proches voire supérieures 4 80 %. Hsu et af.
(2001c) obtiennent des résultats cohérents avec ces valeurs puisqu'ils observent un rendement de 70,6 = 82 %
{n = 3) pour une turbidité de 5 000 NTU, mais avec une concentration en kystes beaucoup plus importante. De
plus, lors de ces expérimentations, les variations des rendements restent saﬁsfaisaﬁTes ptisque les valeurs des
écart-types sont généralement inférieures & 10 %. La turbidité élevée des concentrais d'eaux de surface ne
semble pas influencer les performances de la séparation immunomagnétique. Pour fe kit IMS GC-Combe, qui est le
plus fréquemment utilisé dans les expérimentations récentes, un volume de culot maximal de 0.5 mL est conseillé

pour obtenir un rendement satisfaisant. Toutefois, pour des échantillons de turbidité équivalente (5000 NTU),
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McCuin et al. {2001} constatent que les rendements de récupération ne diminuent pas avec Feugmentation du
volume de culot, En effetf, echantilion contenant le culot le plus volumineux (0,8 mL) permet d'ebtenir les
rendements de récupération les plus élevés. Les rendements les plus faibles sont observés pour Féchantillon
caractérisé par un volume de culot nettement inférieur aux recommandations (0,2 mL}, mais contenant une
quantité importante d'argile et de vase. Ces résultats montrent que la composition de 'échantillon peut également

influencer I'efficacité de I'TMS (McCuin et af., 2001).

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

Turbidité  Concentration en  Protocole de concentration  Technique Pourcentage de Références
(NTW) kystes de détection récupération
Eau désionisée
O 1000 kystesml™” aueun IFA . 826=122%(n=6) Hsueral (2001c)
NR = 30 kystes.mlL? IFA 74067 %(n=3) Yakub et
Stadterman-Knauer
___________________________________________________________________________ (2000} ...
NR 9d4l2kystesmlt IFA . 692=48%(n=3)  McCuinetal (2001)
NR 22 & 24 kystes.mL”’ IFA 800:47%(n=3)  Huetal (2004)
Concentrats d'eaux de surface
5000 1000 kystesmL” Concentrat obtenu par IFA _ 706:82%(n=3)  Hsuetd (200lc)
9412 kystes.mL™ filtration sur cartouche et IFA 599 =74 %(n=3) McCuin ef al. (2001)
élution avec un tampon PBS &
_______ contenant des détergents 800+21%(Mm=3
500 9412 kystesml™ IFA 58,1108 % (n=3) McCuin et af. (2001)
a
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 831=79%M=3) ..
50 9 412 kystesml™ IFA 55,9+ 46% (n=3) McCuin et al. (2001)
G

797 +97 % {n=3)

% dans les selles et les boues résiduaires

Lors de la comparaison de la sensibilité de I'IMS avec les techniques de Faust {purification par
flottation} et de Lutz (purification par sédimentation} pour la détection de kystes de Giardia dans des selles
humaines naturellement contaminées, Souza et al. (2003) montrent une plus grande sensibilité de la séparation
immunomagnétique. En effet, les techniques classiques de purification aboutissent a 15,7 % d'échantillons positifs
alors que I'TMS couplée a la détection par immunofluorescence détecte des kystes de Giardia dans 27,5 % des
echantillons.

Massanet-Nicolau (2003) associe une purification par sédimentation & la séparation immunomagnétique
pour la détection des kystes de Giardia dans des boues résiduaires et des selles animales. Dans les boues
primaires et secondaires, 22 a 48 % des kystes sont récupérés avec ce protocole de purification. Rimhanen-Finne
et al. (2001) utilisent également la séparation immunomagnétique pour la détection des kystes de Giardia dans les

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

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

La conservation des réactifs, I'dge des kystes, la concentration en fer de I'échantillon analysé sont des

facteurs pouvant influencer I'efficacité de cette technigue.
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Ainsi, Hu et al. (2004) constatent que laugmentation du temps de rotation de 50 % peut &tre nécessaire
afin de maintenir le rendement de récupération des kystes, lorsque les réactifs sont conservés sur une durée
supérieure d un mois. Toutefois, d'autres expérimentations seraient nécessaires pour confirmer cette étude
realisée uniquement avec des kystes en suspension dans de 'eau désionisée.

Concernant Finfluence de I'dge des kystes sur le rendement de 'TMS, Yakub et Stadterman-Knauer
{2000) observent une diminution du rendement de 50 % lorsque les kystes sont stockés 90 jours dans du tampon
PBS entre 2 et 8°C. Les auteurs expliqguent cette diminutien du rendement par 'agrégation des kystes qui rend
plus délicate la numération des stocks de kystes et la préparation des solutions de dopage. McCuin et af. (2001)
constatent une diminution du rendement de la séparation immunomagnétique de 81 a 49 % pour des kystes
stockés 20 mois dans de ['eau désionisée entre 3 et 5°C. Tls supposent alors que cette chute de ['efficacité de la
technique pourrait &fre due & une plus faible densité de déterminants antigéniques sur fa paroi des kystes.

Le troisiéme facteur incriminé dans les variations de rendement de cette méthode est la concenfration
en fer-dissous présent dans les échantillons. Yakub et Stadterman-Knauer (2000) montrent quune concentration
en fer dissous supérieure & 40 mg.L’ entrgine une forte diminution du rendement de 'TMS allent jusqu'd des
rendements inférieurs 4 10 % pour une concentration supérieure ou égale & 200 mgL™. Le fer est couramment
retrouvé dans les eaux de surface et les eaux souterraines. Des concentrations comprises entre 0,5 et 20 mg.L*
sont également observées dans des eaux usées ou des effluents de bassins & boues activées. De plus, le fer est
utilisé pour le traitement de déphosphatation des eaux usées par précipitation au chlorure ferrique. De fortes

.concentrations en fer peuvent donc &tre attendues dans les effluents de ces stations d'épuration. Lors de cette
étude, |'utilisation dEDTA comme agent chélateur d'ions divalents n'a pas permis d'augmenter le rendement de la
géparation immunomagnétique en présence de fer. De nouvelles études seraient nécesseires pour déterminer si
l'effet délétére du fer dissous est dii & une action au niveau des interactions de surface entre les anticorps et la
paroi des kystes, au niveau de la récupération des complexes billes-anticorps-kystes, ou & une combinaison de ces

facteurs (Yakub et Stadterman-Knauer, 2000).

7.2.4- Les techniques de purification basées sur la densite.

Les méthodes de flottation et de gradient de densité isolent les kystes des autres débris grice a leur
différence de densité. Ces méthodes sont couramment utilisées pour la purification de kystes de Giardia d partir
de selles ou d'échantillons environnementaux.

Pour les méthodes de flottation, la solution & purifier est déposée & la surface dune solution de densité
supérieure A celles des éléments & purifier. Les particules vont alors se séparer en deux populations, d'une part
celles qui flottent d la surface de la solution de flottation car elles sont de densité inférieure et d'autre part
celles qui sédimentent au fond du tube car elles sont plus denses. Ce phénoméne de séparation est accéléré par
une centrifugation.

Les centrifugations en gradient de densité sont de deux types et utilisent soit un gredient continu
{centrifugation isopycnique), soit un gradient discontinu (centrifugation sur coussin). Lors de la centrifugation
isopycnique, la selution de purification utilisée forme un gradient de densité continu. Les particules & séparer

vont se placer au cours de leur migration dans la zone du gradient dont la densité est identique a la leur. Cette
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technique est trés résolutive mais d'un maniement délicat. Dans le cas de la centrifugation sur un gradient
discontinu, différents dépbts de densité décroissante sont réalisés. Les particules & séparer sont déposées au
dessus du gradient et vont ensuite se placer au cours de la centrifugation au-dessus de la couche qu'elles ne
pourront pas traverser. La fraction est récupérée a l'interface de deux couches. Cette technique en gradient

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

7.2.4.1- Purification & partir de selles.

Plusieurs méthodes de flottation sur des solutions de citrate de petassium (Rose et af, 1988), de sulfate
de zinc (Mahbubani et af, 1991 Rose et af, 1988 ; Wade et al, 2000 ; Zajac ef al, 1592), de saccharose
{Bingham et al., 1979 ; Roberts-Thompsen et al,, 1976} ou de Percoll™-saccharose {Rose ef al, 1988 ; Sauch,
1985) sont utilisées pour la purification des kystes de Giardia & partir de selles humaines ou animales. Les
techniques utilisant des gradients de densité sur des solutions de saccharose ou de Percoll™ sont moins
fréquemment utilisées pour la purification des kystes (Sauch, 1984 ; Smith et Smith, 1989).

Actuellement, la méthode de Faust qui permet la purification par flottation sur une solution de sulfate
de zinc de densité 1,18, est la plus couramment utilisée par les laboratoires d'analyse. Peu d'études précisent fes

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

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

Technique Densité des Concentration en Rendement Références
solutions kystes

Flottation
Solution de citrate de 116 NR 76 % (n=5) Rose et al (1988)
potassium & 40 %
Solution de Percoll™- 1,09 NR 77 %(n=5) Rose et al. (1988)
saccharose
Solutien de saccharose 105 NR 0% Roberts-Thompson et al.

1,075 5% (1976)

1,10 64 %

1,125 65 %

1,15 60 %

1,11 NR 30% Fontaine et al. {1984)
Solution de Sheather 1,29 NR 70 % (n=6) Rose et al (1988)
{saccharose) 124 . 68 % (nh=5)

117 66 % (n=5)
Solution de sulfate de zinc 1,18 NR 403 % (h=5) Rose et af (1988)

{méthode de Faust)

Gradient de densité

Solutions de Percoll™ 1,01 < 107.mb !t de 60482 % Sauch, 1984
1,13 suspension de selles

Solutions de saccharose 1,02 NR 63 % Smith et Smith (1989)
1,06 {n=4)
1,18

Selon les études et le type de solution utilisée pour la purification par flottation, les rendements
s'échelonnent entre 60 et 77 % pour des densités comprises entre 1,10 et 1,29. Fontaine et al. (1984) observent
un rendement plus faible (30 %) que Roberts-Thompson et al. {1976) lors de la purification sur une solution de
saccharose de densité de 1,11, mais cette étape de purification par flottation sur selution de saccharose est

répétée plusieurs fois. Par contre des densités de l'ordre de 1,05 ou 1,07 semblent inefficaces avec des
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rendements nettement insuffisants. Les techniques basées sur la purification par gradient de densité
permettent d'obtenir des rendements compris enfre 60 et 80 %. L'utilisation moing frequente des techniques

basées sur les gradients de densité est certainement due a feur mise en ceuvre plus longue et délicate.

7.2.4.2- Purification a partir d'eaux.

Les rendements de récupération présentés dans le tableau 9 tiennent compte de ['étape de concentration
et de purification des kystes souf pour les travaux de Nieminski et al. (1995) et LeChevallier et al. (1995) pour
lesquels le dopage est réalisé suite & I'étape de concentration. Toutefois 'étude de Robertson et al. (2000)
permet de comparer différentes techniques de purification aprés concentration par centrifugation sur trois
types de prélévements environnementaux. D'aprés cette étude, quelque soit fe type d'eau analysée (eau potable,
eau usée fraitée, eau usée brute), les rendements de récupération les plus élevés sont obtenus en |'absence
d'étape de purification. Parmi les trois protocoles de purification, la combinaisen d'une flottation sur selution de
saccharose {d: 1,18) et d'une purification diphasique & I'éther permet d'obtenir les rendements les plus élevés et
les écarts-types les plus faibles. Toutefois, Robertson et al. (2000) utilisent une solution de saccharose de
densité 1,18 alors quune densité de 1,10 semble donner des pourcentages de récupération plus élevés
(LeChevallier et af., 1995). Concernant les autres études, la flottation sur solution de Percoll™-saccharose est la
technique la plus fréquemment étudige. Lorsque la densité de la solution est de 1,10, le rendement de cette
technique associée a une étape de concentration est compris entre 22,8 et 90 %. L'évaluation de cette technique
_sur des concentrats d'eau de surface permet G LeChevallier et al. {1995) d'obtenir des rendements de 100 %
alors que Nieminski et al. (1995) observent un rendement de 53 x 33 %. Les rendements des techniques de
purification sur gradient de Percol™ ou de saccharose sont rarement évalués. Nieminski et all (1995) obtiennent

83:23%de récupération avec un gradient de Percoll™ toujours avec des concentrats d'eau de surface.

7.2.4.3- Paramétres powvant modifier les performances des techniques basées sur la densité.

La viabilité des kystes et leur adsorption & des débris pourraient influencer les rendements des
techniques de purification basées sur la densité. Ainsi, LeChevallier et af (1995) constatent que la flottation sur
solution de Percoll™/saccharose favoriserait la récupération des kystes vides, mais aucune hypothése n'est
proposée pour expliquer cette sélection. Medema et al. (1998) montrent que les kystes s'adsorbent aux particules
en suspension Jorsqu'ils sont mis en contact avec des effluents de station d'épuration. 35 % des kystes
s'adsorbent aprés quelques minutes de contact ef 70 % aprés 24 heures. Cette adsorption aux particules en
suspension influence la cinétique de sédimentation des kystes. Des variations de rendement pour une méme
méthode de purification pourraient tre expliqguées par la viabilité des kystes ou leur adsorption aux particules

eh suspension.
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Tableau 9 : Rendements

environnementaux

de récupération des techniques de purification des kystes de Giardia dens les échantillons

Protocole de Protocole de purification Concentration  Rendement Références
concentration en kystes
Eau potable
Centrifugation 1500g, 15 Flottation sur solution de saccharose 120 kystes.L? 3923 % (n=7) Robertson et al.
minutes {d:118) 5000 kystesl? 39+21%{n=7) {2000)
Méthode diphasique (éther) 120 kystesL? 47 =26 % (n=7)
5000 kystesL 51+22 % (n=7)
Flottation sur solution de saccharose 120 kystesl™ 52+ 26%(n=7)
{d : 1,18), méthode diphasique {éther} 5000 kystesL? B6=17%{n=7)
Aucun 120 kystes.L™ 8t+11%(n=8)
5000 kystesL? 83=9%{n=8)
Filtration sur cartouche Flotfation sur solution de Percoll™- 1,8.10% kystesl® 228a265 % (NR)  Hsu et af (1999)
izﬂﬂgs;zﬁ;f:ne, élution, ?dafc:;!(l;;se 110°a110°L 300:117%(n=8) Hsuetal (2001a)
Filtration sur membrane Flottation sur solution de Percoll™- 110°a110°L° 404+97 % (n=58)
en polycarbonate, élution, saccharose
centrifugation (d: 1,10}
Eau de riviére
Floculation au carbenate Flettation sur solution de Percol™- 310 kystesl™ 61% (n=1) Ho et af. {1995)
de cafcium ?j‘fcffg‘)’se 500 kystesL® 40 % (10490 %) Ho et Tam (1998b)
Filtration sur cartouche Flottation sur solution de Percoll™- 110°a110°L* 284:110%(n=4) Hsuetal (2001a)
:Zﬂi::}’z;ZfLE:"e Elution, ?;‘cclh fg;se NR 273156 % (n=5) Hsu et al. (2001b)
Concentrat d'eau de surface
dopage aprés Flottation sur solution de Percoli™- NR 53+33% (n=4) Nieminski et al
concentration saccharose : d: 1,05 (1995)
Gradient de Percoll™ :d: 1,5 et 1,09 82+23%(n=4)
Flottation sur solution de Percoll™- NR LeChevallier et af.
saccharese 1 d 1 1,05 2%((n=3) (1995)
d: 110 100 % (n=3)
d:1,15 96 % {n=3)
Eau usée traitée :
Filtration sur gaze, Flottation sur solution de saccharose 120 kystes L™ 37216%n=7) Reobertson ef af
Centrifugation 1500g, 15 {(d:1,18) 5000 kystesl' 40:17 % (n=7) (2000)
minutes Méthode diphasique (éther) 120 kystes.L* 4317 % (n=7)
5000 kystesl™ 47 +22 %{n=7)
Flottation sur solutfon de saccharose 120 kystes L™ 48:+:12% (n=7)
(d : 1,18), Méthode diphasique {éther} 5000 kystesl' 52:18%(n=7)
Aucun 120 kystesL™ 81227 % (n=8)
5000 kystesl® 78:17%(n=8)
Eau usée brute
Filtration sur gaze, Flottation sur sofution de saccharose 120 kystesL” 30£23% (n=7) Robertson et ol
Centrifugation 1500g, 15 (d:1,18) 5000 kystesl' 31:19%(n=7) (2000)
minutes Méthode diphasique (éther) 120 kystes.™ 38:28%(n=7)
5000 kystest?! 35x24%(n=7)
Flottation sur solution de saccharose 120 kystes L™ 4918 % (n=7)
(d : 1,18), Méthode diphasigue (éther) BOOO kystesl' 49:29%{h=7)
Aucun 120 kystesL™ 79232 %(h=8)
5000 kystesl! 85=x30%(n=8)
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7.3- Technigues de détection des kystes.

Dans les selles, la technique traditionnelle de détection de Giardia est la méthode kyste et trophozoite
{nommée "ova and parasite”) pour la détection de I'ensemble des protozoaires et helminthes. Toutefois doutres
techniques de détection basées sur des réactions immunologiques ou sur la détection du génome tendent & se

développer en complément de celle-ci,

7.3.1- La méthode acuf et parasite.

Cette méthode conventionnelle comprend trois types danalyse microscopigue : une analyse directe au
microscope, uhe analyse apres concentration par sédimentation ou flottation et une analyse aprés coloration de
Iéchantillon (Aziz et af., 2001). Concernant les techniques de concentration, la méthode de Faust est basée sur la
purification par flettation sur une solution de sulfate de zinc (d : 1,18), alors que la méthode de Ritchie est une
technique diphasique de purification en présence de formaldéhyde et d'éther.

L'analyse par la méthode kyste et trophozoite permet la détection de 60 & 80 % des infections pour
'analyse d'un échantillon, alors que deux échantillons permettent la détection de 80 & 90% des cas de giardiose
et trois échantillons entrdinent une détection supérieure & 90 % (Aziz et af, 2001). Rodriguez-Hernandez et af.
(1996) observent également une augmentation de la prévalence lors de 'allongement de la période d'observation.

La coloration de I'échantillon permet de faciliter la détection du parasite. Les procédures de détection
apreés coloration utilisent généralement le Lugol, le trichrome, ihématoxyline et la procédure MIF (Merthiclate-
Tode-Formaldéhyde). Parmi ces méthodes, la procédure MIF et la coloration au trichrome apparaissent comme les
plus efficaces pour la détection des kystes de Giardia (Pickering et Engelkirk, 1988). De plus, la méthode MIF
présente I'avantage de coupler la concentration et la coloration des kystes.

Toutefois, lintermittence ef le faible niveau d'excrétion des kystes peuvent entrdiner l'examen de plus
de trois échantillons pour le diagnostic de cette parasitose (Gardner et Hill, 2001). La nécessité de techniques de

diaghostic plus spécifiques, rapides et senstbles a conduit au développement des techniques immunologiques.

7.3.2- Les technigues immunologiques.

Les techniques immunologiques sont soit des méthodes d'immunofluorescence {IFA : Immuno-

Fluorescence Assay), soit des techniques immunonuenzymatigues (ELA : Enzyme Immuno Assay).

L'immunofluorescence (TFA) fait intervenir des anticorps poly- ou monocionaux couplés & une molécule
fluorescente constituée par le FITC (IsoThiocyanate de Fluoresceine) ou le TMR (TétraMéthylRhodamine). Le
FITC présente une coloration verte alors que le TMR est caractérisé par une coloration rouge lorsque la longueur
d'onde d'excitation est comprise entre 450 et 490 nm (Jarmey-Swan ef af, 2000). Cette technigue de marquage
des kystes nécessite ensuite une ebservation microscopique de I'échantillon,

L'immunofluorescence est la technique actuellement recommandée par les normes américaines (US-EPA,
1995, 2001) et frangaises {AFNOR, 2001) pour la numération des kystes de Giardia dans les échantillons d'eaux
environnementales. Toutefois, cette technique est relativement longue et fastidieuse et le risque de faux

positifs dii & une réaction croisée avec d'autres éléments notamment des aigues ne peut Etre fotalement écarté
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(Mahbubani ef af, 1992). Actuellement, cette méthode ne permet pas de déterminer l'espéce pour des kystes

présents dans ces échantillons.

Les techniques immunoenzymatiques (ETA) font appel & des anticorps sur lesquels est fixée une enzyme.
L'ajout du substrat de F'enzyme permet ensuite la révélation de la réaction. Le produit de la réaction enzyme-
substrat est une molécule colorée. La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) appartient aux
méthodes immunoenzymatiques, il s'agit d'une technique basée sur la compétition entre les antigénes que l'on
recherche et des antigénes marqués par une enzyme. Les anticorps sont fixés sur un support, I'échantillon &
analyser ainsi qu'une quantité connue d'antigénes marqués sont ensuite mis en présence des anticorps.

La {ecture des résultats ne nécessitant pas d'examen microscopique, elle est plus rapide que pour
{immunofluorescence. Toutefois, ces techniques immunoenzymatiques peuvent entrdainer la détection de faux

positifs due d la mise en évidence d'antigénes de paroi et non de kystes intacts (Tohnston ef af, 2003).

Lors d'é¢tudes d'estimation de la sensibilité et de la spécificité des techniques immunoenzymatiques sur
des prélevements de selles (tableau 10), les performances de ces méthodes sont comparées d celles de
Iimmunofluorescence ou d'une technigue de coloration classique (Schunk ef al, 2001). La sensibilité de ces
techniques est supérieure & 88 % dans la totalité des analyses. La spécificité des techniques EIA est comprise
entre 99 et 100 % , par contre elle présente une variabilité plus importante pour la technique ELISA puisquelle

varie entre 89 et 100 %.

.....

Techniques Sensibilité Spécificité Référence
g;ﬁ 182 ,f) ggg ;: Zimmerman et Needham (1995)
?;ﬁ 94 _128 ,ﬁ igg ;: Garcia et Shimizu (1997)
ELISA 886-100% 99 - 100 % Aldeen et al. {1998)
IFA 97 % NR
EIiA 1000 % 100 % Aziz et af. (2001)
ELISA 91-94 % 89 %
EIA 100 % 996 % Schunk ef al. (2001)
IFA 100 % 100 % Johnston et al (2003)
EIA 90,6 % 995 %

La plus faible sensibilité de la technique ceuf et parasite, par rapport aux méthodes immunologiques,
nécessite généralement la lecture de plusieurs lames pour obtenir des résultats similaires entre ces méthodes,
ce qui est difficilement applicable dans le cas d'analyse en routine (Aldeen et al, 1998). Bien que
limmunofiuorescence soit une technique mains rapide que les techniques immunoenzymologiques, elle doit &tre
préférée a ces dernieres car elle est couplée & l'observation microscopique et permet ainsi de vérifier la

présence des kystes.
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7.4- Techniques d’estimation de la viabilite.

La viabilité est la condition nécessaire, mais non suffisante, pour que I'ingestion de kystes provoque tine
infection. L'estimation de la viabilité des kystes de Giardia provenant de selles, d'eau destinée a la consommation
humaine ou de prélévements environnementaux (eaux de surface, eaux usées, boues) peut Etre réalisée par
différentes techniques. Les méthodes classiques sont représentées par I'inoculation & F'animal, le dékystement in
vitro et 'observation par microscopie pouvant Etre précédée par une étape de coloration. L'électrorotation et les
techniques de biclogie moléculaire sont des méthodes plus récemment proposées pour l'estimation de la viabilité

des kystes. L'intérét des techniques de biologie meléculaire dans ce domaine sera abordé dans le paragraphe 8.

7.4.1- L électrorotation.

L'électrorotation est une technigue non invasive basée sur I'observation de micro-organismes soumis & un
champ électrique rotatif. La rotation induite chez les micro-organismes varie suivent la conductivité et la
constante diélectrique de la paroi, de la membrane cytoplasmique et du cytoplasme des kystes, mais aussi du
milieu de suspension. La perte de viabilité des kystes entraine une augmentation de la per‘méabilité de la paroi
provoquant une diminution de la conductivité au niveau du cytoplasme et une meodification de leur comportement
sous l'effet d'un champ électrigue rotatif.

Le sens et la vitesse de rotation des kystes permettent d'estimer leur viabilité. La mesure de la vitesse
de rotation serait moins sensible aqux variations de conductivité du milieu de suspension et devrait &tre
préférentiellement utilisée pour 'anclyse d'échantillons environnementaux (Dalton et g/, 2001a et 2001b).

Ces travaux relatifs & I'électrorotation ont &té réalisés par une seule équipe et uniquement sur des
suspensions purifiées de kystes, ainsi des expérimentations sur des kystes provenant de différentes sources

environnementales seraient indispensables pour F'évaluation de cette technigue.

7.4.2- La microscopie optique.
7.4.2.1- La coloration & I'éosine.

La coloration & ['éosine est une technique basée sur l'exclusion de ce colorant par les kystes viables,
Cette méthode a notamment été utilisée pour I'estimation de la viabilité en comparaison avec le dékystement in
vitro lors d'expérimentations portant sur la survie des kystes de Giardia. Cette coloration simple & mettre en
oeuvre, consiste d marquer les kystes non viables par une solution aqueuse d'éosine grice d la perméabilité de leur
paroi. Le pourcentage de viabilité est ensuite déterminé par observation microscopique et correspond au nombre

de kystes non marqués par rapport au nombre total de kystes {(Bingham et af,, 1979).
7.4.2.2- Le contraste interférentiel différentiel (DIC).

La microscopie DIC permet d'estimer la viabilité des kystes par [observation de leurs siructures
externes et internes. Les kystes viables pr‘éseﬁ‘renf alors une parei nettement délimitée, un espace périplasmique
entre la paroi et la membrane cytoplasmique, ainsi gu'un cyteplasme hyalin et non granuleux (Schupp et Erlandsen,
19874a). Toutefois, Hautus et af. (1988) constatent que 38 % des kystes satisfaisant ces trois critéres ne peuvent

se dékyster in vitro et aucun critére morphologique ne permet de les identifier.
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7.4.2.3- Les colorants fluorogéniques.

Les principaux colorants fluorogéniques utilisés pour Festimation de la viabilité des kystes de Giardia
sont le PI (Iodure de Propidium ou 2,7-diamino-9-phényl-10-(diéthylaminopropyl)iodure méthiodure de
phénanthridinium), le FDA (Diacétate de Fluorescéine) et le DAPI (4',6-diamidino-2- phénylindole).

Le PT est un colorant basique exclu par les cellules viables dont la membrane est intacte. Les kystes de
Giardia non viables présentent une coloration rouge & 510-560 nm (Thiriat et af,, 1998), Cette molécule qui est un
analogue du bromure d'éthidium (BET) g'intercale entre les deux brins d'’ADN contenus dans les cellules non
viables ce qui entrdine une trés forte augmentation de sa fluorescence (Yeh et of, 1981).

Le FDA est un ester non polaire qui traverse la paroi du kyste par diffusion, il est transformé en
fluorescéine par les estérases intracellulaires et permet ainsi la mise en évidence d’une activité enzymatique. La
fluorescéine s'accumule dans les kystes viables qui présentent alors une fluorescence verte & 450-490 nm (Sauch
et al., 1991).

Le DAPT traverse la paroi des kystes et se fixe au niveau de I'ADN. Les noyaux des kystes viables
présentent alofs une fluorescence bleue caractéristique & 365 nm (Thiriat et af., 1998). Le marquage par le DAPT,
en association avec 'immunofluorescence et l'observation DIC, est actuellement recommandé par la norme US-

EPA (2001) pour la numération des kystes de Giardia.

L'utilisation des fluorochromes est une technique rapide, simple et peu coliteuse {Schupp et Erlandsen,
1987b). Toutefois, la comparaison de cette méthode avec I'inoculation a I'animal et le dékystement in vitro a
montré une surestimation de la viabilité des kystes par Vutilisation des colorants fluorogéniques (Labativk et al.,

1991; Smith et Smith, 1989).

7.4.3- Le dekystement in vitro.

Cette méthode comporte différentes étapes dont les plus importantes sont I'induction et |'incubation.
Les conditions appliquées pour les étapes d'induction et d'incubation miment celles de l'estomac et de lintestin
gréle de Fhbte. Différents paramétres comme la température, le pH et le milieu d'incubation influencent le niveau
de dékystement (Bingham et al, 1979). Ainsi, la température doit €tre maintenue constante & 37°C durant
lensemble des étapes. Le pH optimal pour l'induction est de 2 (car cette étape seffectue in vivo au niveau
gastrique), alors qu'il est de 8 lors de lincubation (étape réalisée in vivo au niveau intestinal). Ii a également été
observé que pendant |'étape d'incubation, F'utilisation d'enzymes, notamment la trypsine permet d'augmenter le
pourcentage de dékystement (Schaefer ef al, 1984 ; Labatiuk et al, 1991), Le dékystement est apprécié par
observation au micrescope.

Cette technique présente I'avantage d'étre d'exécution rapide (une d trois heures), mais elle ne présente
pas une bonne corrélation avec le dékystement in vivo qui doit lui Etre préféré (Smith & Smith, 1989 ; Isaac-

Renton et af., 1992).

7.4.4- L'inoculation a 'animal ou dékystement in vivo.

Le modele animal permet de mesurer la capacité des kystes d terminer leur cycle parasitaire chez héte

et y provoquer une infection. Il s'agit de la méthode de référence pour I'étude de la viabilité des kystes (Labatiuk
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et al, 1991). On peut utiliser comme association hote-parasite soit souris - Giardia muris, soit gerbille - Grardia
duodenalis.

Préalablement a l'inoculation des kystes, un examen des selles est effectué sur les rongeurs et un animal
par groupe est sacrifié afin de vérifier I'absence de trophozoites au niveau de l'intestin gréle. Des kystes, &
raison de plus de 100 par animal, sont ensuite administrés par voie intra-gastrique a l'aide d'une sonde, le choix
d'une infestation massive permettant de diminuer le temps de latence {Schupp et Erlandsen, 1987a). Des
analyses de selles sont ensuite réalisées de j+3 & j+11. Les animaux pour lesquels aucun kyste n'a ét¢ détecté,
sont sacrifiés et des trophozaites sont recherchés par examen microscopique de la muqueuse intestinale
{DeRegnier et af., 1989 ; Schupp et Erlandsen, 1987a).

Outre Futilisation d'animaux, le dékystement in vive présente linconvénient d€tre une méthode & réponse

tardive.

7.4.5- Comparaison des trois technigues classiques d estimation de la viabilité.

Lors de I'évaluation de la survie des kystes a différentes températures, Bingham et af. (1979) constatent
que F'exclusion a |'éosine conclut toujours & une plus grande résistance des kystes par rapport au dékystement in
vitro, ainsi cette technique entrdinerait une surestimation de la viabilité.

Schupp et Erlandsen (1987a) monirent une parfaite corrélation entre les observations DIC et le
marquage par le FDA ou le PI. Les kystes PT positifs, non viables, présentent des caractéristiques morphologiques
distinctes des kystes viables positifs au marquage FDA. Lors de la comparaisen entre inoculation d l'animal et le
marquage par le FDA et le PI, Schupp et Erlandsen (1987b) montrent que les kystes de &. muris positifs au FDA
provoquent une infection chez la souris alors que les kystes PI positifs n'entrainent aucune contamination chez
Fanimal. Toutefois, ces auteurs utilisent de trés fortes quantités de kystes lors des essais d'inoculation & Fanimal,
De plus, certains kystes ne pourraient &tre marqués ni par le FDA, ni par le PI. Le FDA surestimerait la viabilité
par rapport au dékystement in vitro (Smith et Smith, 1989). Sauch et al. (1391) constatent que le PI ne permet
pas le marquage des kystes exposés au chlore et aux monochloramines,

Labatiuk et af. (1991) observent que pour les kystes exposés & l'ozone, le FDA et le dékystement in vitro
surestimeraient la viabilité par rapport 4 finfectiosité chez l'animal. Ainsi, le dékystement in vitro est une
méthode pouvant surestimer la viabilité notamment par sa subjectivité lorsque le dékystement n'est qﬁe partiel
{Labatiuvk et af., 1991).

La figure 9 compare la precision de détection des kystes viables par les trois méthodes : inoculation &
l'anitmal, dékystement in vitro et colorants fluorogéniques. La technique in vivo est la seule & permettre la mise en
évidence des kystes aptes & poursuivre leur cycle parasitaire chez I'hgte et constitue la méthode de référence.
Toutefois, le marquage par le DAPT et le PT semble &tre la méthode la mieux adaptée pour I'estimation de la

vigbilité des kystes de Giardia isolés & partir d'échantillons environnementaux (Thiriat et al., 1998)
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Figure 9 : Comparcison de la précision de détection de la viabilité des kystes de &iardia par

inoculation & l'animal, dékystement in vitro et microscopie (DeRegnier et al., 1985}

7.5- Méthodes de référence pour la détection des kystes de Giardia dans le milieu hydrigue.

Deux catégories de méthodes de référence existent pour la détection des kystes de Giardia dans le
milieu hydrique. Ces deux catégories different par la technique de purification-concentration des kystes qui est
réalisée soit par flottation, soit par séparation immunomagnétique (IMS). La premiére catégorie correspond 4 la
méthode ICR-US-EPA de 1995 (ICR : Information Collection Rule} et la deuxiéme regroupe la norme frangaise
NF T90-455 de 'AFNGR (2001) et la méthode 1623 de 'US-EPA (2001). Ces trois méthodes de référence sont
établies pour la détection des kystes de &iardia, mais aussi des oocystes de Cryptosporidium.

Les meéthodes normalisées ICR-US-EPA (1995) et NF T90-455 (2001) concernent Fanalyse d'eaux
destinées A la consommation humaine, d'eaux de surface et souterraines, voire d'eaux résiduaires épurées sous
certaines conditions. La méthode 1623, validée sur des eaux de surface, peut &tre utilisée sur d'autres types
d'eaux aprés vérification de ses performances. Ces protocoles sont donc destinés a I'analyse d'échantillons d'eaux
de faible turbidité. Ces méthodes sont constituées de trois étapes : concentration des kystes par filtration sur
cartouche, purification des kystes, puis détection par observation microscopique. Les caractéristiques des
différentes étapes constituant ces trois méthodes sont présentées dans le tableau 11.

La méthode 1623 de I'US-EPA (2001) précise que lors du contréle qualité, les rendements initiaux de
récupération dans 'eau désionisée doivent tre compris entre 24 et 100 %. L'évaluation de l'effet de la matrice
sur le rendement de la méthode avec des échantillons environnementaux dopés, doit aboutir d des rendements de

récupération compris entre 15 et 118 %.
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Tableau 11 : Caracteristigues des différentes étapes des méthodes ICR-US-EPA (1995), NF T90-455 AFNCR (2001}
et 1623 US-EPA (2001)

Méthodes

ICR-US-EPA (1995) 1623 US-EPA (2001)

NF T90-455 AFNOR (2001} |

Fiftration sur cartouche (Porosité : 1 um)
Cartouche avec surface filtrante en

!
i Cartouche avec surface filtrante en polyéthersulfone
polypropyléne 5!

Concentration
Elutien

Centrifugation (centrifugeuse & godets oscillants)

1050 g, 10 minutes 1250 g, 30 minutes 1500 g, 15 minutes

i
!
i
!

Flottation sur solution
Purification Sépargtion immunemagnétigue : IMS

de Percoll-saccharose (densité . 1.1}

Immunofluorescence : utilisation d'anticorps marqués au FITC
Détection-
CObservation & Pobjectif DIC

identification ;
Marquage sur membrane en acétate Marquage sur lame 4 puits
et quantification

de cellulose {poresité : 0,22 um). Marquage au DAPT

Tableau 12 : Rendements des méthodes 1623 US-EPA (2001) et NF T90-455 AFNOR (2001) pour la détection des
kystes de Giardia

Méthode Volume analysé Kystes.L"  Rendement Références
Eau distillée
Mérhode 1623, non modifiée 0L 98 =15 45+ 41 % (n=4) Quintero-Betancourt
Méthode 1623-cartouche Envirochek-HY 100L 9815 37:40% (n=4) et al. (2003)
Eay potable
NF T90-455 100 L 24449 345=118%(n=100 De Roubin et al.
125985 424=65%(n=10) (2062)
Méthode 1623, non modifiée 0L 9815 64 =16 % {(n = 5) Quintero-Betancourt
et al. (2003)
232118 772x60%{(h=3) Hu et al. (2004)
Méthode 1623-cartouche Envirochek-HY 100 L 98+15 55+ 22 % {n=5) Quintero-Betgncourt
et af. (2003)
Eau de surface Turbidité
NF T90-455 5 20L 244+49 5322116 % (n=10) De Roubin et al
10 1259 :85 403115 % (n=10) (2002}
Méthode 1623 IINTU 10L 10 61 =006 % (n=3) DiGiorgio et al.
99 NTU 1,7L 083x001%(n=3) (2002)
Méthode 1623- 11 NTU 0L 53+005%(nh=3)
cartouche Envirocheck- 20 NTU oL 462003 % {n=3)
HV 36 NTU 7L 26 +001%(n=3)
99 NTU 3.2L 0500025 % (n=3)
Eau usée traitée
Méthode 1623, non modifiee oL S 98+15 26284%(n:=5) . Quintero-Betancourt
Méthode 1623-cartouche Envirochek-HY 100 L 98+15 2794 % (n=5) et al {(2003)

Cartouche Envirochek HY (High-Volume) = cartouche destinée a la filtration de 100 L d'eau
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La méthode 1623 US-EPA non modifiée permet d'obtenir des rendements compris entre 64 et 77 % lors
de l'analyse d'eau potable (Hu et al, 2004 ; Quintero-Betancourt ef al,, 2003). Par contre le rendement diminue
et I'écart-type est plus élevé (26 = 84 %) lorsque cette méthode est appliquée & une eau usée traitée (Quintero-
Betancourt et af, 2003).

La cartouche Envirochek-HV (High Volume) qui permet de filtrer des volumes 10 fois plus importants que
le cartouche Envirechek classique, o essentiellement été développée afin d'améliorer le rendement de
récupération des oocystes de Cryptosporidium. Concernant la détection des kystes de Giardia & partir deau
potable et d'eau usée traitée, la modification du systéme de filtretion ne permet pas d'augmenter le rendement
de récupération. De plus, pour les eaux usées fraitées, la variation du rendement est plus élevé avec ce type de
cartouche, DiGiorgio et af. (2002) observent £galement gu'une Turbidité supérieure & 20 NTU est préjudiciable au

rendement de la méthode 1623 US-EPA quelque soit le systéme de filtration mis en oeuvre.

8- L’apport des techniques de biologie moléculaire dans 'étude de Giardia.

Le développement des techniques de biclogie moléculaire a permis notamment d'envisager leur application
& la détection de micro-organismes pathogenes dans les prélévements biologiques, mais aussi dans les échantillons
environnementaux. Ainsi, de nombreuses études concernent la détection, le génotypage, 'estimation de la viabilité
et plus récemment la quantification de Giardia par ces techniques. L'intérét croissant qui est porté 4 ces
techniques est justifié par leur apport en terme de sensibilité, rapidité et surtout spécificité par rapport aux

méthodes conventionnelles de détection des micro-organismes.

8.1- Description des technigues utifisées pour la détection ou la quantification de Giardia.

8.1.1- Les technigues d hybridation.

8.1.1.1- La méthode FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).

La technique dhybridation in situ a pour objectif de localiser une séquence particuliére de l'acide
huecléique au sein de la cellule par hybridation d'une sonde oligonucléotidique complémentaire. Les ARN
ribogomaux (ARNr) sont choisis comme cible dans la méthodologie FISH. La sonde est couplée & un fluorochrome
permettant ensuite la détection par microscopie en épifluorescence. Cette technique autorise une détection
spécifique d'espéce et ne détecte pas les kystes vides ou les fragments de paroi contrairement d la détection par
immunofluorescence (Dorsch et Veal, 2001).

En 2001, Dorsch et Veal montrent que la techniqgue FISH permet la détection de kystes viables, sans
toutefois la comparer avec les autres méthodes d'estimation de la viabilité. Actuellement, cette technique

permet o détection des kystes, mais son intérét dans 'estimation de leur viabilité doit €tre confirmé.

8.1.1.2- L'hybridation dot-blot.

La technique d'hybridation dot-blot est basée sur l'immobilisation de FADN ou de I'ARN cible sur une
membrane en nylon suivie par sa détection par hybridation avec une sonde marquée. Une étape de lyse des kystes
et de purification de ADN doit &tre réalisée préalablement au dépbt sur la membrane.

Dés 1988, Butcher et Farthing testent la méthode de dot-blot sur des échantillons de selles et ne

parviennent pas & détecter 'ADN de kystes de Giardia par cette technique. Abbaszadegan et al. (1991) utilisent
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une sonde ciblant la petite sous-unité de 'ARN ribosomal. Cette sonde permet alors la détection des kystes de
&. lamblia dans des eaux usées traitées et des eaux de surface, mais matheureusement s’hybride également avec
'ADN provenant de kystes de 6. muris. Finalement, cette technique n'est plus actuellement utilisée pour la

détection des kystes de Giardia.

8.1.2- L’amplification par PCR (Polymerase Chain Reactior).

B8.1.2.1- Principe.

La technique de Polymerase Chain reaction (PCR) permet d'amplifier de fagon spécifique une séquence
d'ADN en plusieurs millions de copies. Cette méthode consiste & polymériser un fragment d'ADN de fagon
répétée d Paide d'une enzyme thermostable et de deux amorces sens et antisens, L'amorce sens est
complémentaire d'une partie du brin antisens de I'ADN, dlors que I'amorce antisens s'hybride avec le brin sens.
Une PCR est composée de 20 a 40 cycles successifs qui permettent en théorie d'obtenir 22° & 2*C copies de la
séquence cible.

Chaque cycle est composé de trois étapes. L'ADN double brin est dénaturé par chauffage a une
température de 95°C. La deuxiéme étape est ensuite réalisée a une température comprise entre 50 et 60°C et
permet I'hybridation des amorces & chague extrémité de la séquence génomique & amplifier, La température
d'hybridation est dépendante de la séquence et de la longueur des amorces. La troisiéme étape nommée
élongation est réalisée 4 partir des amorces par 'ADN polymérase & une température de 72°C et permet la
synthése des brins complémentaires.

La nested-PCR (PCR nichée} et la semi-nested PCR (ou hemi-nested PCR) sont des variantes de la PCR
conventionnelle permettant d'augmenter la sensibilité ainsi que Ja spécificité de cette technique de détection en
amplifiant 'ADN par deux PCR successives. Ces techniques utilisent respectivement une ou deux nouvelles
amorces situées a l'intérieur de la séquence du fragment amplifié lors de la premiere PCR. Une deuxieme
amplification est ensuite réalisée afin de synthétiser une quantité trés importante dADN. L'utilisation de
nouvelles amorces permet également d'améliorer la spécificité de détection. L'inconvénient majeur de ce type de
technique est lié & la manipulation d'ADN amplifié entrdainant un fort risque de contamination.

Les premieres études portant sur la détection de kysies de Giardia par PCR ont ét¢ publiées au début
des années 1990 (Mahbubani et af, 1991, 1992 | Weiss et al, 1992). Les travaux ont ensuite porté sur lo
detection des kystes & partir de selles ou déchantilfons environnementaux (Mahbubani et al, 1998 ; Mayer et

Palmer, 1996),
8.1.2.2- Révélation des produits amplifiés.

L'ADN amplifi¢ peut &tre détecté soit par hybridation moléculaire avec une sonde complémentaire de la
séquence cible (Southern-blot), soit par électrophorése sur un gel d'agarose en présence de bromure d'éthidium
{BET) qui est un agent intercalant, suivie par une révélation sur une table UV (254 nm).

La révélation des produits amplifiés par Southern-blot permet d'augmenter la sensibilité, mais aussi la
spécificité de la PCR notamment lors de Fanalyse d'échantillons environnementaux (Kaucner et Stinear, 1998 ;
Mahbubani et af, 1998). La révélation par Southern blot est utilisée par Mahbubani et af. (1992) pour confirmer

la spécificité des amorces. Weiss et al. (1992) constatent que les amorces dessinées pour Famplification de
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Giardia lamblia amplifient également 'ADN de frois autres protozoaires {(Enfamoeba histolytica, Leishmania
major et Trypanosoma brucer), ils font alors appel d cette technique pour détecter spécifiquement &. fomblia. Ces
auteurs constatent que la révélation par Southern-blot permet également d'atteindre une valeur de limite de

détection 10 d 100 fois plus performante.

8.1.3- La technigue RFLP (Restriction Fragment Length Polvmorphism).

La technique RFLP a notamment été utilisée par Nash ef al. (1985) pour comparer les séquences ADN
d'isolats de Giardia d'origine humaine et animale. La digestion de 'ADN par des enzymes de restriction ou
endonucléases permet d'obtenir des profils électrophorétiques permettant la comparaison des différents isolats
lors d'études épidémiologiques.

La PCR-RFLP associe I'amplification de 'ADN par PCR & la digestion enzymatique par des enzymes de
restriction. Suite & une PCR conventionnelle, 'ADN amplifié est purifié, puis digéré par une ou plusieurs enzymes
de restriction et les différents fragments sont ensuite révélés par électrophorése, Cette technique permet ainsi
d'identifier des isolats en fonction de leur profil électrophorétique. Cette technique nécessite la mise en
évidence de site de restriction enzymatique par séquengage.

Actuellement, la PCR-RFLP reste une technique couramment utilisée pour le génotypage de kystes de
Giardra isolés de selles humaines ou animales. Ainsi, Homan et af (1998) montrent que cette technique permet
d'obtenir des profils électrophorétiques différents pour les génotypes A et B & partir de souches référencées de
&. lamblia et qu'elle peut alors €tre utilisée pour le génotypage de kystes isolés de selles humaines. Amar ef af,
(2002} utilisent la PCR-RFLP pour réaliser [a distinction entre les sous-génotypes AT et AIL lors de l'enalyse de
selles humaines. Caccio et al. (2002) développent une PCR-RFLP permettant la distinction entre les génotypes A,
B et E de &. famblia et valident cette technique par comparaison avec les résultats de séquencage toujours sur
des selles humaines. Plus récemment, Read et af. (2004) proposent un protocole de PCR-RFLP utilisant deux
enzymes de restriction pour la distinction des sous-génotypes AI, ALTL, BITTI, BIV, C, D et E et propesent de

l'utiliser pour le génotypage d'isolats d'origine humaine ou animale.

8 1.4- La quantification par PCR en temps réel.

La PCR-en temps réel est une technique ot Fétape de révélation du produit amplifié se fait directement
au cours de lamplification. Par econséquent il n'est plus nécessaire de révéler les produits amplifiés par une étape
de révélation par hybridation ou électrophorése. Le principe de cette technique est fondé sur la mesure de la
fluorescence émise au cours de la PCR qui est proportionnelle au nombre de copies d'ADN néosynthétisé (Higuchi

et al, 1993).

Suivant la technologie utilisée, la fluorescence peut €tre soit le résultat d'interactions non spécifiques
entre 'ADN amplifié et un agent intercalant, seit générée gréce d une sonde spécifique complémentaire de I'ADN
cible.

Dans le cas de 'utilisation d'un agent intercalant (Bromure d'Ethidium, SYBER Green..), plus le nombre de
molécules I ADN amplifié augmente, plus la quantité d'agent intercalant fixée augmente et plus l'intensité de

fluorescence est élevée. La fluorescence peut également &tre générée par utilisation de sondes spécifiques
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complémentaires de 'ADN amplifié. Il s'agit de sondes marquées chimiquement par un fluorochrome (sondes
TagMan et TagMan MGB, sondes dhybridation, sondes molecular beacon, sondes scorpions..), Lors de cette étude
des sondes TagMan et TagMan MGB sont utilisées pour fa quantification de kystes de Giardia lamblia et de

certains génotypes de cette espéce,

Les sondes TagMan MGB comportent deux éléments spécifiques constitués par un groupement MGB
{Minor Groove Binder) et un quencher non fluorescent (NFQ) & Fextrémité 3. Les MGB sont des molécules
relativement allongées, en forme de croissant, qui se lient au sillon mineur de FADN par des forces de Van der
Waals, des interactions hydrophobes et électrostatiques {(Kutyavin et af., 1997}, La présence du groupement MGB
permet daugmenter le Tm des sondes et la stabilité de la liaison entre la sonde et 'ADN cible. Plus la sonde est
de peﬁfe"r'aille et plus la contribution du groupement MGR & la stabilité de la liaison entre la sonde et sa cible est
importante. Le groupement MGE permet donc de dessiner des sondes plus courtes et ainsi plus sensibles aux
variations de séquence d'un seul nuciéotide. Les sondes TagMan MGB sont notamment utilisées pour la
discrimination allélique. De plus, la présence d'un quencher non fluorescent et la diminution de la distance entre le
quencher et le reporter permettent de diminuer trés netfement le ratio signal/bruit. En effet, ce ratio est de
1.5 pour une sonde TagMan MGB alors qu'il est de 6 pour une sonde TagMan classique (Kutyavin et af., 2000). Le

tableau 13 présente les caractéristiques des sondes TagMan et TagMan MGB.

Tableau 13 ; Caractéristiques des sondes TaqMan et TagMan MGB

Type de sonde Marquage en 5  Marquage en 3' Taille Autres caractéristiques
JagMan TAMRA 20430 nucléotides auoune ...
TagMan MGB  6-FAM, VIC, TET Quencher non fluorescent Inférieure a 20 nucléotides  Groupement MEB

(NFQ)

6-FAM : 6-carboxyfluorescéine ; TET ' tetrachloro-6-carboxyfluorescéine ; TAMRA : 6-carboxytétraméthylrhadamine ;
NFQ : Non Fluorescent Quencher ; MGB : Minor Groove Binder,

Les deux points importants pour la PCR en temps réel avec les sondes TagMan et TagMan MGB sont
l'activité exonucléasique de la Tag polymérase et Futilisation de sondes caractérisées par un double marquage aux
extrémités 5 et 3'. Les sondes TagMan et TagMan MGB sont en effet marquées d leur extrémité 5' par un
fluorochrome ou "Reporter” et & leur extrémité 3" par un “Quencher”. Le quencher inhibe 'émission de

flurescence par phénoméne de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) lorsque la sonde est intacte,

Burant I'amplification (figure 10), les amorces et sonde TaqMan shybrident 4 la cible pendant 'étape
d'hybridation. Lors de la phase d'élongation, la sonde est clivée grdce & Factivité 5'-3' exonucléasique de la Taq
polymérase ce qui permet la séparation enire ie quencher et le reporter provoquant alors une émission de
fluorescence. A chaque synthése d'un brin d ADN une molécule de fluorochrome est libérée, il en résulte une

émission de fluerescence proportionnelle au hombre de copies générées {Giuletti, 2001).
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Figure 10 : Représentation schématique du principe de la PCR en temps réel

La cinétique de l'amplification d'un échantillon d’ADN est obtenue par mesure de l'intensité de
fluorescence (If) & chaque cycle de PCR. L'ensemble des données brutes de fluorescence est normalisé par
rapport & un autre fluorochrome (ROX) présent en concentration constante dans le milieu réactionnel. Le résultat
des 50 cycles est une courbe damplification représentant lintensité de fluorescence en fonction des cycles de
PCR (figure 11). Suite & la PCR quantitative, chaque échantillon est caractérisé par une valeur de Ct (Threshold
cycle) qui correspond au cycle & partir duquel la flusrescence est considérée comme significativement supérieure
4 la ligne de base ou seuil. Ce seuil est déterminé soit en fonction de la fluorescence mesurée lors des 15
premiers cycles de PCR, soit & partir de la fluorescence émise par des tubes témoins ne contenant pas d'ADN 4

amplifier.
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Figure 11 : Evolution de la fluorescence au cours d'une PCR en temps réel en fonction du nombre de cycles
R, : Intensité de fluerescence d'uh échantiilon positif.
R, : Intensité de fluorescence d'un témoin négatif (sans ADN).
Ligne de base : Intensité de fluorescence mesurée entre les cycles 3 et 15 afin de fixer le seuil
d'émission de fluorescence.
ARn : Amplitude de l'intensité de fluorescence émise, ARn= (R, - (R, )

€t Cycle seuil d'émission de fluorescence

Le Ct est inversement proporticnnel d la quantité de copies d'ADN présentes dans le miliey réactionnel, il
est dautant plus faible que le nombre initial de copies de 'ADN cible est élevé. La quantification absolue
s'effectue en utilisant une gamme étalon externe qui établit une relation linéaire entre la valeur de Ct et le
logarithme du nombre initial de copies de 'étalon. Les Ct des échantillons sont reportés sur la droite d'étalonnage
" pour déterminer la quantité de génome.

La méthode repose sur l'exploitation de la cinétique de la réaction de PCR: X, = Xo {1 + R)" ot Xo
correspond G la quantité initiale d'ADN, Xn est la quantité d'ADN générée aprés n cycles damplification de PCR
et R correspond au rendement de I'amplification compris entre O et 1. Les valeurs de Ct des différents points de
la gamme étalon permettent d'obtenir une droite dont la pente est directement liée au rendement d'amplification.
Ainsi, pour un rendement de PCR compris entre 0,75 (75 %) et 1 {100 %), la pente de }a droite est comprise entre

-41et-3,3.

Les premiers travaux relatifs & V'utilisation de la PCR en temps réel pour la quantification de Giardia sont
publiés en 2003. Ainsi, Johnson e# af. {2003) publient la premigre étude concernant la quantification spécifique
des génotypes A et B de Giardia famblia. La spécificité de chaque systéme permet la quantificatton de poputation

mixte de ces deux génotypes en suspension purifiée. Cette technique est également utilisée pour la détection de
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Giardia lamblia dans les selles (Amar et af, 2003 ; Verweij et al, 2003 ; Verweij et al., 2004). La PCR en temps
réel permet surtout la quantification de spécifique de l'espéce 6. Jamblia et de ses génotypes dans les

échantillons environnementaux {Guy et af,, 2003).

En comparaisen avec la PCR qualitative conventionnelle, la PCR quantitative présente I'avantage majeur de
quantifier 'ADN ou I'ARNm initialement contenus dans un échantillon, mais elle permet également de limiter de
facon notable le temps de manipulation par labsence d'étape de révélation et surtout efle limite le risque de
contamination puisque les échantillons ne sont plus ouverts aprés amplification. De plus, cette technique autorise
Fanalyse simultanée de plus de 90 échantillons par futilisation de plaques & puits. Malgré ces nombreux avantages,
la PCR en temps réel reste une technique coliteuse et délicate & mettre en oeuvre pour I'analyse d'échantillons

environhementaux.

8.2- L’intérét de ces techniques pour la détection de Giardia.

La PCR est une technique d'analyse directe de 'ADN qui permet d'éviter la sélection des gé;lo'rypes
entrainée par les techniques de dékystement et de multiplication in vifro (Hopkins et al., 1997 . Weiss et al,,
1992). Par rapport aux technigues conventionnelles de détection des kystes de Giardia, elle présente les
avantages majeurs d'étre rapide, sensible, reproductible et spécifigue.

Quuelques études indiquent de fagon précise la sensibilité des techniques de PCR utilisées pour la
détection ou la quantification de kystes de &Giardia (tableau 14}, Ces techniques permetfent d'atteindre uhe
sensibilité équivalente & un kyste par puits de PCR en suspension purifide, Leur sensibilité est par contre plus
faible lors de l'analyse d'eaux de surface ou de boues résidudires malgré une révélation des produits

d'amplification par Seuthern-blot pour la PCR qualitative.

Tableau 14 : Sensibilité des technigues de biologie moléculaire pour la détection des kystes de &iardia

Protocole de Technique de

Type de préfévement concentration—purification détection Sensibilité Références
Suspensions purifiées Aucun PCR, Southern-blot 1 kyste/PCR Mahbubani et al, (1991,
de kystes 1992}
Aucun PCR 1 kyste/PCR Abbaszadegan et al
) {1997)
Aucun PCR, Southern-blot 1410 kystes/PCR Rochelle ef af. (1997)
Aucun PCR quantitative 63 G 87 kystes/PCR Johnson et af. (2003)
Concentrats d'eaux PCR, Southern-blot 5 & 50 kystes/PCR Rochelle et al (1997)
de surface IMS PCR, Southern-blot 3 & 30 kystes.ml Mahbubani et al. (1998)
Eaux de surface Filtration sur membrane, PCR qualitative 25 kystesl™ Rimhanen-Finne et al.
IMS (2002)
Boues résiduaires IMS PCR, Southern blot 625 kystes.ml’ Rimhanen-Finne ef af.

(2001)

Lors de leur comparaison avec une détection par microscopie conventionnelie ou par immunofluorescence

dans des échantillons de selles naturellement contaminées ou des eaux usées, les techniques de PCR qualitative et

quantitative montrent une sensibilité équivalente ou supérieure d ces méthodes (tableau 15). Ainsi, Mayer et
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Palmer (1996) constatent une corrélation parfaite entre la détection par IFA et par PCR qualitative lors de

Fanalyse d'eaux usées brutes et d'equx usées traitées.

Tableau 15 : Comparaison des techniques conventionnelles et de biologie moléculaire dans la détection des kystes de

Giardia

Type de prélévement Technique d'échl:riri'l‘!::::c:;iﬁ £ Références

Eaux usées brutes PCR qualitative 100 % (n=22) Mayer et Paimer (1996)

et traitées Microscopie (IFA) 100 %

Selles de bovins PCR qualitative 44 % (n = 513) Trout et af (2004)
Microscopie (IFA) 40 % {n = 407)

Selles humaines PCR qualifative 94 % (n=35) Amar et af. (2002}
Microscopie 100 %
PCR quantitative 81% {n=138) Verweij ef al. (2003)
Immunologie 78 %
Micrascopie 75 %
PCR quantitative 1% (n=92) Amar et al. (2004)
Microscepie - 11%
PCR quantitative 29 % (n=52) Guy et af. (2004}
Micrescopie 29 %
PCR quantitative 100 % (n=20) Verweij et al. (2004)
Microscopie 100 %

Outre leur rapidité, 'avantage majeur de ces technigues est leur spécificité puisqu'elles eutorisent une
détection spécifique d'espéce wvoire de génotype., Les techniques conventionnelies de coprologie,
Fimmunofluorescence et les techniques immunalogiques permettent uniquement une détection au niveau du genre
Giardia. Par contre, la PCR qualitative couplée ou non d la RFLP et ia PCR quantitative permettent non seulement
de détecter l'espéce &. lamblfia, mais aussi les génotypes de cette espéce et notamment les assemblages A et B
pathogénes pour 'Homme.

Plusieurs études récentes font appel & la PCR en temps réel non pas pour quantifier, mais pour détecter
les génotypes A et B de & lamblia dans des échantillons de selles humaines (Amar ef af., 2003 ; Guy ef af., 2004 ;
Verweij et al., 2003, 2004). Amar et af. (2003) associent ainsi une PCR qualitative d une PCR quantitative pour le
génotypage de kystes isolés de selles. Les auteurs de ces différentes études n'utilisent pas cette technique pour
quantifier les kystes, mais ils justifient son utilisation par sa sensibilité équivalente ou supérieure & la
microscopie et surtout par sa rapidité ainsi que son utilisation pour la détection simultanée de plusieurs micro-

organismes pathogénes (PCR multiplex).

8.3- L'estimation de la viabilité par les techniques de biologie moléculaire.

Lo RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) est adaptée & [a détection ' ARNm par
une étape de rétro-transcription permettant la synthése ' ADN complémentaire (ADNC) qui est ensuite amplifié
par PCR. L'interét de cette technique pour I'estimation de la viabilité des kystes de Giardia est évaluée par
plusieurs etudes. L'évaluation de la viabilité peut alors €tre basée soit sur l'induction, soit sur Taugmentation de la
synthese dARNm.

Ainsi, Mahbubani ef af. (1991) font appel & la RT-PCR couplée & une détection par Southern-blot pour

estimer la viabilité de kystes de Giardia ayant subi une induction du dékystement. L'étape de Southern-blot fait
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intervenir une sonde radiomarquée et l'augmentation du signal est reliée & la stimulation de la synthese de 'ARNm
de la giardine. Les auteurs montrent que induction du dékystement entfraine une augmentation de synthése de
IARNm de la giardine pour des suspensions de kystes dont la viabilité est préalablement validée par microscopie
et dékystement in vive. Toutefois, la RT-PCR qualitative n'est pas la technique de choix pour réaliser une
quantification de I ARNm puisque les résultats ne correspondent pas & la quantité initiale dARNm et dépendent
done du rendement de l'amplification. En faisant appel & la RT-PCR quantitative, Maux (2003) observe un
abattement de la quantité d'ARNm de la giardine sur des kystes inactivés par la chaleur (80°C, 1 heure). Malgré
cet abattement, une détection est possible sur une durée de 40 jours. De plus, parmi les températures testées
{65°C, 37°C et -20°C) aucune n'a montré d'effet inductif sur la synthése de 'ARNm et elles ne peuvent &tre pas
envisagées comme stimulus pour 'estimation de la viabilité des kystes de Giardia,

Abbaszadeggan et aof. (1997) étudient l'induction de la synthése de 'ARNm d'une protéine de choc
thertmique, I'HSP 70, pour I'évaluation de la viabilité des kystes de Giardia par RT-PCR. L'exposition des kystes
viables & une température de 42°C pendant 20 minutes permet Finduction de la synthése de 'ARNm. Par contre,
f:our les kystes tués par la chaleur ou par traitement au chlore, seul 'ADN de 'HSP 70 est détecté. Ainsi, d'aprés
ces auteurs la détection d ARNm de 'HSP 70 aprés un choc thermique peut suffire d la mise en évidence de la
viabilité des kystes de &iardia. Toutefois, IADN ou FARNm de cette protéine n'ont pu tre détectés par PCR ou
RT-PCR par d'autres équipes (Koucher et Stinear, 1998 ; Maux et ¢f., 2002).

Au final, I'utilisation des RT-PCR qualitative ou quantitative est une source de renseignements précieux
quand & la persistance de 'ARNm. Actuellement, ces techniques se révélent matheureusement soit difficilement

reproductibles, soit peu efficaces pour Festimation de la viabilité des kystes de Giardia.

8.4- La quantification de Giardia pay PCR en temps réel.

Plusieurs études récentes concernent la quantification de bactéries (Bach et al, 2002 ; ITbekwe et
Grieve, 2003), virus (Donaldson et af,, 2002 ; Monpoeho ef al,, 2001) et protezoaires notamment Cryptosporidium
{Fontaine et Guillot, 2003) dans des prélévements environnementaux. Par contre, les études qui décrivent
I'utilisation de la PCR en temps réel pour la quantification des kystes de Giardia sont trés récentes et encore peu
nombreuses.

Ainsi, Johnson et al. (2003) développent Heux PCR quantitatives variant par leur amorce sens et
permettant la quantification spécifique des génotypes A et B de l'espéce 6. lamblia. Les séquences des amorces
sens sont basées sur la signature nucléotidique de 'ARNr mise en évidence par van Keulen ef af. (1995). Les PCR
sont évaluées tout d'abord sur des suspensions purifiées de trophozoites de chaque génotype, puis sur des
suspensions mixtes. Toutefois, ces PCR quantitatives destinges & I'étude des génotypes A et B nont pas éré
évaluées sur des kystes de Giardia provenant d'échantillons environnementaux.

Par contre, Guy et al. (2003) développent deux PCR en temps réel, spécifiques des génotypes A et B de
6. lamblia. Ces PCR sont destinées & la quantification de ces deux génotypes dans des prélévements d'eaux usées
et deaux de surface. Les auteurs développent également une PCR multiplex permettant la quantification
simultanée de Giardia Jamblia et Cryptosporidium parvum. En effet, la PCR en temps réel permet la quantification

simultanée de plusieurs cibles gréice & l'utilisation de sondes marquées par des fluorochromes différents (FAM,
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VIC, HEX, JOE). Lors de ces travaux, la cible utilisée pour la quantification des kystes de Giardia est la f-
giardine. Les résultats obtenus pour les génotypes A et B par PCR quantitative sont comparés aux concentrations
obtenues par immunofiuorescence. Les concentrations en kystes observées par ces deux technigues sont
considérées comme similaires, toutefois cette comparaison n'est réalisée que sur six prélévements d'eaux usées.

Au vu de ses nombreux avantages et malgré son colit élevé, cette technique de quantification par PCR en
temps réel devrait se développer dans les années d venir notamment pour la mise en évidence des micro-

organismes pathogénes dans les prélévements biologiques et les échantillons environnementaux.

8.5- Les probléemes lies 4 lanalyse de prélévemenis biologiques ou d’échantillons
environnemenitaux.

&8 5.1- Les problémes d inhibition.

L'analyse d'échantilions environnementaux pose le probléme de I'obtention de faux résultats négatifs dus
a la présence d'inhibiteurs. De nombreuses molécules sont congidérées comme inhibitrices de I'amplification des
acides nucléiques. Ainsi, les acides humiques et fulviques constituent la partie hydr-*ophobe de la matiére
organique naturelle contenue dans les eaux et sont considérés comme les principales substances inhibitrices de la
PCR (Abbaszadegan et af, 1993 ; Mayer et Paltmer, 1996). Les acides humiques sont stables & pH basique mais
précipitent & pH acide alors que les acides fulviques restent en solution a pH acide (Abbaszadegan et al., 1993).
Les phénols qui proviennent de la biodégradation des substances humiques, des lighines et des tanins, mais aussi
des plastiques et de la dégradation des pesticides et des herbicides issus de l'activité humaine peuvent jouer un
réle inhibiteur lors de l'analyse d'échantillons environnementaux (Guy et af, 2003). L'EDTA, le 5DS (Sodium
Dodécyl Sulfate), ie Triton X-100 et le NaCl sont également reconnus ou suspectés comme étant des molécules
inhibitrices de la PCR (Kreader, 1996). Les ions divalents (Ca®, Mg®*) auraient un effet inhibiteur supérieur aux
ions monovalents (K, Na') (Abu Al-Soud et Radstrdm, 1998). L'hémine, les sels biliaires et la bilirubine sont des
substances inhibitrices lors de l'analyse de prélévements biologiques (Kreader, 1996). Le formaldéhyde
couramment utilisé lors de ['observation microscopique de kystes de Giardia, est également un inhibiteur de la
PCR (Johnson et af, 1995). De plus, il faut souligner que la PCR peut &tre inhibée par la présence de fortes
concentrations d ADN autre que I'ADN cible (Tebbe et Vahjen, 1993). Au final, I'effet inhibiteur de trés
nombreuses molécules est avéré ou fortement suspecté. Globalement, tout élément présent en excés dans le
milieu réactionnel peut s'avérer inhibiteur des réactions d'amplification.

Les substances inhibitrices peuvent interférer & plusieurs niveaux lors de la détection des acides
nucléigues dans les échantillons biologiques et les préléevements environnementaux. Ainsi, eiles peuvent inhiber
'étape de lyse des micro-orgenismes, interférer avec les acides nucléiques ou les dégrader, mais elles peuvent
également inhiber I'enzyme d'amplification (ADN polymérase)} (Abu Al-Soud et Radstrém, 2000 ; Wilson, 1997).
Afin de limiter ['action des inhibiteurs, plusieurs procédés sont proposés soit pour éliminer ces molécules, soit

pour masquer feur effet (tfableau 16).
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Tableau 16 ! Les procédés visant 4 limifer I'action des molécules inhibitrices lors de la détection de différents micro-organismes

Type de Inhibiteurs Procédés Commentaires Références
prélévement Avant I'amplification Pendant I'amplification
Eau Acides humiques Chromatographie sur colonne de La combinaison la plus performante: Abbaszadegan ef

souterraine

Sephadex (5-50, 6-100, 6-200)
Chelex-100

Sephadex 6-100 et Chelex-100,

al. (1993}

Eau de Acides humiques BSA (10 ugmlL), glycérol (5 %), Molécule la plus efficace : BSA. Rochelle et al
surface DMSC (5 %), T4 Gene 32 {5 ug.mL™") (1997)
Cycles congélation-décongélation, Kaucner et Stinear
billes magnétiques avec oligo(dT)zs (1998)
pour la purification de 'ARNmM
Cycles congélation-décongélation, L'IMS associée au Chelex-100 permet Lowery et al
Chelex-100, TMS d'améliorer nettement le seuil de détection, (2000}
Eau usée Acides humiques Double PCR, dilution des acides Augmentation de la sensibilité Mayer ef Palmer
Acides fulvigues nucléiques (1996)
Phénols Cycles congélation-décongélation, BSA (20 ng.ul™) La PVP forme des complexes avec les  Guy et ol (2003)
Acides humiques ultra~-sons, molécules contenant un groupement
Acides fulviques Chelex-100 (20 %), PYP-360 (2 %) phénolique.
Chromatographie sur colonne de Augmentation de la sensibilité Tsai et af. (1993}
Sephadex G-200
Boues Composés PvP T4 gene 32, PVP L'utilisation de lo PVP et de la protéine T4  Monpoeho et al
résiduaires organigues Gene 32 permet d'améliorer ies valeurs de (2000}
Ct en PCR quantitative
Selles 16 molécules testées : PCR qualitative : la BSA et la protéine T4  Abu Al-Soud et
Acétamide, Bétaine, BSA, Dextran 40, gene 32 sont les molécules les plus  Radstrim (2000)
Dextran 500, DMSQC, Formamide, efficaces. Toutefois les résultats obtenus
Glycérol, T4 Gene 32, Nonidet P-40, avec la T4 gene 32 s'averent peu
PEG 400, PEG 4000, Inhibiteurs de reproductibles.
protéinases, CTMA, Tween 20, Tween
80 PCR quantitative : la bérdine est la molécule
fa plus efficace.
PVP Augmentation de la sensibilité Lawson et al. (1997)
Sol Métaux lourds Extraction au phénol-chloroforme, Semi-nested PCR, double PCR Combinaison la plus intéresssante:  Straub et af (1995)

Acides humiques

précipitation & 'éthanel,
Chromatographie sur colonne de
Sephadex 6-50, Chelex-100

Chromatographie sur colonne de Sephadex
G-5Q, Chelex-100, semi-nested-PCR,

BSA : Bovine Serum Albumine ; DMSO : Diméthyle sulfoxide ; CTMA : Chlorure de tétraméthylammonium : PEG : Polyéthyléne glycol ; PVP : polyvinylpyrralidone
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La premiere catégorie de techniques vise 4 éliminer les molécules inhibitrices lors de la purification-
concentration des micro-organismes ou plus généralement lors de F'extraction des acides nucléiques. La deuxiéme
possibilité consiste généralement & faire intervenir, lors de ['amplification, des molécules pouvent masquer
partiellement ou totalement 'effet des inhibiteurs.

Les techniques de purification des kystes en éliminant une partie des débris permettent de diminuer la
concentration en inhibiteurs avant 'extraction de VADN. Ainsi, 'TMS qui s'est récemment développée peut
permettre la récupération des kystes de Giardia ou des oocystes de Cryptosporidium et une élimination
performante des inhibiteurs (Johnson ef al, 1995 ; Lowery et af, 2000). Sur le méme principe, Kaucner et
Stinear (1998} utilisent des billes marqués par des séquences poly-T (oligo-d(T)n) pour ta purification de 'ARNm
suite d la lyse des kystes de Giardia par des cycles de congélation-décongélation, LIMS a prouvé son efficacité
pour des échantillons peu turbides, mais aussi ses limites lors de l'analyse d'échantillons fortement chargés. Cette
technique dont le rendement peut Etre influencé par o composition du milieu est dans certains cas associée & une
purification par des résines, notamment le Chelex-100 {Lowery et af, 2000). En effet, les procédés visant &
piéger les inhibiteurs de la PCR sur colonnes de Sephadex ou par utilisation de PVP (polyvinylpyrrolidone) et
surtout de Chelex-100 semblent efficaces. Le Chelex-100 est une résine échangeuse d'ions capable de chélater
les ions plurivalents (Mygind et al, 2002). La PVP serait capable de piéger les molécules caractérisées par un
groupement phéncligue notamment les acides humiques (Guy et af, 2003). Certains auteurs associent le Chelex-
100 & des cycles de congélation-décongélation visant & rompre la paroi des kystes de Giardia et surtout des
cocystes de Cryptosporidium, et ainsi & améliorer I'étape de libération des acides nucléiques (Fontaine et Guillot,
2003). De nombreuses publications récentes associent I'IMS, les cycles de congélation-décongélation et/ou
lemploi de Chelex-100 aux kits d'extraction des acides nucléiques dont certains sont destinés & l'analyse
d'échantillons trés chargés en matiére organique (selles, sols) (Guy et af, 2003 ; Sumlaiman et af, 2004 ; Verweij

et al, 2003).

La deuxigme voie d'optimisation consiste & agir au niveau de Famplification des acides nucléiques, La BSA
{Bovine Serum Albumin} et la protéine T4 Gene 32 apparaissent comme les molécules les plus efficaces pour
masquer Feffet des inhibiteurs co-extraits avec fADN ou FARN, L'action de [a BSA pourrait Etre expliquée par sa
capacité & se lier aux inhibi‘r_eur's {Abu Al-Soud et Radstrém, 2000). La protéine T4 Gene 32 jouerait
essentiellement un réle lors de I'étape de rétro-transcription de 'ARNm en ADNc car elle augmenterait
lefficacité de la synthése du brin dADN complémentaire (Chandler et af, 1998). Malheureusement, la
combinaison de ces molécules ne permet pas d'obtenir une synergie d'élimination des inhibiteurs (Abu Al-Soud et
Radstrim, 2000). La BSA et la protéine T4 Gene 32 semblent n'avoir aucun effet sur l'inhibition due 4 la
présence de NaCl (0,1 M), SDS (0,1 mM), Triton X-100 (100 %) et sels biliaires (1 & 10 ug.ul.™) {Kreader, 1996).

La Tag polymérase peut €tre inhibée par une CMI (Concentraticn Minimale Inhibitrice) en acides
humiques de 0,1 ugmL™ (Tebbe et Vahjen, 1993). Toutefois, certaines ADN polymérases présentent une
résistance beaucoup plus importante vis-&-vis des acides humiques (Tebbe et Vahjen, 1993). Ainsi, Abu Al-Soud

et Radstrém (1998} comparent neuf ADN polymérases et constatent que la sensibilité de la PCR aux inhibiteurs
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varie suivant l'enzyme utilisée. Schwieger et Tebbe (1997} montrent une meilleure résistance de la PCR
qualitative aux acides humiques en présence de T4 Gene 32, mais aussi suivant Fenzyme d'amplification utilisée.

Afin d'éviter l'obtention de faux négatifs, il est également possible soit de diluer Féchantillon, soit de
réaliser une double amplification de 'ADN par semi-nested PCR, nested PCR, voire par double PCR. La dilution de
I'échantillon peut dans certains cas poser un probléme de sensibilité pour les échantillons contenant de trop
faibles concentrations d'ADN cible (Rodgers et al, 1993). L'emploi d'une double amplification est réalisée par
cerfains auteurs lorsque les Yechniques testées en amont de la PCR se révélent insuffisantes (Mayer et Palmer,
1996 ; Straub et al, 1995). Toutefois, ce procédé présente le risque majeur d'entrdiner de faux positifs suite &
une contamination par de ['ADN amplifié.

Le probléme majeur pour I'ensemble des techniques décrites ci-dessus reste le choix d'un protocole
adapté & la nature de 'échantillon 4 analyser (eau potable, eaw de surface, eau usée, boue) dont la composition
physico-chimique est susceptible de varier d'un prélévement a l'autre. Certaines équipes mettent alors en place un
contréle interne positif afin d'évaluer le niveau d'inhibition. Ainsi, Kaucner et Stinear (1998) utilisent un contrdle
interne qui est une séquence oligonucléotidique amplifiée par des amorces distinctes de celles utilisées pour la
détection des kystes de Giardia, afin de s'assurer de l'absence d'inhibition lors de leurs expérimentations.
Globalement, le contrile interne reste une technique peu employée pour la détection des kystes de Giardia par
rapport 4 d'autres micro-organismes, notamment les virus. La plupart des auteurs évaluent le rendement de leur
protocole par dopage d'échantillons environnementaux (Rimhanen-Finne et af,, 2001 et 2002) ou comparent les
résultats de la PCR qualitative ou quantitative avec ceux obtenus per immunofluorescence (Guy et of, 2003 ;

Mayer et Palmer, 1996).

8.5.2- Les problémes de spécificité.

La sélection d'amorces et de sondes nécessite de disposer d'un nombre suffisant de séquences pour que
les expérimentations n'aboutissent pas & des résultats faussement positifs et a des conclusions erronées (Monis
et al, 2002). Ainsi Baruch et af. (1996) ont développé une PCR-RFLP en se basant uniqguement sur des séquences
appartenant aux génotypes A et B de 6. famblia et 'ont proposée pour I'étude épidémiologique de Giardia. Il s'est
ensuite avéré que cette PCR-RFLP pouvait entrafner de faux positifs & partir de kystes appartenant & d'autres
génotypes ou G d'autres espéces (Monis et Andrews, 1998). Ainsi I'utilisation de cibles séquencées pour un grand
nombre dlisolats et la vérification de la spécificité des amorces et des sondes & partir des séquences disponibles
dans les bases de données sont indispensables avant toute analyse d'échantillons environnementaux, afin de

limiter le risque de faux positifs.
9- Les voies de contamination de Giardia.

9.1- Les mammiféres en tant que réservoir de Giardia lamblia.

L'Homme, les animaux domestiques ou d'élevage et enfin les animaux sauvages constituent des réservoirs
potentiels de Giardia. Les études concernant les animaux sont plus récentes et moins nombreuses. Ainsi,

importance de chacune de ces sources est actuellement mal connue {Heitman et af., 2002).
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Giardia famblia est considérée comme étant la seule espéce pathogéne pour I'Homme, mais elle est
également isolée chez Jes animaux domestiques et d'élevage. Les mammiféres sauvages peuvent également étre
porteurs de &. lamblia, mais aussi des espéces 6. muris et G. microti qui sont spécifigues des rongeurs (tableau 2,
page 6). Les génotypes A et B de &. Jamblia sont pathogénes pour FHomme, mais aussi pour d'autres mammifeéres,
Dans notre étude concernant les différents réservoirs de Giardia, nous nous sommes intéressés a la prévalence
de ce protozoaire pour I'ensemble des réservoirs potentiels, mais aussi aux résultats récents concernant le

geénotypage des isolats provenant de 'Homme et des animaux domestiques et d'élevage.

9.1.1.- Réservoir en milieu urbain.

9.1.1.1- Giardia lamblia chez 'Homme : prévalence et génotypage.

Les études concernant la détection de &. lamblia chez 'Homme en France (tableau 17) aboutissent
généralement & des prévalences faibles avec des cas particuliers suivant F'dge et la profession. Ainsi, chez
Fadulte, la prévalence peut eire estimée entre 1 et 3 %. Par contre, pour des professions plus exposées comme
les égoutiers, la prévalence peut &fre plus élevée et atteindre 16,5 %. Le personnel de créche ferait également
partie d’une population 4 risque plus élevé de giardiose. Lors d'une étude réalisée dans une créche, Dupouy-Camet
et al. (1990) observent une prévalence de 35,5 % chez les enfants (n = 62) et constatent également que 20 %

(n = 20} du personnel de cet établissement est porteur.

Tableau 17 : Prévalence de &iardia lamblia chez 'Homme en France

Population Prévalence Localisation Références
Population globale 6 % {n=10000) Gard Fentaine et al. (1984)
Adultes 25 % (n=300) Rennes Doby et af. (1983)

35% (n=300)

5% (n=56} Brest

Lejeune et af. (1982)

165 % (n=54) Rennes Daoby et af. (1983)
55 % (n=52)
______________________________________________________ 35% (n=480) ___ Paris _______ ____ _Schlosseretal (1999)
Emploi dans l'alimentation 0% (n=60) Brest Lejeune et al (1982)

29 % (n=307) Paris Rousset et af. (1993)
_____________________________________________________ 14%(n=363) __ Paris ______ Sthlosseretal(1399)
Personne! de créches 46 % {n=86) Paris " Rousset et af, (19935”

20 % {n=20) Essonne Dupouy-Camet et af. (1990)
Enfants (créches)
7 &35 mois 35 % (n=62) Essonne Dupouy-Camet ef al. (1990)
Fratrie 94 % {n=32)

Le tableau 18 regroupe les valeurs de prévalence de 5. lamblia chez les enfants et les adultes dans
différents pays. Globalement la prévalence varie suivant le niveau d'hygiene du pays. Aingi, dans les pays
développés la prévalence est généralement comprise entre 1 et 5 %, alors gu'elle varie de 20 & 50 % dans les pays
en voie de développement (Gendrel et af, 2003). Toutefois, des études réalisés qu Vietnam ou en Jamdigue
relevent des prévalences nettement inférieures a 20 %. Par contre, les populations vivant dans des conditions
d'hygiéne non satisfaisantes présentent des prévalences élevées chez les adultes (12,5 %) et surtout chez les

enfants (32,1 %) (Meloni ef al, 1993).
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Tableau 18 : Prévalence de Giardia lamblia chez 'Homme dans le reste du monde

Population

Localisation

Prévalence

Références

Population globale

Arabie Saoudite
Brésil

28,5 % {(n = 600)
33% (n=90)

Al-Tukhi et af, (1996)
Rocha et al. (1999)

Inde 538% {n=78) Kang et al. (1998)
Inde 88 % (n=330) Traub et al. (2004)
Ttalie 2 % {n=300) Capelli ef al. (2003)
Jamdique 52 % (n=328) Lindo et al, (1998)
Nouvelle-Zélande 7.5% (n=66) Learmonth et al (2003)
Pacifique 1,2 % {n=4941) Smalt et al, (2003)
Vietnam 32% (n=2522) Verle et af. (2003)
Aucun signe clinique Pays-Bas 33% (n=574) de Wit et af (2001)

Gastro-entérite

54 % (n-857)

Adultes
Arabie Saoudite 178 % (n=492) Al-Tukhi et af. (1996)
Inde 30% (nh=32) Kang ef al. (1998)
Soldats Afghanistan 1294 % (n=59%) Jalili et Cerven (1993)
20 a 80 ans, aborigénes Australie 125% (n=24) Meloni et al. (1993)
Résidents étrangers depuis plus de 2 ans Népal 6% n=77) Shlim et al. (1999)

Enfants

Arabie Saoudite

768 % (n=108)

Al-Tukhi et al. (1996)

Oda>20ans Argentine 23 % (n=396) Guignard et al. {2000)
0 4 13 ans, aborigénes Australie 321% {n=361) Meloni et af. (1993)
<5 ans, créches Australie 76 % (n=353) Read et af. (2002)
2alzans Brési 276 % (n=127) Seuza et al. (2003)
0 & 6 ans, créche Brésil 633 % (n=147) Guimaraes et al. (2002)
séroprévalence : 82 %
0 4 24 mois Brésil 274 % (n= 1567y Newman et ol (2001)
0 44 ans, créche Cuba 20 % (n=365) Nunez et af. (1999)
6 & 48 mois, créche Espagne 253% (n=170) Rodriguez-Hernandez et
al (1996)
1G¢3ans Etats-Unis 7.1% (n=518) Harter et al, (1982)
Enfants scolarisés Gabon 251 % (n=395) Gendrel et al. (2003)
Oatlbans Inde >60% {n=46) Kang et al. (1998)
Bédouins,0 & 2 ans, asymptomatiques Isradl 285 % (n=164) Fraser et al. (1997)
0azans Jamaigue 51% (n=78) Lindo et al {1998)
Cancéreux sous chimiothérapie, 9 mois & 11 ans Malaisie 6% {n="50) Menen et af, (1999)
1414 ans Mexique 18,3 % (n=1478) Morales-Espinoza et af
_ (2003)
6 mois a 14 ans, fratrie d'enfants porteurs Sénégal 32 % (n=403) Faye et ol (1997)

* : prévalence déterminée suite & I'analyse de plusieurs selles par patient

Comme nous l'avons précédemment constaté pour les études réalisées en France, les enfants présentent

une prévalence plus élevée que les adultes. En Inde, Kang et al, (1998) observent une prévalence supérieure ou

égale & 60 % chez les enfants jusqu'd 15 ans. Dans ce pays, Traub et al. (2004) montrent une prévalence plus

élevée chez les enfants entre O et 15 ans, avec un pic de prévalence de 21 % pour fes enfants 8gés de 6 4 9 ans.

Al-Tukhi et af. (1996) constatent que 76,8 % des enfants et 17,8 % des adultes sont porteurs de Giardia en

Arabie Saoudite. Les prévalences sont généralement élevées chez les enfants, quelque soit le pays étudié. Ainsi,

Guimaraes ef al. (2002) observent une prévalence de 63,3 % pour 147 enfants brésiliens, En Espagne, Rodriguez-

Hernandez et al. (1996) constatent que 25,3 % (n = 170) des enfants d'une créche sont porteurs de &iardia,

Lors d'une étude réalisée sur deux ans, Read et al. (2002) ont constaté que pour 35 % des enfants

porteurs de &iardia {n = 353), les selles étaient positives pour deux analyses au minimum. Malheureusement, la
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détermination des génotypes na pas permis de montrer s'il s'agissait d'une giardiose chronique ou d'une nouvelle
contamination.

La premiére étude concernant le génotypage de kystes isolés de selles humaines est publiée par Hopkins
et al. en 1997. La majorité des résultats présentés dans le tableau 19 proviennent d'études publi¢es depuis 2000,

ce qui souligne l'intérét croissant pour une identification plus précise des isolats.

Tableau 19 : Génotypes de Giardia lamblia isolés chez 'Homme

Localisation Cible Technique Génotype / Assemblage Références
Allemagre VSP, TSP, PCR-RFLP 42 % : A-T n=12  Karanis et af. (1998)
TSA, GDH 50 %: A-IT
8%:B
Australie ARNr Séquengage 92% B n=13  Hopkins et al. (1997}
8%:AetB
Electrophorése 18 %: A-T n=11  Andrews ef af (1998)
allozymique 18 % : A-IT
36 % B-ITT
28 % : B-IV
ARNr Séquengage 30%: A n=23 Reod etal {2002)
70%:B
G6DH PCR-RFLP 125%: AT n=8 Read et al. (2004)
125%: A-IT
75%:B
Canada p-giardine PCR quantitative 20%: A n=15  Guy et al (2004)
60%: 8
20%: AetB
Chire TPL Séquengage 66%: B n=3 Lu et al (1998)
33%:A-LetB
ARNr Séquengage BO%:A n=8 Yong et al. (2000)
50%:8
Corée ARNr Séquencage 100%: A n=7  Yong et af (2000)
Etats-Unis TPL Séquencage Epidémie : 100 % : B n=2 Sulaiman et af, (2003)
Grande- TPI PCR-RFLP Cas sporadiques : n=33 Amar et al (2002)
Bretagne 27 % A-IL
64%:8
9%:A-ILet B
Epidémie dans une créche : n=21
100%: 8
Inde TPL Séquencage 100%: A n=10  Sulaimen et af. (2003)
Ttalie ARNr Séquengage 80%:A n=30 Caccio ef al (2002)
B-giardine PCR-RFLP 20%:8B
Mexique VsP PCR-RFLP 100 % : A-IT n=19 Ponce-Macotela et ol
(2002)
GDH et V5P PCR-RFLP 100 % : A-T n=26 Cedillo-Rivera et af,
(2003)
Pays-Bas TSA PCR-RFLP 60%: A n=15  Homan et o, (1998)
&DH 40%: B
GDH PCR-RFLP 50%: A n=18  Homan et Mank (2001}
50 %: B
Pérou TPI Séquengage 24% A n=25 Sulaiman et al {2003}
76 %8

* = analyse aprés culture in vitre ou in vive. TSA: antigéne de surface des trophozoites / TSP : protéine de surface des

trophozoites

Dans ce tableau, les données bibliographiques concernant le génotypage de  Giardia isolés de selles
humaines ont &té reportées quel que soit le traitement subi par les kystes avant leur génotypage. Ainsi, pour cing

études, le génotypage est réalisé aprés multiplication des kystes en laborateire. Or, ces méthodes peuvent
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entrdiner une sélection des génotypes présents initialement dans ['échantillon et peuvent donc &tre responsables
de biais dans 'analyse des génotypes (paragraphe 5.6, page 20). En effet, parmi ces cing études, trois identifient
uniguement le génotype A.

Pour les 12 études réalisées directement sur des kystes isolés de selles et correspondant & des cas
speradiques, e génotype A est isolé dans 45 % des échantillons et le génotype B présente un pourcentage plus
élevé puisqu'il est identifié pour B9 % des patients. La présence concomitante de deux génotypes chez un méme
patient est actuellement réportée pour seulement quatre études et concerne globalement un nombre de
prélévements assez faible (8 échantillons, 4 %). Ainsi, Hopkins et al. (1997) ont retrouvé les séquences de ces
deux génotypes dans un seul échantillon (n = 13) et Lu et al. (1998) ont identifié les assemblages A-T et B dans
une selle {n = 3). Plug récemment, Amar et al. (2002) ont isolé les sous-génotypes A-II et B dans trois
échantillong (n = 33) et Guy et al. (2004) ont mis en évidence les génotypes A et B pour frois prélévements
(n=15).

Seules deux études reportent des résultats de génotypage a partir d'échantillons provenant d'épidémies.
L'étude portant sur le plus grand nombre de cas est réalisée par Amar et al. (2002) qui on isolé uniquement
lassemblage B sur les 21 prélevements de selles provenant d'une épidémie de giardiose dans une créche en
Grande-Bretagne décrite initialement par Linnane et af. (2001). Sulaiman ef af. {2003) ont isolé l'assemblage B
dans seulement detix isolats provenant d'une épidémie d'origine alimentaire aux Etats-Unis.

Actuellement, le nombre encore trop restreint d'études et d'échantilions, ne permet pas de déterminer
si I'un de ses deux génotypes est plus fréquent, plus virulent ou présente une résistance plus importante aux

traitements classiques par les nitro-5 imidazolés.
9.1.1.2- Giardia lamblia chez les animaux domestiques : prévalence et génotypage.

La plupart des études portant sur la prévalence de Giardia lamblia chez les animaux domestiques (chiens
et chats) sont récentes (tableau 20), Des prévalences supérieures a 10 % sont fréquemment observées quelque
soit le pays concerné. Barutzki et Schaper (2003) ont ainsi montré que chez les chiens et les chats, Giordia est
I'endoparasite dont la prévalence est la plus élevée. Bugg et al (1999) constatent également que Giardia est le
parasite intestinal le plus fréquent chez les chiens. Hackett et Lappin (2003) n'observent pas de différence de

prévalence en présence ou en labsence de diarrhées chez le chien,

Tableau 20 : Données bibliographiques concernant la prévalence de Giardia chez les animaux domestiques

Animal Localisation Prévalence Références
Chiens Allemagne 16,6 % {n=8438) Barutzki et Schaper (2003)
Australie 17 % (n=182) Meloni et al. (1993)
221 % (n=421) Bugg et af, (1999)
<bmois: 11,4 %
>hmoig: 1.0%
Espagne <6 mois: 219 % {n=105) Dioz ef al. (1996)
>6mois: 108 % (n= 813)
Etats-Unis 5.4 % (n=130) Hackett et Lappin {2003)
Grande-Bretagne 111 % (n=100) Grimason et al. (1953)
Inde 3 % par microsocpie / 20 % par PCR (n = 101} Traub et af. (2003)
Italie 21,3 % {n=616) Capelli et al. (2003}
Chats Allemagne 12,6 % {n=3167) Barutzki et Schaper (2003}
Australie 5 % par microscopie / 80 % par PCR (n = 40) McGlade et of. (2002)
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Le tableay 21 présente les données concernant le génotypage de kystes de Giardia isolés de chats et de
chiens. La plupart des études détectent des kystes appartenant aux génotypes A et B, pathogénes pour I'Homme
dans ces prélévements. Toutefois, ces génotypes semblent moins fréquemment isolés que les génotypes € et D
congsidérés comme spécifigues & ces animaux domestiques. Ces études, encore peu hombreuses, prouvent
toutefois que ces animaux constituent un réservoir potentiel de kystes de Giardia pathogénes pour FHomme et

qu'une transmission zoonotique par ces animaux domestiques he peut &tre totalement exclue.

Tableau 21 : Génotypes de Giardia lamblia isolés chez les animaux domestiques

Animal  Localisation Cible Technique  Génotype / Assemblage Références
Chats Ausgtralie ARNr, Séquencage, 17 %:B-IV n=12 Read efal (2004}
&DhH PCR-RFLP 7%:C
66 %D
Italie ARNr Séquengage 100%: A n= Berrilli et af, (2004}
Mexique VSP PCR-RFLP 100 % : A-IT n=1*  Ponce-Macotela et al. (2002)
Chiens  Ausirdlie ARNr Séquencage 11%:Cet B n=9 Hopkins ef al. (1997}
78%:C
11%:D
Australie ARNP, Séquengage, 11 % :A-L n=9 Read et al, (2004}
GbH PCR-RFLP 22 % B-IV
44%:C
22 %D
Etats-Unis TPI Séquengage  100%:C n=15  Sukiman et o/, (2003}
Inde TPI Séquencage Aet B n=32  Traub et al. (2003)
Ttafie ARNr Séquengage 235 %:AcuAet n=17  Berrilli et al (2004)
765%:C.DouCeth
Japon GDH Séquencage 100 % : D n=4 Abe ef al (2003)
Mexique VSP PCR-RFLP 100 % : A-IL n=2* Ponce-Macotela et of. (2002)

9 1.2- Réservoir en milieu extra-urbain,

En milieu extra-urbain, le réservoir de kystes de Giardia peut €fre constitué soit par les animaux
d'élevage, soit par les animaux sauvages. Bien entendu, les animaux d'élevage est un réservoir mieux connu que fes
animaux sauvages qui constituent un réservoir difficile a4 étudier et pour lesquels peu d'études sont publiées &

I'heure actuelle.

9.1.2.1- Giardia lamblia chez les animaux d'élevage : prévalence et génotypage.

Le tableau 22 regroupe les données bibliographiques concernant la prévalence de Giardia chez les

animaux d'élevage, les bovins constituant la majorité des études réalisées sur ces animaux.
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Tablear 22 : Données concernant la prévalence de Giardia chez les animaux d'élevage (bovins, caprins, ovins et porcins)

Localisation  Nombre Classe d'dge Prévalence Références
de sites
BOVINS Australie 2 Veaux : 2 & 10 semaines 58 % (n=36) O'Handley et al. (2000)
Canada & veaux 22,7 % (n=23) Buret et af (1990)
adultes 0% (n= 26)
6 < 6 mois 31% {(n=25) Olson et af. (1997a)
> 6 mois 1% {n=54)
20 0 a 24 semaines 73 % {n=386) Olson et al. (1997b)
1 2 & 10 semaines 57 % {n=28) O'Handley et al. (2000)
7 Veaux et adultes 20,27 % (n=893) Heitman et af, (2002)
4 46,53 % (n=518)
9 2 & 10 semaines 34 % {n=495) Appelbee et af (2003)
1 Veaux : Ralston et al. (2003)
1 semaine 0%
5 semaines 85 % {n=20)
25 & 27 semaines 21%
Meres :
Au vElage 10%
1 semaine aprés vélage 5% {n=20}
25 & 28 semaines aprés _ 0%
vélage
Etats-Unis 2 0 & 6 mois, avec diarrhées 100 % {n= 14) Xiao et al. (1993)
3 Vaches laitiéres 0% (n=24) Fayer et al. (2000)
105 % (n=19)
Génisses (2 & 12 mois) 174% (h=23)
Veaux (7 d 9 mois) 373 % (n=118)
109 04 6 mois 20 % (n= 1135) Wade et al, (2000}
6 & 24 mois 35% (n=810)
> 24 mois 02% (n=998)
25 Adultes 65 % (n=557) Hoar et al. (2001)
NR 0 a &6 mois, avec diarrhées 53 % (h=19) Hoet et al, (2003)
Nouvelle- 13 0 & 8 semaines 40,6 % {n=715) Hunt et af. (2000)
Zélande
36 Veaux 1005% (n=304) Learmonth et al. (2003)
Adubtes 45% (n=354)
Quganda 5 Animaux sevrés et non 12 % (n=50) Nizeyi et af, (2002)
sevrés
Pays-Bas 1 <« 1 mois 09% (n=112) Huetink et af. (2001)
4 4 5 mois 545 % (n=22)
2 mois 4 2 ans 0,84151% (n=125)
Suede 75 Veaux laitiers, 0 & 3 mois Bigrkman ef al. (2003)
Diarrhées 29 % (n=146)
Aucun signe clinique 23 % (n=124)
CAPRINS  Espagne NR NR 4% (n=574) Diaz et al. (1996)
EQUINS Canada 6 < 6 mois 0% (nh=10) QOlson et al. (1997a)
> & moig 25 % (n=24)
Etats-Unis 9 14 8 semaines 35% (n=20) Xieo et Herd (1994)
4 & 17 semaines 29% (n=17)
4 3 24 semaines 7% (n=29)
1an 0% {n=24) 9% (n=22)
>1an 5% {n=18) 17 % {n=21)
Juments 2% (n=18) 28% (n=53)
16 Adultes de 4 4 24 ans 0% (n=91) Johnson et al (1997h)
OVINS Canada 6 Agneaux sous fa mére 356% (n=73) Buret et al. (1990)
2 4 8 mois 125 % (n=58)
Adultes 41% (n=74)
6 < 6 mois B7 % {n=40) QOlson et af. (1997q)
> & mois 9% (n=22)
Espaghe NR NR 6,26 % {n= 1165) Diaz et al. (1996)
PORCINSG  Cuanada 6 < 6 mois 3% (n=147) Olson et af. (1997q)
> 6 mois 18% (h=71)
1 NR 18 % (n= 40) Heitman et af. (2002}
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Globalement, on constate que les prévalences sont nettement plus élevées chez les jeunes animaux que
chez les adultes. Chez les jeunes bovins la prévalence varie de 10 & 50 % suivant les études, alors gu'elle est
généralement inférieure & 10 % chez les bovins adultes. Ralston et af. (2003) observent une prévalence cumulée
de 100 % sur un groupe de 20 veaux, c'est-d-dire que pour chaque animal au minimum une analyse s'est révélée
positive pour Giardia. Xiae et al. (1993) ont également observé une prévalence cumulée de 100 % lors dune étude
réalisée aux Etats-Unis sur 47 veaux de moins de 20 semaines. Chez les ovins et les équins, la prévalence est
également plus élevée pour les animatux de moins de six mois. Ainsi, Xiao et Herd (1994) observent une prévalence
cumulée de 71 % pour des poulains dgés de 1 d 24 semaines.

Bjorkman et al. (2003) comparent les prévalences de Giardia, Cryptosporidium parvum, Escherichia coli
K99+, ainsi que des Rotavirus et Coronavirus chez des veaux laitiers et constatent que parmi ces cing agents
pathogénes, Giardia intestinalis présente la prévalence la plus €élevée. Le tableau 23 présente les caractéristigues
de l'excrétion des kystes de Giardia chez les bovins & partir du regroupement de plusieurs études (Olson et al,

2004} -

Tableau 23 : Caractéristiques de I'excrétion des kystes de Giardia chez les bovins (Olson et al., 2004)

Tranche d'dge pour I'excrétion des kystes 2 ¢ 10 semaines
Durée de l'excrétion des kystes > 30 semaines
Age du bovin au pic d'excrétion = 5 semaines
Age du bovin au début de la diarrhée 3 & 8 semaines
Durée de la diarrhée 14 2 semaines
Durée de l'excrétion des Kystes & la période du vélage 0 & 3 semaines

On constate que cette parasitose présente un pic d'excrétion chez les bovins 8gés de cing semaines.
Toutefois, des pics de prévalence plus tardifs dus au mode d'élevage peuvent €fre observés. Lars de F'étude d'un
troupeau de 386 veaux laitiers, Olson ef al. (1997b) observent également une prévalence significativement plus
faible {37 %) chez les animaux de moins de deux semaines par rapport aux veaux de 12 & 24 semaines (75 a 81 %).
L'organisation de l'exploitation et Je type d'élevage peuvent expliquer les différences observées entre les études
ou les sites d'exploitation. Ainsi, Huetink et of. (2001) mettent en évidence des kystes de Giardia chez toutes les
catégories d'dges dans une ferme laitiére, mais observent un pic entre 4 et 5 mois. Ce pic de prévalence plus
tardif que celui observé dans d'autres études pouvant &tre expligué par le fonctionnement de I'exploitation car
les veaux sont isolés en boxe jusqu'd I'ge de deux mois. Lors d'une étude réalisée au Canada dans des élevages
bovins et laitiers, Heitman et al. (2002) constatent une prévalence plus faible dans les élevages laitiers.
L'hypothése principale pour expliquer cette différence de prévalence est la source d'alimentation en eau qui
provenait essentiellement de captage souterrain pour les élevages laitiers,

Globalement, aucune corrélation ne semble pouveoir €tre montrée entre des symptomes diarrhéiques et
Fexcrétion de kystes de Gigrdia pour Fensemble des animaux étudiés (Buret et af, 1990 ; Hunt ef af,, 2000 ; Xiao
et al, 1994). La durée d'excrétion de 30 semaines peut &tre expliquée par un passage a la chrenicité chez
certains animaux. Xiao et al. {(1994) reléevent une durée d'excrétion de 1 & 16 semaines chez des poulains.

La quantité de kystes excrétés peut atteindre des valeurs relativement élevées puisque O'Handley et al,

(2000) observent des concentrations comprises entre 839 & 3475 kystesg” de selles chez des veaux de 2 & 10
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semaines. Ralston et al. (2003) relévent une excrétion moyenne de 2230 kystes.g' de selles chez des veaux.
Olson et al. (1997b) indiquent une excrétion moyenne de 1180 kystes.g”' de selles mais pouvant atteindre jusqu'a
2,7.10° kystes.g™” de selles chez ces animaux. Ils observent également un niveau d’excrétion plus important pour
des veaux de O a 12 semaines que pour ceux 12 4 24 semaines.

Ralston et al. (2003) mettent en évidence une augmentation de la prévalence chez les bovins durant le
vElage et la semaine suivante, alors que le pourcentage devient nul pour les mémes animaux 25 semaines aprés la
mise bas. Xiao et al. (1994) observent également une prévalence plus élevée chez les juments venant de pouliner
(28 %) qui pourrait Etre expliguée par une baisse de I'immunité. Dans les élevages, les méres pourraient alors &ire

une source de contamination pour les jeunes animaux (Xiao et al., 1994).
Les études portant sur le génotypage des kystes de &. lamblia isolés chez les animaux d'élevage,
présentées dans le tableau 24, sont trés récentes, concernent exclusivement les boving et montrent une nette

prédominance du génotype E.

Tableau 24 : Génotypes de Giardia Jamblia isolés chez les animaux d'élevage

Animal  Localisation Cible Technique Génotype / Assemblage Références
Bovins adultes
Australie ARNr Séquencage 20% A n=>5 O'Handley ef al. (2000}
80%:E
GDH PCR-RFLP 100 % : E n=16 Read e af, (2004)
Séquencage
ARNr Séquangage 00%:E n= 31 Becher ef al. (2004)
Canada ARNr Séquencage 20%:A n=10 O'Handley et af, (2000)
o 80 %:E
ARNr Séquencage 25%:A n=42 Appelbee et al. (2003)
975 %:E
Etats-Unis ARNp PCR-RFLP B3 %:A n=6 Van Keulen et al. (2002)
L 17%:8
TP Séquencage 100%:E n=7 Sulgiman ef al. (2003)
Veaux
Australie ARNr Séquengage 100%:E n=31 Becher et al (2004)
Etats-Unis ARNr, TPT, Séquengage 5%:A n= 164 Trout et af. (2004)
B-giardine 85%:E
Ttalie ARNr Séquencage 100%  E n=3 Berrilli et al (2004)
Nouvelle-Zélande  ARNFr Séquengage 54 %: A n=48 Learmonth ef al. (2003}
46 %: B
Ouganda ARNp Séquengage 100%: A n=5 Graczyk et al. (2002)
Pays-Bas GDH PCR-RFLP 55 %A n=9 Huetink et al. (2001)
45 % :ni Ani B

D'apreés ces études, le génotype E est détecté dans 75 % des échantillons de selles de bovins {h = 377) et
les génotypes A et B concernent 25% des prélévements. Le génotype A est détecté dans 19 % des cas, par contre
le génotype B nest isolé que lors de deux études (Learmonth et a/, 2003 ; van Keulen et al., 2002} et représente
6 % des isolats. Ainsi, les bavins peuvent constituer un réservoir potentiel de kystes de Giardia pathogénes pour
FHomme. Ils peuvent également &tre un réservoir de kystes pathoegénes pour les autres animaux d'élevage mais
aussi pour les animaux sauvages. Ainsi, Hoar et af. (2001) suggérent que les bovins adultes ne représentent gu'un

risque limité de contamination directe de lenvirennement. Par contre, ils peuvent &tre la source primaire de
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contamination pour les veaux qui vont éliminer des quantités beaucoup plus élevées de kystes dans

Fenvironnement.
9.1.2.2- Giardia lamblia chez les animaux sauvages.

Plusieurs études essentiellement réalisées en Amérique du Nord ont mis en évidence la présence de
kystes de Giardia dans les selles d'animaux sauvages. Ainsi, Roach et al. (1993) isolent des kystes de Giardia dans
des selles de castors, rats musqués, coyotes, ours et loups au Nord du Canada. Le tebleau 25 présente des

valeurs de prévalence de &rardia observées pour des animaux sauvages.

Tableau 25 : Données concernant la prévalence de &iardia chez les animaux sauvages

Animal Prévalence Localisation Références
Bison 14,6 % (n= 41) Canada Heitman et af. (2002)
Elan 15,8% (n=38) Canada Heitman et af. {(2002)
Canard sauvage 28 % (n= 69) Etats-Unis Kuhn et af (2002)
Castor Selles: 92 % (n= 662} Etats-Unis Erlandsen et al. (1950)
Mugueuse intestinale : 13,7 % {n = 302)
10 % (n=94) Canada Dixon et al. (1997)
8,68 % (n= 334) Canada Heitman et al {(2002)
Rat musqué Selles : 36,6 % (n=790) Etats-Unis Erlandsen et al. (1990)
Muqueuse intestinale : 95,9 % (n = 219)
75,2 % {n=176) Allemagne Karanis ef af, (1996)
78,26 % (n=23) Canada Heitman et ol (2002)

Erlandsen ef af. (1990) reportent des études ayant mis en évidence des prévalences comprises entre 3,4
et 18 % chez le castor et entre 0 et 70 % chez le rat musqué, mais ces études avaient éé réalisées uniquement
sur des échantillons de selles prélevés dans 'environnement. La détection de trophozoites sur la muqueuse
intestinale révéle des prévalences plus élevées chez les castors et les rats musqués par rapport d l'analyse des
selles. En effet, la prévalence est alors proche de 100 % chez les rats musqués et les auteurs estiment la
quantité de kystes excrétés par cette espéce & 10° kystes.g™ de selles. Ces mammiféres aquatiques pourraient

donc jouer un rile non négligeable dans la contamination des eaux de surface (Erlandsen et af., 1990).

Lors d'une étude réalisée sur des canards sauvages, Kuhn et af. (2002) ont conclu que les kystes excrétés
par ces animaux nappartenaient pas d l'espéce Giardia lamblia suite & I'absence d'amplification par deux PCR
qualitatives ciblant les génes de la giardine et de la HSP (Heat Shock Protein), toutefois aucun résultat de
séquengage n'est publié pour ces travaux, Lors de l'analyse de selles d'oies sauvages provenant de neuf sites
distincts aux Etats-Unis, Graczyck et al. (1998) isolent des kystes de Giardia dans la totalité des prélévements.
L'excrétion est estimée & 436 kystes.g™ dans des selles de canards sauvages (Kuhn et alf., 2002).

D'aprés les études concernant le génotypage de kystes provenant d'animaux sauvages (tableau 26), ces

animaux peuvent constituer un réservoir de kystes de Giardia lamblia potentiellement pathogénes pour FHomme.
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Tableau 26 : Détermination des génotypes et des espéces chez des animaux sauvages

Animal Localisation  Cible Technique Génotype ou espéce Références
Costors | Etats:Unis _ TPI _  Séquencage = 100%:B ______ n=7 Sulaimanefal (2003)
Gorilles ! Ouganda _  ARNre Séquencage  100%:A __  n=2 6raczykefal (2002)
Rats musqués  Etats-Unis TPI Séquencage 625%:B n=8 Sulaiman et af (2003)

375 % : Giardia microti

9 2- Contamination de I'environnement.

9.2.1- Les eaux usées et les boues,

9.2.1.1- Contamination des eaux usées brutes.

Les valeurs concernant la contamination des eaux usées brutes en Europe, en Amérique duy Nord et dans
divers pays sont présentées dans le tableau 27. Globalement, les pourcentages d'échantilions positifs sont
compris entre 37 % et 100 %, mais lo majorité des études observent des kystes dans la totelité des
prélévements. Les concentrations en kystes sont élevées et généralement comprises entre 10° et 10* kystes L™,
Toutefois, certains auteurs notent des concenirations inférieures a 10 kysTes.L'l, alors que d'autres observent
des concenfrations atteignant 5,2.10% kystes|™. Une partie des variations observées entre les différentes
études peut &tre expliquée par le protocole d'analyse. Roberston et al (2000) observent ainsi des concentrations
comprises entre 107 et 10* kystes.L ! avec le protocole utilisant uniqguement une centrifugation et aucune étape de
purification, alors que les concentrations s'échelonnent entre 10 et 10* kystes.L'et sont généralement
inférieures ou égales & 10° kystes L™ pour les protocoles utilisent une ou deux étapes de purification.

Des variations horaires et surtout saisonniéres des concentrations sont constatées par certains auteurs.
Gassman et Schwartzbrod (1991) observent un pic 4 10 h, par contre Bukhari et al. (1997) ne montrent pas de
variation au cours de la journée. Des concentrations plus élevées en kystes de Giardia sont généralement
observées durant la saison froide ou au début du printemps (Gassman et Schwartzbrod, 1991 ; Sykora et af.,
1991 ; Wiandt et af, 1995 et 1998). Ces variations pourraient Etre en partie expliquées par une survie plus longue
des kystes aux basses températures.

Concernant la viabilité des kystes dans ces eaux usées brutes, Wallis et al. (1996) observent 38,9 % de
kystes qui seraient potentiellement viables par marquage au PT et 22,2 % qui sont infectieux par.inoculaﬁon a des
gerbilles. Des études récentes se sont intéressées & la présence des génotypes pathogénes pour I'Homme dans
ces eaux usées. Ainsi, Caccio et al. (2003) mettent en évidence la présence des génotypes A et/ou B dans des
eaux usées prélevées dans quatre stations d'épuration. Guy ef af (2003} quantifient les génotypes A et B dans
des eaux usées par PCR en temps réel et montrent la présence de ces deux assemblages dans six échantillons
prélevés dans deux stations. Lors de l'analyse de 131 prélévements d'eaux usées, Sulaiman et al. (2004) mettent

en évidence les génotypes A et B dans 85 % et 15 % des cas respectivement,
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Tableau 27 : Niveau de contamination des eaux usées brutes en kystes de Giardia

Localisation  Protocole de concentration et purification des kystes Technique de  Pourcentage d'échantillons  Concentration (kystes.L™) Références
détection positifs
Europe
France Floculation au carbonate de calcium ou filtration sur cartouche IFA 100 % {n = 38) 2,3.10%a25.10° Wiandt et af (1995)
eh polypropyléne, méthode de Bailenger
Floculation au carbonate de calcium, méthode de Bailenger IFA 100 % (n= 26) 2,3.10%42510° Grimogon et al. (1996)
m = 4,37,10°
Floculation au sulfate d'aluminium, méthode de Bailenger IFA 100 % (n = 20) 1,78.10° 4 8,03.10° Wiandt ef af. (1998)
Italie Filtration sur toile de porosité 300 pm, filtration sur IFA 100 % (n=16) 2110%a4,210° Caccio et af. (2003)
membrane en acétate de cellulose, centrifugation (4620 g,
10 min)
Grande- Filtration sur gaze, centrifugation (1500 g, 15 min), flottation IFA 70490 % (n=80) 1041310 Bukhari et af, (1897)
Bretaghe sur solution de saccharose {(d : 1,18), clarification d ['éther.
Centrifugation (1500 g, 15 min) IFA 100 % (n = 42) 1,110° 4 5,2.10° Robertson et af. {2000)
Ameérique du Nord .
Etats-Unis Filtration sur carfouche en polypropyléne, centrifugation, IFA 100 % 07819107 Rose et af, (1988)
flottation sur solution de citrate de potassium (d: 1,16) m = 51
Centrifugation Lugol 100 % 641410° Jakubowski et af, (1991)
Centrifugation (600 g, 3 min) Lugol 100 % 441410 Sykora et af, (1991)
Centrifugation (2450 g, 10 min), flottation sur solution de IFA NR {n = 11} m=1,3,10° Mayer et Palmer (1996)
Percoll™-saccharose (d: 1,10}
Centrifugation, flottation sur solution de citrate de potassium IFA 100 % (n = 12) 110%41,3.10° Rose et af (1996)
Canada Centrifugation (500 g, 10 min) IFA 100%(n=8) 2,6.10' 4 3,2.10° Roach ef al. (1993)
Centrifugation (650 g), flottation sur solution de Percoll™ ou IFA 72,6 % (n=1760) Généralement inférieure a 1.10°, Wallis et af. (1996)
de saccharose thais jusqu'a 8,8.10°
Centrifugation (3000 g, 30 min), flottation sur sofuticn de IFA 100% (n=79) 1i0*a9,210° Payment et ai, (2001)
Percoll™-saccharose (d : 1,12)
Centrifugation (800 g, 10 min} IFA 48,8 % {n = 166) NR Heitman er af. (2002}
Centrifugation (12000 g, 15 min) IFA 100 % (n=6) 2.4.10°49,9.10° Guy et al. (2003)
PCR 2,6.10°41,3.10¢
quantitative
Pays divers
Afrigue du Décantation IFA 50 % Valeur maximale : 1,8.107 Kfir et af. (1995)
sud
Kenya Centrifugation {1050 g, 5 min) IFA 37 %(n=71) 1010°a 2510 Grimason et af, (1996)
m = 3.10°
Israel Filtration sur cartouche en polypropyléne, flottation sur IFA 75 % (n=4) Vaoleur moximale : 3.10° Zuckerman et al. (1997)

sclution de citrate de potassium
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9.2.1.2- Contamination des boues résiduaires.

Quelques études (tableau 28) sont menées sur les boues résiduaires, dans certains cas en paraliéle de
Fanalyse d'eaux usées {Chauret et af, 1999 ; Rose et af, 1996). Les modes d'expression des résultats et les
disparités au niveau du type de boues analysées suivant les études rendent délicate la comparaison des
cohcentrations en kystes de &iardia. Toutefois, on constate qu'une majorité de prélévements voire la fotalité
contient des kystes de Giardia avec des concentrations pouvant atteindre des valeurs élevées de fordre de 10°
kystes.g™ de boues. Ainsi, Hu et al. {1995) détectent 2 5.10° kystes.g” de boues secondaires, Thiriat et al. (1997)
et Soares et al. (1994) reportent respectivement des concentrations maximales de 8,7.10% et 3,3.10* kystes g™
de boues primaires.

Trés peu d'études apportént des renseignements concernant la viabilité de ces kystes, ainsi Thiriat et af.

(1997) détectent seulement 1d 3 % de kystes viables par utilisation de DAPT, PI et DIC.

Tableau 28 : Niveau de contamination des boues en kystes de Giardia

Pays Prélévement Echantillons  Concentration Références
positifs (%)

Australie Boues secondaires 100% (n=3) m=2510"kystes.g™ Hu et al, (1995)
Boues aprés digestion anaérobie  100% (n=5) m=7.4.10" kystesg?
Boues deshydratées 100% (h=2) m=3,4.10° kystes.g”

Canada Boues mixtes 100%(n=4) <2510'G1,1810% kystes100g"  Chauret et al, (1999)
Boues aprés digestion anaérobie 10 % (n=4) <25.10" 4 2,82.10° kystes.100 g
mésophile et déshydratation

Etats-Unis Sortie de station 80 % (n=127)  7.10'43.10° kystes |’ Sykora ef al. (1991)
Boues primaires et secondaires 100% (n=12)  7.,73.10% & 3,3.10" kystesg™ Soares et al, (1994)
Boues aprés digestion anaérobie 100 % (n=13)  1,03.10° 4 4,14.10" kystes.g™
mésophile (35°C)
Boues brutes 50 % m = 2,8.10° = 4,8.10° kystes.g™ Rose et al. (1996)
Sortie de station 25 % m = 35 kystes.g”
(épaississement chimique,
digestion, déshydratation)
Boues aprés 10 semaines de 44 % (n=16) 0a 3 kystes.450 mg™ Rimhanen-Finne et afl.
compostage (2004)
Sortie de station {30 semaines 35%(n=-18) 0Oalkystesd50 mg™
de compostage, chaulage)

Finlande 20 % (n=44) NR (PCR qualitative) Rimhanen-Finne et al.

(2001)
France Boues primaires 100%(m=6) 0910"a48,7.10" kystes.g™ Thiriat et al. (1997)

Boues aprés digestion anaérobie
mésophile (35°C)

100 % (n=4)

3,1.10°4 5,3.10° kystes.g”

L'efficacité du traitement des boues sur Félimination des kystes de &iardia est abordée dans le

paragraphe 10.2.2.2.

9.2.1.3~ Contamination des eaux usées épurées.

Quelques études reportent des données de concentration en kystes de Giardia pour des eaux en sortie
de station d'épuration (tableau 29). Globalement, de 15 & 100 % des échantillons sont positifs et les
concentrations présentent des variations imporfantes entre les études mais aussi entre les prélévements pour
une méme étude. Les concentrations en kystes de Giardia sont généralement inférieures & 1.107 kystesL’, mais

des valeurs plus élevées de l'ordre de 3,5.10° et 15.10% kystes.L sont observées par certains auteurs
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{Roach et al., 1993 ; Reberston et af, 2000). Les eaux usées épurées peuvent donc constituer une voie de
contamination relativement importante pour les eaux de surface dans lesquelles elles sont rejetées. Concernant
la viabilité, Wallis et al. (1996) constatent que 7,6 % des kystes provenant de ces eaux sont infectieux par
inoculation & des gerbilles. Garcia et al. (2002) évaluent & 26 % la proportion de kystes qui seraient viables par
marquage au PL. Lors de l'inoculation & des gerbilles, de kystes provenant d'effluents primaires et d'eaux épurées
en sortie de station, ces auteurs observent que seuls les kystes provenant des effluents primaires sont capables
de provoquer une giardiose chez ces rongeurs. L'efficacité des différentes étapes du traitement d'épuration est

gbordée dans le paragraphe 10.2.2.1.

Tableau 29 : Concentration en kystes de Giardia dans les eaux usées épurées

Localisation Pourcentage d'échantillons positifs Concentration (kystes.L ") Références
Europe
France 23 % {n=13}) 12 Wiandt et al. (1995)
44 % (n = 16) 01625 / m=1 Grimason et al, (1996)
80 % (h=20) 1411107 Wiandt et al, (1958)
Grande-Bretagne 154 a91,7 % {n= 84) 104a7,210° Bukhari ef af. (1997)
NR (n= 42) 7a1510° Robertson et al. (2000)
Amérique du Nord
Canada 100 % (n=5) 243510 Roach et al. (1993)
100 % (n=79) 24891 Payment et a/ (2001)
Etats-Unis 40 % m=13 Rose et gf. {1988)
44 %, <1444 Sykora et al. {1991)
NR (n =10} m =11 Mayer et Palmer (1996)
Pays divers
Afrique du sud 30% m =120 Kfir et al. (1995)
valeur maximale = 3,9.10°
Kenyu 100 % {n = 10) 21490 / m= 34 Grimason ef al. (1996)

8.2.2- Les equx de surface.

De nombreuses études sont réalisées sur les eaux de surface (tableau 30). Les pourcentages
d'échantillons positifs présentent de grandes variations suivant les études et s'échelonnent de 6,7 & 100 % pour
une détection par immunofluorescence. Lorsque les eaux analysées regoivent des rejets urbains ou agricoles, les
pourcentages d'échantillons positifs sont généralement plus élevés. Ainsi, Rose et al. (1991) constatent que les
pourcentages d'échantillons positifs sont trois & quatre fois plus importants pour des eaux de rividre ou de lac
recevant des rejets urbains ou agricoles que pour des eaux protégées.

Pour les échantillons positifs, les concentrations sont généralement comprises entre 10% et 10F
kystes.100 L. Toutefois, certains auteurs observent des concentrations plus élevées de l'ordre de
10° kystes.100 L. Pour certaines études, ces valeurs sont expliquées par un rejet deau usée non traitée &

proximité du site de prélévement {Alame et al,, 1998 ; Hachich et af,, 2004 ; Ho ef Tam, 1998a).
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Tableau 30 : Niveau de contamination des eaux de surface en kystes de Giardia
Localisation Type de prélévement Protocole de concentration et purification  Technique Rejets Rejets Pourcentage Concentration en kystes Références
des kystes de détection urbains agricoles  d'échantitlons
positifs
Europe
Allemagne Rivieres Filtration sur cartouche en polypropyléne, IFA NR NR 833%{n=12) 2 & 1.10? kystes.100 L. Karanis et af (1996)
flottation sur saccharose (1,5 M d 2)
France Rivigres Filtration sur membrane d'acétate de IFA Qui NR 645 % {n=31) 2496107 kysfeg.[_'l Alame et al, (1998)
cellulose
Finlande Rivieres, lacs et Filtration sur membrane en polycarbonate, PCR NR NR 1,8 % (n= 54} NR Rimhanen-Finne ef al.
site de captage séparation immunomagnétique {2002)
Riviéres et lacs Filtration sur membrane en polycarbonate, IFA, PCR NR NR 137%(h=139) NR Hérman et al. (2004)
séparation immunomagnétigue
Grande- NR Filtration sur cartouche en polypropyléne, IFA NR NR 46,6 % (n=58) m=014 kysfg_L'l Gilmour et al. (1991)
Bretagne flottation sur solution de saccharose,
Ttalie Riviere Filtration sur carfouche en polypropylene, IFA Oui Oui 100 % (n=11) 10 & 5,6.10° kystes, 100 L Bertolucci et al.
flottation sur solution de Percoll™- m = 1,4.107 kystes.100 L (1998}
saccharose (US-EPA, 1995)
Nervege Lacs et riviéres Filtration sur membrane, séparation IFA Fonction Fonction 11,8 % (n=408) 144 kystes10L" Robertson et Gjerde
immunomagnétigue du site du site (2001b)
Amérique du Nord
Canada Eau de surface Filtration sur cartouche en polypropylene, IFA Qui Qui 812 % (n=85) 410% 4 66 kys*rgs,l_'1 LeChevallier et al.
sonication, flovtation sur solution de = 2,77 kystes L’ (1991a)
Eau de surface Percoll™ -saccharose (d : 1,10) IFA oui NR 32 %(n=22) NR Roach et al, (1993)
Eau de surface IFA Fenction Fonction 20,8 % {n=1173) Génératement < 2 kys*res,[_’I Wallis et al, (1996)
du site du site
Centrifugation (3000 g, 30 min), flottation IFA Fonction Fonction 60 % (h = 391) Payment et af. (2000}
sur solution de Percoll™-saccharose (d : du site du site
112)
Etats-Unis Riviere Filtration sur cartouche en polypropylene, IFA Ouf Cui 90,4 % {n=21) 1,2 kys*l‘es'L'l Rose et al (1988)
Riviére centrifugation, flottation sur solution de Oui Non 35.10" kystes.L™
Lac citrate de potassium {d : 1,16) Non Non 9.10° kys?es.L‘1
Rivigre IFA Qui Oui 26,3 % (n= 38) m = 11 kystes, 100 L. Rose et al (1991)
Neon Non 6.7 % (n=59) m= 0,35 kyste 100 L™
Lac Oui Cui 333%(n=24) m=65 kystes 100L"
Non Non 11,7 % (n = 34) m= 05 kyste 100 L™
Riviere Filtration sur cartouche en polypropyléne, IFA Qui NR 100 % {(n=12) 13 6 6,5.10° kystes.100 L™ Gibson et af, (1998)

flottation sur solution de Percall™-
saccharose (US-EPA, 1995)
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Tableau 30 {suite) : Niveau de contamination des eaux de surface en kystes de Giardia

ou en polyéthersulfore, IMS

Localisation Type de prélévement  Protocole de concentration et purification  Technique Rejets Rejets Pourcentage  Concentration en kystes Références

des kystes de détection urbains agricoles  d'échantillons

positifs
Pays divers
Afrigue du  Eau de surface Filtration sur membrane {p : 1,2 pm), IFA NR NR 55 % (n= NR) 04&46.10° kystes.10 L™ Kfir ef al. (1895)
sud sonication m = 30 kystes 10 L
Brésil Eau de surface Floculation au carbonate de calcium IFA Oui Qui 27 % (n=278) 045210 kysfgs,l_‘l Hachich et al. (2004}
Chine Rivieres Floculatien carbonate de calcium, flottation IFA NR NR Site1: 50 % 191074 2,8.10° kys-res_l__'l Ho et al. (1995)
{Hong-Kong) sur solution de Percoll-saccharose (n=3) 9 kystes.L™
Site 2 : 66 %
{n=3)

Chine Riviéres Floceulation au carbonate de calcium, IFA Qui Qui Site1:100% 1044,7.10° kys‘res.L“l Heo et Tam (1998a)
{Hong-Kong) flottation sur solution de Percoll- (n=52)

saccharese Site 21 NR 0 & L10? kystes.L™
Tsreel Riviére, sources Filtration sur cartouche en polypropyléne, IFA Oui Oui 428 % (n=14) 54783 kystes 100 L Zuckerman et al,

flottation sur solution de citrate de (1997)

potassium (d : 1,3)
Japon Riviére : IFA 92% (n=13) 40 45,8.10" kystes. 1000 L' Hashimoto et al,

m = 1,7.10° kystes,1 000 L* (2000)

Malaisie Riviéres Filtration sur cartouche en polypropyléne, IFA Oui Qui 90 % {n=10) 214177 kys-res,[_,'l Ahmad et af (1997}

flottation sur solution de saccharose Oui Oui 90 % (n = 10} 27x27 kysTes.L']
Taiwan Riviére Filtration sur cartouche en polycarbonate IFA Oui Cui 80 % 11,4 = 4,0 kystes.JOQ L Hsu et Yeh (2003)
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Comme pour Fensemble des échantillons environnementaux, trés peu d'études reportent des valeurs
concernant la viabilité des kystes dans les eaux de surface. Ainsi, LeChevallier ef al. (1991a) constatent que
12,8 % des kystes peuvent &tre considérés comme viables par microscopie DIC. Wallis et af. (1996) montrent que
seulement 2,2 % des kystes sont infectieux par inoculation & des gerbilles,

Si les eaux de surface contiennent globalement des concentrations de kystes de Giardia relativement
faibles, ces études montrent qu'il existe un risque de contamination par la voie hydrigue si le traitement de

potabilisation de ces eaux ne permet pas une élimination ef ficace des kystes.

9.2 3- Les eaux récréationnelles.

Peu d'études rapportent des valeurs de concenfration en kystes de &iardia dans les eaux
récréationnelles (tableau 31). Fournier et af. (2002) ne détectent pas de kyste de &iardia lors de l'analyse d'eau
prélevée dans six piscines. En France, les piscines municipales utilisent 'eau potable du systéme de distribution et
sont équipées d'un systéme associant une filtration et une désinfection par le chlore, le brome ou Fozone. 5i aux
Etats-Unis, des épidémies dans des piscines ont mis en cause une contamination fécale associée & une déficience
de la désinfection, I'étude de Fournier et af, (2002) montre qu'en France le risque de contamination par ce type
d'eau reste limité. Ho et Tam (1998b) détectent des kystes de Giardia dans 41 % des eaux de mer autorisces
pour la baignade, & des concentrations généralement inférieures & 10 kystes par litre. Toutefois, la viabilité de

ces kystes n'est pas évaluée dans cette étude et fe risque lié a la baignade reste difficile & estimer.

Tableau 31 : Concentrations en kystes de &Giardia dans les eaux récréationnefles

Localisation Sites de prélévement Pourcentage Concenirations en Références
d'échantilions positifs kystes

France Piscines (n = 6) 0% (n=48) Fournier et al. (2002}
Grande-Bretagne Lacs, riviéres 85,2 % (n=27) 1,74 kystesL™! Gilmour et al. (1991)
Heng-Kong Eau de mer <24 F cofi 100mL? 71%(n=14) 0 & 1kystel™ Ho et Tam {1998b)

25-180 E. coli 100 mL? 857 %(n=7) 0 a2 kystes.L™

181-610 F.coli 100 mL? 50 % 0 & 23 kystesl™

> 610 E coli 100 ml* 64 % 0 & 10 kystes.L"

9.3- Survie des kystes de Giardia aux conditions environnementales.

Le point de mort thermique qui correspond a la température minimale & partir de laquelle un micro-
organisme est inactivé en 10 minutes est évalué par Schaefer et af (1984) pour des kystes de &. muris en
suspension dans de I'equ distillée. Les auteurs concluent alors & un point de mort thermique de 54°C par labsence
de dékystement in vitro de 100 000 kystes exposés & des températures comprises entre 50 et 58°C.

Le tableau 32 regroupe des données concernant la survie de kystes de 6. lamblia ou de 6. muris @
différentes températures et dans différents types de milieux. La température apparait comme le facteur
déterminant pour la persistance de la viabilité des kystes dans 'environnement. Ainsi, une fempérature comprise
entre O et 10°C semble Etre la plus favorable 4 fa survie des kystes de Giardia muris (deRegnier et al., 1989). Par
contre des températures inférieures ou égales & -4°C entrdinent une inactivation totale des kystes dans l'eau, le
sol et les selles en moins d'une semaine (Olson et al., 1999). Pour des températures proches de 25°C, la survie des
kystes dans Fenvironnement diminue & deux semaines. Robertson et Gjerde (2004) évaluent la survie de kystes de

Giardia lamblia exposés aux conditions hivernales en Norvége. Les auteurs observent alors moins de 1 % de kystes
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viables par marquage au PT pour des températures comprises entre -25°C et +9°C, mais ils remarquent aussi des

variations de la survie des kystes suivant les isolats.

Tableau 32 : Viabilité des kystes de Giardia dons des conditions environnementales

Conditions expérimentales Température Viabilité maximale observée Références
Selles contenant des kystes de deRegnier et
&iardia muris mises en suspension al. (1989)

_dans différents types deaux: Infectiosité chez l'animal __ Colorants vitawx (PI)
Lac 3°C 56 jours 84 jours
6a7°C 56 jours 56 jours

e 17a20°C____ 28jours Z8jours ...
Riviére gazc 84 jours 84 jours

___________________________________________ 19a27°C_____>2Bjowrs . %Blouws
Eau potable 204 28°C 14 jours 14 jours

Kystes de &iardia lamblia en
suspension dans :

Colorants vitaux (FDA, PI)

_Effluents de fosse septique . 25°C ... L A78tjeurs
-Fumier de porcins et effluents de 5°C 129,9* jours
fosse septique 15°¢ 26,2* jours
25°c 3,7* jours

Deng et Cliver
(1992}

Kystes de Giardia muris en

Johnson et al,

suspensiondans: . Dékystementinvitro . (1997¢)
-Eau de mer

stockage & I'obscurité 23-25°C =2 jours® / 4 jours™

Stockage alalumigre  18-28°C <2 heures*/Zheures™

-Eau douce

stockage & 'obscurité 23-25°C < 3 jours*-5 jours™*

stockage 4 la lumiére 18-28°C < 2 heures*-2 heures**

Kystes de Giardia muris en Clson et af.
suspensiondans: Infectiosité chez Fanimal _ Colorants vitaux (°PL) (1999)
“Eau distillée protégée de - 4°C < 1 semaine < 1semaine

I'évaporafion et stockée a 4°¢ 11 semaines 20 % 4 11 semaines

fobscurité, . 25°C_ 2semaines 4semaines
“_Echantillons de sols avec un taux -4°%¢ < 1 semaine < 1 semaine

d’humidité maintenu a 17 % et 4°C 7 semaines 9 semaines

stockésdlobscurité. e5°c__  lsemaine 3semaires
selles de bovins contaminées -4°C < 1 semaine < 1 semaine

avec 10° & 107 kystesg' et 4°¢ 1 semaine 9 semaines

stockées & {'obscurité, Taux 25°C 1 semaine 3 semaines

d'humidité maintenu & 50 %.

* : abattement du nombre de kystes viables de 90 % (1 logio) / ** : abattement du nembre de kystes viables de 99 % (2 log).

Lors d'essais de survie de kystes de Giardia dans des effluents de fosse septique mélangés & du fumier

de porcing, Deng et Cliver (1992) montrent une influence négative de l'augmentation de la température de

stockage de 5 & 25°C sur la survie des kystes, ainsi qu'une plus forte diminution du nombre de kystes viables

lorsque la proportion d'effluents animaux augmente. La survie des kystes de &. muris dans f'eau de mer en

présence de lumiére semble trés bréve avec un abattement de la viabiiité par dékystement in vitro de 92 % en

moins de deux heures (Johnson ef al, 1997¢). Si la température joue un réle prépondérant sur la survie des

kystes, la composition du milieu semble également avoir une influence.

- 71 -



Etude bibliographique

9.4- Voies de contamination et épidémies.

8.4.1- La transmission zoonotique.

La transmission zoonotique de Giardia reste actuellement une voie de contamination peu etudiée. Lors
d'une étude réalisée dans une communauté aborigéne australienne, Hopkins et al. (1997) classent les kystes de
Giardia isolés de chiens dans des génotypes spécifigues et non dans les génotypes A et B. Le regroupement des
animaux pourrait alors expliquer la transmission sélective de certains génotypes. Traub et af. {2004) réalisent
une étude au sein d'une communauté indienne ot les contacts entre les personnes et leurs animaux sont trés
fréquents. En comparant fes séquences de FARNr, de I'EF1A et de la TPI de kystes de Giardia d'origine humaine
et canine les auteurs concluent alors & une Transmission zoonotique confortée par le niveau de prévalence chez les
persohnes vivant au contact d'un animal porteur. Ainsi, si le risque de fransmission zoonotique semble

relativement limité, il ne peut Etre exclu notamment lorsque les conditions d'hygiéne s'avérent insuffisantes.

9 4.2- La transmission de personne 4 personne,

Ce mode dP; transmission par la voie féco-orale semble prépondérant lorsque les conditions d'hygiéne ne
sont pas suffisantes. Ainsi les créches peuvent constituer une structure idéale pour la transmission de Giardia
par la présence d'un grand nombre d'enfants dans un méme endroit ot il est plus difficile de maintenir des
conditions dhygiéne adéquates (Read et af., 2002). Une seule étude est publiée concernant la prévalence de
Giardia dans une créche frangaise par Dupouy-Camet et al (1990) qui montrent un risque de contamination des
enfants par contact avec les poubelles contenant les couches. Linnane et al. (2001) suggérent également une
transmission par la voie féco-orale lors d'une épidémie dans une créche britannique concernant 56 personnes dont
37 enfants. La transmission d'enfants d adultes a également é1é envisagée dans des épidémies alimentaires

mettant en cause des personnes élevant des enfants porteurs asymptomatiques (tableau 34, paragraphe 9.4.3).

8 4. 3- La voie alimentaire.

De nombreux fruits, légumes et condiments peuvent €tre contaminés par des kystes de Giardia
(tableau 33). La menthe et la coriandre apparaissent comme fréquemment contaminées avec des concentrations
élevées de kystes. Ces chiffres pourraient étre expliqués par la densité de leur feuillage offrant une surface de
contamination plus importante et une protection des kystes vis-a-vis des conditions envirennementales (Amahmid

et al., 1999).

Actuellement, I'augmentation de l'exportation de fruits et [égumes associée d la consommation de ces
aliments crus ou insuffisamment cuits entrdinent un risque aceru de contamination par la voie alimentaire
(Roberston et Gjerde, 2001a). L'utilisation d'eaux souterraines pour lirrigation, la généralisation des mesures
d'hygiéne lors du conditionnement, Firradiation de certains produits sont proposés pour limiter le niveau de

contamination des aliments (Rose et Slifko, 1999).
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Tableaw 33 : Niveau de contamination de produits issus de cultures par irrigation
Produit Pourcentage d'échantillons positifs Concentration Références
{kystes.100 g de produit)
Aneth 29 % (n=7) 4-8 Robertson et Gierde (2001a)
Coriandre 44 % 25 Amahmid et al, (1999)
Menthe 50 % 10
_Persil 0% (n=7) Robertson et Gjerde {2001a)
_Framboises 0% (n= 10)
Fraises 3% (h=62) 1
Radis B33 % 6 Amahmid et af. {1999)
17 % (n=6) 2 Robertson et Gjerde (2001a)
Carotte 33% 15 Amahmid et al. (1999)
Pommes de terre 22 % 003
Laitue 2% (n=125) 2-3 Robertson et Gjerde (2001a)
Feves 2% (n=149) 2-6
Luzerne 0% (n=16)
Champighons 0% (n = 55)

Entre 1988 et 1992, les parasites représentent 2 % des micro-organismes mis en cause dans les

épidémies d'origine alimentaire aux Etats-Unis. Parmi les 17 épidémies dues & des parasites, Giardia est incriminé

dans 41 % des cas {Rose et Slifko, 1999). Le tableau 34 reporte des épidémies de giardisse d'origine alimentaire,

observées aux Etats-Unis. Lorsque les aliments contaminés ont pu &tre identifiés, on constate que les fruits et

Jégumes crus sont souvent mis en cause. Le manque d'hygiéne et la préparation de ces aliments par des personnes

porteuses asymptomatigues ou vivant avec des enfants porteurs sont les principales couses de contamination.

Tableau 34 : Exemples d'épidémies de giardiose d'origine alimentaire aux Etats-Unis

Date Nombre de cas / nombre  Aliments Lieu frr
: J s, N Références
de personnes exposées incriminés Mode de confamination
1979 2% /60 Saumen Ecole- Neurriture préparée par une personhe Rose et Slifko
élevant un enfant porteur dgé d'un an. (1993)
1985 13/16 Salade de pfites Pique-nigue - Nourriture préparée par une
personne porteuse symptomatique, élevant des
enfants porfeurs asymptomatiques
1986 10/25 Salade de fruits Famille - Nourriture préparée par une personne
élevant porteur asymptomatigue figé de 2 ans.
88 /312 Sandwichs Clinigue - 57 % des perscnnes ayant préparé
ces sendwichs excréetaient des kystes
1989 21 /108 Laitue, oignons, Diner associatif - Mode de contamination non
) tomates identifié.
1990 27 /36 Glaces Restaurant - un employé porteur
asymptomatique et un employé élevant un
enfant porteur.
27 / Nb Légumes crus Entreprise ~ personne contaminée. Mintz et al. (1993)
75/ Nb Fruits et Iégumes  Restaurant - NR Bean et al. (1996)
1991 32 /ND Fruits et légumes  Restaurant - température de conservation Bean et af. {1996)
(2 épidémies) NR NR
1992 2/ ND NR Restaurant
1994 22/ ND NR Domicile Olsen et al(2000)
(2 épidémies) NR Restaurant
1996 6/ ND Glace Faute d'hygiéne
1997 17 / ND NR Restaurant - Faute dhygiéne
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9. 4.4- La voie hvdrigue.

Afin d'obtenir un risque de contamination inférieur a 1 personne pour 10 000 par an, I'equ destinée 4 la
consommation humaine ne doit pas contenir plus de 7.10™* kystes.100 L™ pour une consommation quotidienne de 2 L
d'eau par personne (LeChevallier et af, 1991a; Hashimoio et af, 2002). L'estimation du risque lié d la
consommation d'eau potable nécessite ainsi l'analyse d'un nombre élevé d'échantillons et de grands volumes deau.

Le tableau 35 regroupe les données concernant la contamination d'eaux destinées & la consommation
humaine. Globalement, la concentration en kyste de Giardia est inférieure au seuil de détection pour 80 % des
échantillons analysés. Seuls, Isaac-Renton et af. (1996) observent 71 % d'échantillons positifs {n = 7), mais aucun
kyste viable n'est détecté par dékystement in vive. Sur le plan de la viabilité, deux études réalisées en Grande-
Bretagne concluent & des pourcentages de kystes viables élevés (42 et 50 %) pour les échantillons positifs par
utilisation de colorants fluoregéniques. Pour les 20 % d'échantillons contenant des kystes de Giardia, les

concentrations sont variables mais généralement inférieures a 5 kystes.100 L.

Tableau 35 : Niveau de contamination en kystes de Siardia des eaux destinées & la consommation humaine

Localisation Technique Echantillons positifs Concentration Echantillons Références
de détection (%) contenant des
kystes vigbles {%)
Europe
Grande-Bretagne IFA 225 % (n=151) m=0,08 kys*res_L'l 42 %* Gilmour et al. (1991)

IFA 19 % (n = 106) 0,01 41,67 kystes.L™ 50 % * Smith et af. (1993)
m = 0,02 kystes.L!

Amérique du Nord

Canada IFA 17 % {n = 42) 0,2 41,4 kystes 100 L NR Roach et af. (1993)
0% (n=10)
IFA 0% < & la limite de détection NR Chauret et al. (1995)
IFA 1% {n=7) 154185 kystes. 100 L? 0%** (n=5) Isaac-renton et al.
(1996)
IFA 18,2 % (n = 423) 2 a5 kystes100L* 7.6 %** Wallis et af (1996)
IFA 0% (n=32) <01 kyste 100 L™ NR Payment et al.
(1997}
Etats-Unis IFA 0 % (h = 36) < 0,25 kysfes 100 L Rose et al. (1991)
IFA 17,1 % (n=82) t = 4,45 kystes 100 L 13,3 %* LeChevallier et af
0,29 & 64 kystes.100 L (1991b)
IFA 20 % (n=30%) 0,5 & 2 kystes.100 L™ NR LeChevaliier et
) Norton (1993)
Pays divers
Afrigue du Sud IFA 12,1 % (n= NR) 0d4 kystes10L™ NR Kfir et af. (1995)
Japon IFA 12 % (n= 26} 05542 kystes.1000 L NR Hashimoto et al.
(2001)
Malaisie TIFA 0% (n=20) < 4 la limite de détection  NR Ahmed et al, (1997)

* : viabilité évaluée par microscopie (morphologie, colorants fluorogéniques / ** : viabilité évaluée par infectiosité chez l'animal

Giardia est généralement le micro-organisme le plus frégquemment mis en cause dans les épidémies 4
partir d'eau destinée d la consemmation humaine aux Etats-Unis (Barwick et al., 2000 ; Lee et al, 2002 ; Levine
et al, 1990 ; Levy et al, 1998). Entre 1986 et 1988, Levine et af. (1990) comptabilisent neuf épidémies de
giardiose par consommation d'eau dont six sont dues & un fraitement de peotabilisation mettant en ceuvre une
chloration en l'absence d'un systéme de filtration. Les épidémies de giardiose d partir d'eau destinée 4 la

consommation humaine observées aux Etats-Unis entre 1989 et 2002 sont présentées dans le tableau 36. La
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plupart de ces épidémies mettent en cause l'efficacité du traitement de potabilisation avec soit une chloration en
Fabsence de filtration, soif une chloration insuffisante. Une contamination du réseau d’eau poteble par de l'equ

impropre & la consommation est également observée dans certains cas.

Tableau 36 : Epidémies de giardiose aux Etats-Unis & pertir d'eau destinée & la consommation humaine de 1989 & 2002

Année Nombre d'épidémies Nombre de cas Cause Références
1989-1990 7 18 Eau de surface non iraitée Herwaldt et al. (1992)
19 /23 /308 Déficience du fraitement de potabilisation
152/53/24
1991 2 15 Déficience du systéme de distribution Moore et al (1993)
13 Déficience du Traitement de pofabilisation
1992 2 15 Eau souterraine non fraitée
80 Déficience du traitement de potabilisation
1993 2 20 Déficience du traitement de potabilisation Kramer et al. (1996)
7 Eau souterraine non traitée
1994 3 18/ 36 Déficience du traitement de potabilisation
304 Déficience du systéme de digtribution
1995 2 10 Eau de surface non traitée Levy ef al. (1998}
) 1449 Déficience du fraitement de potabilisation
1997 2 50 Déficience du traitement de potabilisation Barwick et al. (2000)
100 Déficience duy systéme de distribution
1998 2 7/2 Eau souterraine non traitée
1999 1 2 Eau souferraine non traitée Lee et ol (2002)
2000 5 27/5 Déficience du traitement de potabilisation
2 Déficience du systéme de distribution
12 Eau souterraihe non traitée
4 Non déterminée
2001 2 6 Déficience du fraitement de potabilisation Blackburn et af. (2004)
6 Eau souterraine non fraitée
2002 1 6 Déficience du systéme de distribution

Le tableau 37 regroupe les épidémies de giardiose & partir d'eaux récréationnelles observées aux Etats-
Unis entre 1991 et 2002. Porter ef af (1988) reportent également une épidémie de giardiose dans une piscine
concernant neuf personnes provoquée par une cohtamination fécale de I'eau asseciée & un défaut du traitement
par chloration, Globalement, les épidémies de giardiose dues & une contamination des eaux récréationnelles aux

Etats-Unis semblent peu nombreuses et représentent 272 personnes contaminées sur une période de 11 ans.

Tableau 37 : Epidémies de giardiose & partir d'eaux récréationnelles, aux Etats-Unis de 1991 & 2002

Année Nombre Site Nombre de Cause Références
d'épidémies cas
1991 4 Piscine 14 Non déterminée Moore et af. (1993)
Patatigeoire 9/7 Ingestion accidentelle deau contaminée
Lac 4

1993 3 Lac 12/ 43 Kramer et al. (1996)
1994 1 Piscine 80

1996 1 Pataugeoire 77 Levy et of. (1998)
1959 1 Bassin 18 Lee et af (2002)
2002 1 Riviere 2 Yoder et al. (2004)

9.5- Schema géneral des réservoirs et voies de contamination de Giardia.

La figure 12 représente de fagon schématique les réserveirs et les différentes voies de contamination

de Giardia.

- 75 -



Etude bibliographique

Contact

Selles contaminées
Effluents d'abaftoir

Selles
contaminges

/Consommction d'eau oy
d'aliment ¢ontaminé

g Manque d'hygiéne

Ressource
en eqy

Eau de mer

A

Rejet

UOIBI I T

Défaut d'étanchéite
du réseau de distribution

SRR iy
e

; g;x’xég
z mg@

Déficience du traitement
de potabilisation

Figure 12 : Schéma des réservoirs et voies de contamination de Giardia

- 76 -



Etude bibliographique

10- La rupture du cycle parasitaire.

Différents sites d'action visant d rompre le cycle parasitaire de Giardia peuvent tre envisagés soit pour
limiter les voies de contamination d'un nouvel hite, soit pour réduire Fintensité dexcrétion des kystes par un
hdte contaminé et limiter la contamination de l'environnement notamment au niveau des ressources hydrigues.

L'application de fraitements de potabilisation efficaces, associés & des mesures dhygiéne voire une
immunoprophylaxie devrait considérablement limiter les possibilités de contamination d'un nouvel héte. De méme
la mise en place d'un traitement en cas de diagnostic de giardiose ainsi que la généralisation et J'optimisation des
traitements d'épuration des eaux usées et des boues résiduaires devrait réduire le niveau de contamination de
I'environnement par ce protozoaire.

La figure 13 schématise les différents modes d'action envisageables pour rempre le cycle parasitaire de

Giardia lamblia.

Environnement

Traitements d'épuration

Traitements de potabilisation
Traitements des boues résiduaires P

Prévention :

Agents thérapeutiques . .
9 peuta mesures d'hygiéne, vaccination

Hote

Figure 13 : Les différentes possibilités de rupture du cycle parasitaire de &Giardia lamblia

I0.1- Limitation des possibilités de contamination d 'un nouvel hote.

Deux niveaux d’action peuvent per‘me‘rﬂ‘e de limiter la contamination d'un nouvel hdte. Il s'agit dune part
de limiter le risque de contamination par les eaux destinées d la consommation grice a la mise en place et au
maintien de traitements de potabilisation efficaces pour éliminer les kystes de Giardia. L'action au niveau de
cette étape du cycle parasitaire consiste d'autre part d favoriser le développement d'une immunoprophylaxie et
surtout & mettre en place des mesures d’hygiene strictes notamment dans les structures collectives destinées

aux enfants.

10.1.1 Les traitements de potabilisation.
La réglementation américaine pour le traitement des eaux de surface (SWTR: Surface Water
Treatment Rule) publiée par I'US-EPA préconise I'élimination de 99,9999 % des bactéries, 99,99 % des virus et

99.9 % des protozoaires pathogénes pour FHomme par filtration et désinfection {LeChevallier et af., 1993 ;
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Sivaganesan et Rice, 2003). La concentration résiduelle en désinfectant doit &tre supérieure ou égale & 0,2 mgL™
dans le systéme de distribution permettant un abattement supplémentaire d'au moins 0,5 logyy. La turbidité de
Veau aprés filtration ne doit pas Etre supérieure & 0,5 NTU pour 95 % des analyses (LeChevallier et af, 1993).

L'obtention d'une eau de boisson répondant aux critéres de 'US-EPA et permettant de limiter le risque &
1 persomme pour 10 000 par an, dépend de l'efficacité des procédés mis en ceuvre mais aussi de leur fiabilité lors
de variations de la charge en particules et surtout en micro-organismes pathogénes des eaux & traiter. Le
procédé le plus couramment utilisé dans le traitement des eaux destinées & la consommation humaine fait
intervenir trois étapes constituées par la clarification (coagulation-floculation-sédimentation}, la filtration et
enfin la désinfection. Le tableau 38 présente les valeurs d'élimination des kystes de &iardia de différents
procédés de traitements.

La clarification constitue la premiére étape du traitement de potabilisation en faisant intervenir des
coagulants qui accélérent la sédimentation des particules en suspension.

La filtration est une étape classique du traitement de l'eau. Différents matériaux comme le sable ou le
charbon actif peuvent étre utilisés. Le tableau 38 présente des valeurs d'élimination des kystes de &iardia pour
la filtration seule ou associée a la clarification. La technique la plus répandue utilise la filtration lente ou rapide
sur sable. L'ultrafiltration qui est une technique moins répandue pour des raisons de colt, permet toutefois
d'obtenir une élimination des kystes supérieure 4 logyy. Nieminski et af. (1995) constatent que la filtration sur
sable permet d'obtenir plus de 3 logyy d'inactivation dans le cas ot la Turbidité de l'eau traitée est comprise entre
0.1 et 0,2 NTU. Si 'eau non traitée présente une turbidité initiale ne permettant plus d'atteindre ce seuil de
furbidité aprés traitement, alors la filtration seule ne peut suffire a obtenir une esu de qualité suffisante.
Hashimoto et al. (2002) constatent que le rendement de la filtration rapide sur sable pourrait &tre influencé par
la température de l'eau. La filtration est généralement combinée & la clarification. Lorsque cette technique est
précédée par une clarification, les valeurs d'élimination sont comprises entre 2,24 et 3,26 logg suivant les
études. La filtration seule ou la combinaison clarification-filtration sont rarement suffisantes pour obtenir une
élimination des kystes de 3 logio ce qui souligne lintérét de I'étape de désinfection pour l'inactivation des kystes

restants.

Tableau 38 : Impact des traitements de potabilisation sur la concentration en kystes de &iardia

Traitement mis en ceuvre Elimination {log:o} Références

Filtration

Ultrafiltration > 4 logye Jacangelo et al. (1991)
Fittration rapide sur sable 330077 Nieminski (1997)
Clarification + filtration

Coagulation-floculation au chlorure ferrique-alcalinisation-Filtration rapide sur 2,30 LeChevallier et al. (1993)
sable et mufticomposé

Coagulation-floculation au chlorure d'aluminium-alcalinisation-Filtration sur sable 2,78

et charbon actif

Coagulation-floculation au chlerure d'aluminium-Filtration sur sable et 2,24

multicomposé

Coagulatien-floculation au sulfate daluminium-Filtration rapide sur sable 3,26 + 0,67 Nieminski {(1997)
Coagulation-floculation au chlorure d'aluminium-Filtration sur sable 31 Payment et al. (1997)
Coagulation-floculation au sulfate daluminium-Filtration rapide sur sable- 2,53 Hashimoto et al (2002)
chloration

-78 -



Ftude bibliographigue

La désinfection est généralement une étape indispenseble pour atteindre une élimination de 3 logy des
kystes de Giardia lors du traitement de potabilisation. La désinfection est considérée comme étant I'étape
décisive pour I'élimination des contaminations transmises par voie hydrique (Schoenen, 2001). Cette étape fait
classiquement appel & un traitement chimique par le chlore libre, le dioxyde de chiore et F'ozone, mais efle peut
également utiliser un traitement physique par les UV. Le concept de €t (produit de la concentration en
désinfectant en mg.L! par le temps d'exposition en minute) est classiquement utilisé pour évaluer l'efficacité des
traitements chimiques.

L'efficacité des traitements chimiques pour linactivation des kystes de &iardia est présentée dans le
tableau 39. De nombreux facteurs peuvent influencer l'inactivation des micro-organismes par chloration,
notamment la température de l'eau, le pH, le temps de contact, la concentration en chlore et la turbidité de I'eau

(Clark, 1990).

Tableait 39 : Efficacité des désinfectants vis-a vis des kystes de Giardia

Espéce Mode d'étude de ct Niveau d'inactivation Références
Yinactivation (mg.min.L )

Chlore libre

&. lamblia Dékystement in vitro 80a 240 (pH 6 4 8)  Inactivation totale Jarroll et af. (1981)

&. lamblia Dékystement in vitro 150 {(pH 6 a 8) 132 logw Rice et al {1982)

&. muris Infectiosité chez Fanimal 794708 Pas d'inactivation Faubert et al. (1986)

‘Ozone

&. lamblia Infectiosité chez f'animal 065/123/257 2/374logn Finch et af (1993)

G. muris 024 /045 /086 2/3/4logy

6. lamblia Infectiosité chez 'animal 15 > 3 logw Widmer et af. (2002)

Jarroll et al, (1981) constatent que ko diminution de la température (25°C & 5°C) couplée a Faugmentation
du pH (6 & 8) nécessite Iaugmentation du Ct de 15 & 240 mg.minl’ Payment et al. (1997) observent un
abattement de 0,8 logyg lors de la désinfection par ozonation et chloration sur une eau traitée par clarification et
filtration sur sable. Pour un Ct en chiore de 150 mg.minL™, seulement 1 a 2 logyo de kystes sont inactivés. L'ozone
semble plus efficace que le chlore d'aprés les travaux de Finch et af (1993) et de Widmer et al. (2002) puisque
des Ct compris entre 1 et 15 mg.minl ™ permettent une inactivation de 3 logso.

Comme le montrent les valeurs du tableau 40, les kystes de Giardia présentent un niveau de résistance
aux oxydants chimiques (chlore, dioxyde de chlore, ozone) qui est certes inférieur 4 celui des oocystes de
Cryptasporidium, mais nettement supérieur & celui des Rotavirus. Les valeurs de Ct abservées en laboratoire pour
I'inactivation des kystes sont obtenues dans des conditions idéales et seraient difficilement fransposables aux

traitements appliqués par les stations de traitement des eaux.

Tableau 40 : Valeurs de Ct° relatifs pour I'ingctivation des kystes de Giardia par les oxydants chimiques comparés &

celles des oocystes de Cryptosporidium et des Rotavirus {d'aprés Gorden et Bubnis, 2000)

Micro-organisme Chlore Dioxyde de chlore Qzone
_Grardia 47 a> 150 17 05a06
_Cryptosporidium parvim 7200 78 5410

Rotavirus 0014005 0242 0,014 0,06

a: le Ct correspond au produit de fa concentration en désinfectant (mg.L™) par le temps de contact (minutes)

- 79 -



Etude biblioaraphique

L'utilisation des rayonnements UV est une alternative d la désinfection des eaux par voie chimique. Le
tableau 41 présente jes données bibliographiques concernant l'efficacité des UV sur {'inactivation des kystes de
Giardia. Lors du traitement de potabilisation les doses appliguées sont généralement comprises entre 160 et

400 ITm2

Taobleau 41 : Efficacité des UV sur Finactivation des kystes de &iardia

Espéce Milieux de Mode d'étude Dose {(J.m™®) Niveau d’inactivation Références
suspension de l'inactivation
&. muris Eau potable Infectiosité 50 2.2 logw Craik et af, {2000)
filtrée chez l'animal 80 2,4 log,
G. lamblia  Eau désionisée 100 142 logu Campbell et Wallis
{WB) 200 2 a3 logw (2002)
400 > 3 loguo
&. lamblia  PBS 10 > 4 {ogio Linden et al. (2002)
G. lamblia  Eau potable 30 > 2 loguw Mofidi et af (2002)
G. muris filtrée 30 > 2 logw
&. muris Eau désionisée 14423 0,34> 44 logw Hayes et al. (2003)

Des variations importantes de ['inactivation par les UV sont constatées suivant les études. Ainsi,
Campbell et Wallis (2002) observent 2 logyy d'inactivation pour des doses supérieures & 100 J.m™, alors que
Hayes et al. (2003) observent une inactivation supérieure & 2,9 logio pour des doses supérieures ou égales 4
19 I.m™. Linden et al. (2002) observent une inactivation supérieure a 4 logip pour une dose de 10 J.m™2. D'aprés
Craik et al. (2000) et Campbell et Wallis (2002) l'inactivation serait proportionnelle & la dose d'UV jusqu'é
200 I.m? L'utilisation de valeurs supérieures & cette dose n'entraine pas une augmentation significative de
Finactivation. Campbell et Wallis (2002} et Hayes et al. (2003) montrent respectivement que l'association
PI/DAPI et le dékystement in vitro surestiment la viabilité des kystes aprés exposition aux UV. Ces deux

technigues ne semblent pas adaptées & 'étude de cette meéthede d'inactivation des kystes,

10.1.2- Prévention de la giavdiose : mesures d ' hvgiéne et vaccination.

10.1.2.1- Mesures d'hygiéne.

La prévention de la giardiose passe essentiellement par le respect de mesures dhygiéne strictes. Le
lavage des mains, des surfaces et des aliments doit permettre de fimiter la transmission du parasite mais peu de
données sont disponibles sur I'efficacité de ces pratigues vis-d-vis des protozoaires entérigues. La plus grande
résistance de Giardia aux désinfectants notamment par rapport aux virus entériques, pose le probléme de la dose
a utiliser et du temps de contact. La destruction des kystes par la chaleur (ébullition) pour I'eau contaminée est
£galement une des possibilités envisageables {Rose et Slifko, 1999).

Lors d’'une étude réalisée dans une créche, Dupouy-Camet et al. (1990) montrent une forte diminution de
la prévalence avec la mise en place de quelques mesures comme le traitement médical de I'ensemble des enfants
et du personnel de I'établissement, l'installation de poubelies hermétiques, l'utilisation de vétements supportant
ébullition, la prescription d'un examen parasitolegique des selles pour tous les nouveaux enfants. Cody et al.
(1994) suggerent également que I'amélioration des mesures d’hygiéne et notamment un nettoyage efficace des

tables & langer pourrait limiter le risque de transmission de &iardia dans les créches,
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10.1.2.2- Lo vaccination chez les animaux.

Le développement d'une immuno-prophylaxie efficace serait bénéfique aussi bien pour I'Homme que pour
les animaux. Un vaccin permettrait d'immuniser les réservoirs de &iardia constitués par 'homme et les animaux
favorisant la diminution du nombre de kystes excrétés dans Ienvironnement. Il réduirgit le risque de
transmission féco-orale ainsi que le niveau de contamination environnementale de l'eau et deg aliments. De telles
perspectives seraient extrémement bénéfiques dans les régions oli la giardiose est endémique {Olson et af.,
2000).

Dans le domaine vétérinaire, un vaccin destiné aux animaux domestiques ou d'élevage, est justifié par la
prévalence élevée de Giardia chez certains animaux et le risque de transmission zoonotigue. En Amérique du nord,
des vaccins destinés aux chiens et aux chats sont actuellement commercialisés sous les noms GiardiaVax® et Fel-
0-Yax®, Le vaccin GiardiaVax® a notamment montré son efficacité sur les jeunes animaux qui présentent
généralement des prévalences plus élevées. Dans le cas ol la protection n'est pas totale, la vaccination permet de
limiter I'intensité des signes cliniques, la durée du portage et donc la quantité de kystes excrétés. La vaccination
des animaux domestigues et d'élevage devrait également permetire de limiter la transmission intra et inter-

espéce notamment avec les animaux sauvages (Olson et af., 2000).

10.2- Limitation de la contamination de ['environnement.

10.2.1- Agents thérapeutigues.

La giardiose se traduit habituellement par une résolution spentanée en six semaines dans 90 % des cas.
Toutefois, un traitement approprié permet une résorption rapide des symptdmes et 'éradication du parasite dans
94 & 100 % des cas (Butcher ef al, 1994). Actuellement, le traitement de la giardiose est encore le sujet de

“nombr'euses controverses {(Campanati et Monteiro-Leal, 2002). La furazolidone et surtout le métronidazole
constituent les principaux traitements utilisés pour cette parasitose {Campanati et Monteiro-Leal, 2002 ;
Gardner et Hill, 2001 ; Vesy et Peterson, 1999). In vitro, la concentration inhibitrice 50 % (CIB0} qui correspond
& la concentration diminuant de B0 % la croissance des trophozoites et la concentration minimale inhibitrice

{CMI) sont utilisées pour évaluer et comparer la sensibilité des molécules (Butcher et al,, 1994).

10.2.1.1- Les nitro-5 imidazolés.

Cette classe d'agents thérapeutiques qui regroupe le métronidazole, le tinidazole, I'ornidazole et le
secnidazole, a été découverte en 1955 et a montré son efficacité contre de nombreuses infections &
protozoaires. Ainsi, I'activité antiparasitaire du métronidazole a tout d'abord été montrée contre Trichomonas
vaginalis et Entamoeba histolytica (Gardner et Hill, 2001).

Le métronidazole (MTZ), molécule dont le mécanisme d'action est le plus étudié pour cette classe
thérapeutigue, utilise la voie métabolique anaérobie. Aprés le passage de la paroi des trophozoites, le
métronidazole est transformé en forme active suite & la réduction de son groupement nitro, il joue alors le rle
d'accepteur terminal d'électron et se lie de fagon covalente d 'ADN. Ce phénoméne entrdine la perte de la
structure hélicoidale de I'ADN et inhibe les étapes de réplication et transcription provoquant fa mort des

trophozoites. De plus, le métronidazole inhibe totalement la respiration et la mobilité des trophozsdites, par
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contre les kystes et les trophozoites au stade d'enkystement sont résistants (Jarroll et al, 2001). La réduction
de cette molécule entrdine également la formation de radicaux libres toxiques (Gardner et Hill, 2001).

Le tinidazole, 'ornidazole et le secnidazole ont une demi-vie plus longue que le métronidazole autorisant
un traitement monodose ce qui favorise la compliance et permet d'obtenir une efficacité clinique comprise entre
80 et 100 % (Gardner et Hill, 2001).

Bien qu'il ait montré son efficacité lors d'essais cliniqgues et in vitro, et qu'il constitue Fagent
thérapeutique couramment prescrit dans le traitement de la giardiose, le métronidazole n'est pas approuvé par la
FBA (Food and Drug Administration) pour cette indication (Ali et Hill, 2003). En France, le métronidazole, le
tinidazole et I'ornidazole sont indiqués dans le fraitement de cette parasitose. Les posologies adulte et enfant,

lefficacité et les principaux effets secondaires des nitro-5 imidazolés sont présentés dans le tableau 42.

10.2.1.2- Traitements alternatifs.

La résistance occasionnelle de Giardia aux nitro-5 imidazolés ainsi que les effets secondaires de ces
molécules entrdinent le recours a des traitements alternatifs,

La quinacrine initialement indiquée dans le traitement du paludisme et reconnue comme troitement de la
giardiose aprés la seconde guerre mondiale, avec une efficacité clinique supérieure ou égale & 90 % (Gardner et
Hill, 2001). Malgré l'approbation de la FDA pour cette indication, sa production est arrétée aux Efats-Unis &
partir de 1992 (Ali et Hill, 2003). En France, cette molécule a également été retirée du marché. Le mécanisme
d'action n'est pas totalement élucidé, Toutefois, cette molécule est capable de s'intercaler entre les deux bring
d' ADN {Gardner et Hill, 2001).

La paromomycine est un antibiotique de la famille des aminosides, elle est indiquée dans le traitement
d'Entamoeba histolytica et de Trichomonas vaginalis. Elle est proposée comme alternative lors d'infections
résistantes et durant une grossesse. Son absorption intestinale est trés faible et son action giardicide est due &
la perturbation de la synthése protéique. In vitro, la paromomycine monire une efficacité inférieure qux
hitroimidazolés, d la quinacrine et & la furazolidone {Gardner et Hill, 2001).

La furazolidone (synonymes : furaxone, nifurazolidone) est un entibactérien intestinal appartenant & la
classe des nitrofuranes. Elle est utilisée dans le traitement de la giardiose & partir des années 1950 avec
l'approbation de la FDA {Gardner et Hill, 2001). Cette molécule est la moins tératogéne des traitements possibles
de la giardiose {Vesy et Peterson, 1999). La toxicité de la furazolidone serait due notamment & la preduction de
radicoux toxiques lors de sa réduction (Gardner et Hill, 2001). In vitro, I'efficacité de la furazolidone sur la
croissance des trophozoites est supérieure 4 celle du métronidazole {(Campanati et Monteiro-Leal, 2002).

Les benzimidazolés et plus particulierement l'albendazole et le mébendazole sont des antihelminthiques
pouvant 2tre utilisés comme traitement alternatif au métrenidazole. Le site d'action des benzimidazoles se
situerait au niveay du cytosquelette. L'albendazole a montré une CIS0 inférieure au métronidazole dans des tests
d'adhésion in vitro (Ali et Hill, 2003). Hall et Nahar (1993) ont montré une efficacité identique de lalbendazole
(95 %) et du métronidazole (97 %) chez des enfants pour une posologie de 400 mg par jour, pendant cing jours.
Ces molécules ne peuvent Etre utilisées en traitement monedose, par contre elles présentent les avantoges

d'avoir peu d'effets secondaires dy fait de leur faible absorption intestinale et d'étre efficaces contre de
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nombreux helminthes ce qui permet un traitement unique contre plusieurs parasites (Gardner et Hill, 2001). En

France, ces molécules n'ont pas actuellement la giardiose comme indication thérapeutigue.

Les posologies recommandées, ainsi que l'efficacité et les principaux effets secondaires de ces

traitements alternatifs au métronidazole sont présentés dans le tableau 42,

Tableau 42 : Dénomination, posologies recommandées, efficacité et principeux effets secondaires des molécules utilisées

dans le traitement de la giardiose (Gardner et Hill, 2001 : Vesy et Peterson, 1999)

DCL Pasologie Efficacité Principaux effets
secondaires
(nom commercial)  Adulte Enfant
métronidazole 250 mg, 3 fois / jour 5 mg.kg™, 3 fois / jour 60-100 % Céphalées, vertiges, rash
(FLAGYL®) 5 a7jours 5 a 7jours cutané, urticeire, nausées,
yp  tinidazole 2g 50 mgkg™ {max : 2 g) 80-100 % neutropénie, bouche séche,
E {FASIBYNE®) traitement monodose fraitement monadose effet antabuse
3 ornhidazole 2g 40-50 mg.kg™? (max 1 2 g}  95-100 %
g (TIBERAL®) traitement monodose traitement monodose
£  secnidazele 2g 30 mg.kg™ (max : 2 g) 85-100 %
< (FLAGENTYL®) traitement monodose 1 ou 2 doses
quinacrine 100 mg, 3 fois / jour 2 mg.kg™, 3 fois / jour 90-100 %  Nausées, vomissements,
547 jours 7 jours céphalées, vertiges,
coloration orangé de la
peau ef des muqueuses.
paromomycine 500 mg, 3 fois / jour 10 mg.kg?, 3 fois / jour 55-88 % Ototoxicité,
5 4 10 jours 5410 jours néphrotoxicité.
furazolidene 100 mg, 4 fois / jour 2 mg.kg™, 4 fois / jour 80-95 % Nausées, vomissements,
7 &4 10 jours 10 jours diarrhées, inhibiteur des
MAQ.
4 o clbendazole 400 mg, 1 fois / jour 15 mg.kg™ jour™ Anorexie, constipation.
B :E,‘-’ (Z’ENTEL”) 5 jours o 5a7 jou_rl's. } 90-100 %
$ S mébendazole 200-400 mg, 1 fois / jour 15 mgkg™ jour
w0 5 jours 547 jours

10.2.1.3- Nouvelles molécules.

Le nitazoxanide (NTZ) est décrit en 1984 comme efficace contre les parasitoses & cestodes, mais c'est

en 1994 que son activité contre les protozoaires est mise en évidence. Cetie molécule présente Favantage majeur
d'gtre efficace vis-a-vis de Giardia mais aussi de Cryptosporidium et des helminthes (Gilles et ‘Hoffman, 2002).
Cette molécule a été approuvée aux Etats-Unis en 2003 pour le traitement des diarrhées & Giardia et
Cryptosporidium chez les enfants de 1 & 11 ans. In vitro, le métabolite actif du nitazoxanide, le tizoxanide montre
une efficacité nettement supérieure au métronidazole (Ali et Hill, 2003).

Des dérivés de la pentamidine et des flavonocides auraient également une activité giardicide. Les
protéines spécifiques de surface de la paroi des trophozoites (VSP} et les giardines font partie des nouvelles

cibles pour fa recherche de traitement (Mineno et Avery, 2003).

10.2 2- Le traitement des eaux usées et des boues.

10.2.2.1- Traitement d'épuration des eaux usées.

Les stations d'épuration font appel 4 une succession de traitements afin d'éliminer ia pollution des eaux
usées et permettre la production d'eau épurée répondant aux normes de rejet dans ['environnement, Un

prétraitement (dégrillage, dessablage, déshuilage) est tout d'abord appliqué aux eaux usées brutes qui sont
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ensuite acheminées dans un décanteur primaire. La décantation primaire peut dans certains cas &tre réalisée avec
un gjout de sels de fer ou d'aluminium (traitement physico-chimique) afin d'éliminer les polluants par coagulation-
floculation. Un troitement secondaire est ensuite appliqué avec pour objectif I'flimination de la pollution
carbonée, azotée et phosphorée. Un traitement tertiaire par filtration sur sable, traitement UV ou chloration
peut également Etre réalisé sur certaines eaux épurées suivant leur utilisation,

Le tableau 43 regroupe les données bibliographiques concernant F'élimination des kystes de Giardia par
différentes étapes d'épuration des eaux puis par la combinaison de ces méthodes lorsque la totalité du

traitement est étudié.

Tableau 43 : Elimination des kystes de &iardie lors du traitement d'épuration des ecux usées

Troitement Elimination Références
Elimination séquentielle des kystes de Giordia
- Traitement primaire Station 1: Casson et al. (1990)
0 (‘1 0,53 logm
Station 2 :
0,63 4090 logy
- Coagulation au chlorure ferrigue 1iogi0 Mayer et Pafmer (1996)
- Traitement par boues activées 2 logyg
- Traitement biologique par boues activées et décantation 93 % /119logn Rose ef af (1996}
- Filiration sur sable 99 % / 2,00 fogio
- Chioration 78,0 % / 0,65 logio
- Traitement primaire 0,11 oguo Chauret et al, (1999)
- Traitement primaire 24347 % Robertson et al. (2000)
- Traitement secondaire 66494 %
- Traitement UV (160 mWs.cm™®) sur eau clarifide 55 % Liberti et al, (2002)
- Troitement UV (100 mWs.cm®) sur eau clarifide et filtrée 62 %
Elimination des kystes de Giardia au cours de la totalité du traitement d'épuration
- Lagunage (3 bassins) 99974100 % Wiandt ef al (1995)
- Traitement biologique par boues activées et décantation / Filtration sur sable / 99,993 % Rose et af. (1996)
Chloration / Stockage 414 logyo
- Stations d'épuration avec ou sans traitement tertiaire 2640938 % Bukhari ef al. (1997)
- Décantation primaire / boues activées / chloration 1,40 logyg Chauret et al, (1999)
- Traitement primaire et traitement secondaire 66499 % Robertson et al. (2000)
- Station d'épuration avec traitement physico-chimique 76 % Payment et af. (2001)
Rose et al. (2001)

- Décantation primaire / boues activées et décantation / chloration 93,47 499,91%  Bonadonna et ai. (2002)
- Dégrillage, dessablage / oxydation / pas de traitement tertiaire 945 % Caccio ef al, (2003)
- Dégrillage, dessablage / décantation / boues activées / chloration (0,05 a 1 ppm) 87-96%
- Dégrillage, dessablage / décantation / boues activées / filtration (60 um) et acide 98,4 %

péracétique (4 ppm)

Les différences de traitement mis en ceuvre suivant les stations d'épuration étudi¢es, ainsi que les
variations de contemination de l'eau usée en enirée de station, rendent délicate l'analyse de ces données.
Toutefois, on peut constater que le traitement primaire est nettement moins efficace pour éliminer les kystes de
Giardia que le traitement secondaire par boues activées (Robertson et af, 2000). L'asscciation de plusieurs
barriéres de traitement permet dans les cas les plus favorables d'éliminer plus de 99,9 % des kystes, Toutefois,
certaines stations présentent des variations importantes de rendement avec des abattements de Fordre de 66 &
76 % (Payment et al, 2001 ; Robertson et af., 2000). L'application d'un traitement tertiaire semble se développer.
Rose et al. {1996) étudient I'efficacité d'une station comportant une étape de filtration sur sable qui permet une

élimination de 99 % des kystes. L'utilisation de ce type de fraitement peut étre justifié par l'utilisation de l'eau
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traitée pour lirrigation. La chloration permettrait Félimination supplémentaire de 78 % des kystes d'aprés Rose
et al. (1996). D'autres auteurs n'observent pas de variation significative de I'élimination des kystes de Giardia
entre les stations effectuant ou non un traitement tertiaire (Bukhari et af, 1997 ; Caccic et al., 2003 ; Robertson
et al., 2000). Bien que le traitement d'épuration permette I'élimination d'une grande partie des kystes présents
dans les eaux usées brutes, des quantités non négligeables de kystes peuvent étre rejetées dans environnement

via les eaux usées épurées (Robertson et al,, 2000).
10.2.2.2- Traitement des boues résiduaires.

L'épuration des eaux usées entrdine la production de boues résidudires qui doivent &tre éliminées. La
stabilisation des boues vise & réduire leur teneur en matiére organique fermentescible par traitement biologique,
chimigue ou thermigue.

La stabilisation biologique est basée sur la consommation de la matiére organigue et des composés
nutritifs (azote, phosphore..) par la microflore, aérobie ou anaérobie, présente naturellement dans les eaux
usées. La stabilisation biclogique peut se faire par voie aérobie ou par voie anaérobie (digestion anaérobie) et
peut &tre psychrophile (10 & 20°C), mésophile (35°C) ou thermophile {53°C). Le compostage constitue un procédé
de stabilisation aérobie réalisé sur un milieu solide et carboné. La stabilisation chimique est réalisée par chaulage
de la boue afin d'éliminer I'azote ammoniacal, de faveriser la décomposition de la matiere organique. Le chaulage
est souvent employé sur des boues stabilisées biologiguement et constitue un traitement complémentaire de
stabilisation. La stabilisation thermique est réalisée sur des boues déjd déshydratées.

La diminution de la teneur en eau des boues, qui peuvent contenir 95 a 99 % d'eau aprés stabilisation
biologique, est réalisable par épaississement, déshydratation (filtration ou centrifugation) ou séchage. Des
+traitements tertiaires (déphosphatation, décontamination, élimination de la pollution non biodégradable) peuvent
également Etre appliqués.

Le tableau 44 présente quelques valeurs d'élimination des kystes de Giardia dans le traitement des

boues.

Tableau 44 : Elimination des kystes de Giardia lors du traitement des boues

Traitement Elimination Références
Digestion anaérobie mésophile Pas de diminution, Soares et al. (1994)
(35°C)
Pas de diminution. Hu et al. (1995)
<1% Rose et al, (1996)
Pas de diminution du nombre de kystes. Thiriat et al, (1997)
Mais diminution du nombre de kystes viables.
Pas de diminution. Chauret et af. (1999)
Epaississement > 0,96 logw, >89 % Rose et al (1996}
Déshydratation 1 {ogw Hu et af. (1955)
0,63 logy, 77 % Rose ef al (1996)
Pag de diminution. Chauret et al. (1999)

Globalement, on constate que la digestion anaérobie mésophile, qui est une des techniques les plus
fréquemment évaluées, se révéle inefficace pour éliminer les kystes de Giardia. Concernant les technigues de

déshydratation et d'épaississement, elles pourraient permettre I'élimination d'environ 90 % des kystes d'aprés les
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travaux de Hu et af. (1996) et de Rose et al. (1996). Trés peu de données sont disponibles concernant la viabilité
des kystes suite d ces traitements. On peut toutefois citer les Travaux de Thiriat et al. (1997} qui ne détectent
aucun kyste viable par microscopie optique suite & la digestion anaérobie mésophile des boues.

Les boues résiduaires peuvent Etre utilisées soit en amendement, soit sous forme de compost (Hu et af,
1996). La valorisation agricole des boues stabilisées tend & se développer pour des raisons économiques et
environnementales (Chauret et af., 1999). Comme nous Vavons vu précédemment, le traitement des eaux usées
entrdine la concentration d'une partie des micro-organismes et notamment des kystes de Giardia dans les boues.
L'épandage de ces boues contenant un grand nombre de micro-organismes peut dans certaines conditions
entrdiner la contamination des eaux de surface et des eaux souterraines par ruissellement (Chauret et af., 1999).
L'absence d'un nombre suffisant de données concernant la viabilité et l'infectiosité des kystes, mais aussi le
manque de spécificité des techniques de détection couramment utilisées vis-a-vis des espéces et des génotypes,

ne permet pas actuellement une évaluation correcte du risque }é & Futilisation de ces boues.

- 86 -



Description du sujet de these

et des objectifs

OB I A o A



Description du sujet de theése et des objectifs

Les méthodes de référence actuellement développées pour la détection des kystes de Giardia dans le
milieu hydrigue, sont adaptées 4 I'analyse d'eau potable, d'eau de surface ou d’eau souterraine. Par contre, aucune
norme n'est proposée pour la détection de ce protozoaire dans les matrices complexes et notamment les eaux
ugées brutes ou pré-traitées qui constituent pourtant une des voies de contamination des ressources hydriques
environnementales.

A Fheure actuelle, le réle des différents hétes de Giardia dans la contamination de leur environnement
est mal connu, notamment pour Giardia famblia qui est une espéce complexe composée de sept génotypes dont
seulement deux, A et B, sont pathogénes pour 'Homme. Ainsi, les premiéres d'études concernant 'évaluation des
différentes espéces de Giardia ou des génotypes de &. famblia dans la contamination au niveau du milieu hydrique
ont été publides récemment. De plus, aucune étude frangaise ne porte sur la détection spécifique de Giardia
lamblia ou de ses génotypes dans des prélévements environnementaux ou des échantillons biologiques
correspondant & des cas sporadiques de giardiose ou 4 des épidémies.

Si Fanalyse d'eaux usées ou de prélévements de selles humaines ou animales constitue un des meyens
d'évaluation du roie des différents hdtes en tant que réservoir pour ce protozodire, ce type détude nécessite de
disposer d'une technique de détection spécifique au niveau des espéces et des génotypes. Malheureusement,
l'etape finale de détection des protocoles de référence est réalisée par immunofluorescence qui ne permet pas

de distinguer ni les six espéces qui composent le genre Giardia, ni les génotypes de Fespece Giardia lamblfia.

Les objectifs de notre étude sont de détecter et de quantifier spécifiquement les kystes appartenant
aux especes Giardia lamblia et Giardia muris, mais aussi d'gtre capables de distinguer les principaux génotypes de
Giardia lamblia dans différents types d'échantillons environnementaux ou biologiques. La présence de ces kystes
est alors étudiée dans des eaux usées pré-traitées provenant de trois sites sélectionnés en fonction leur
contamination fécale d'origine humaine et/ou animale. Des échantillons biclogiques constitués par des selles
humaines naturellement contaminées par des kystes de Giardia et provenant de différents hdpitaux sont

également analysés lors de notre étude.

La premiére partie de nos travaux, réalisée & partir de suspensions purifiées de kystes de Giardia,
concerne le développement de systémes de PCR en temps réel et de PCR qualitative destinés a une détection
spécifique d'espéce et de génotype. Cette partie primordiale pour la mise en place de notre étude comporte trois

étapes principales destinées d I'obtention de ces outils de détection :

# Un bilan et une sélection des génes cibles permettant soit de distinguer les especes & lamblia et &. muris, soit
de détecter spécifiquement les génotypes de l'espéce . famblia, suivis par une sélection des différentes amorces
et sondes & partir de ces séquences cibles.

¥ L'optimisation des conditions d'amplification au niveau des paramétres constitués par les concentrations en
amorces et en sonde.

* La validation des étapes d'extraction de 'ADN et d'amplification & partir de ces suspensions purifiées de

kystes,
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La deuxiéme partie de nos travaux concerne le transfert de ces outils & Fanalyse d'échantillons
d'eaux usées et de selles contenant des concentrations élevées en matigre organique et en inhibiteurs
pouvant entrainer la production de faux résultats négatifs. Lors de cette étude, I'immunofluorescence est
réalisée en paraliele de la détection par PCR de fagon systématique. Ainsi, un protocole est également
nécessaire pour lapplication de cette technique aux eaux usées. Cefte deuxiéme partie de nos

expérimentations comprend quatre étapes :

# Une comparaison des techniques de concentration et de purification pour la détection des kystes de Giardia
par immunofluorescence.

# Une comparaison de protocoles d'extraction de 'ADN afin d'adapter les systémes de détection & l'analyse
d'échantillons d'eaux usées.

# Une comparaison de techniques de purification des kystes et de protocoles destinés a limiter l'effet des
inhibiteurs de PCR.

#* Une évaluation de I'TMS pour la détection par immunofluorescence et PCR en temps réel lors de Fanalyse d'eaux

usées pre-traitées.

La troisieme partie de nos expérimentations concerne la détection spécifique d'espéce et de génotype
par PCR & partir de prélévements provenant de deux stations d'épuration et d'un abetteir, mais aussi de selles
humaines naturellement contaminées. Cette troisieme partie est basée sur les protocoles développés au cours des

deux étapes précédentes. Les objectifs de ces différentes analyses sont de réaliser :

* Une détection par PCR en temps réel des kystes de &. lamblia, en paralléle de 'analyse par immunofluorescence,
dans des eaux usées caractérisées par une contamination d'origine domestigue (station d'épuration de Nancy),
animale {abatteir de Metz) ou mixte (station d'épuration de Metz), ainsi qu'une comparaisen de leur niveau de
contamination par ce protozoaire.

# Une détection par PCR en temps réel des deux génotypes A et B pathogénes pour I'Homme pour l'espece
&. famblia. Une détection des génotypes .C et E considérés comme respectivement spécifiques d'animaux
domestiques et d'élevage dans ces mémes échantillons par PCR qualitative. L'évaluation du réle de chacun de ces
génotypes dans la contamination de ces trois types d'eau par &. lamblia.

# Le génotypage de kystes de &. flamblia isolés de selles humaines par PCR afin de déterminer notamment la

proportion de génotypes A et B.
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1- Schéma général des expérimentations.

La figure 1 présente les différentes étapes suivies par les suspensions purifiées de kystes de Grardia, les
prélévements d'eaux usées et les selles humaines lors de nofre étude. Les techniques d'immunofluorescence et de

PCR (en temps réel ou qualitative) sont appliquées en paralléle sur ces trois types d'échantillons.

Suspensions purifiées de kystes Prélévements d'zoux usées Selles humaines
de & lamblia ou de 6. muris prétraitées

|

Etape de concentration des kystes :
Comparaisen de techniques de concentration

l ‘,

Réalisation de gammes _ _ Etape de purification des kystes : Etape de concentration- _ _
de dilution de raison 10 purification des kystes

Comparcison de techniques de purificetion

F

1
1
P 1 i
e 1
¥ 5 /
3
' .
1

’ i

' i

¢ I

! 1

! ]

- Ve ]

Marquage des kystes P AT \

: 1 ‘,-‘-»""/ T : :

5 s Ll ! .
Immunofluorescence : ' ! :
MNumération des kystes : : :

1 | ]
' |
' ' I
| ]
¥ ¥ A4
Extraction de 'ADN Extraction de FADN : Extraction de FADN :
'I Adaptation aux eaux Usées Protocole optimisé sur les eaux usées
. I I
. I !
' v v
\{ Giardia lambiia Giardia lamblia
PCR en temps réefl : Quantification des génotypes Aet B a Détection des génotypes
Optimisation des conditions d'amplification, partir des gammes étalon : A-I, A-IT B-TIT et B-IV:
Gammes étalon PCR en temps réel PCR qualitative et
Détection des génotypes C et E : PCR-RFLP

PCR qualitative

Figure 1 : Schéma générdl des différentes étapes réalisées sur chaque type d'échantilion (suspensions purifiées de kystes,

prélévements d'eaux usées, selles humaines)

2- Matériel commun a plusieurs protocoles.

- Centrifugeuse a godets oscillants (Jouan, réf. GT422) pour les tubes de 15 et 50 mL,

- Centrifugeuse & rotor fixe (Beckman Coulter, réf. Microfuge® 22R centrifuge) pour les tubes de 1,5 et 2 ml.
- pH métre (Hanna instruments, réf. HI9622).

- Tampon PBS pH 7,2 (Phosphate Buffer Saline) (Biomérieux, réf. 75511).

- Tubes de 50 mlL & fond conique en polypropyléne NUNC (Polylabo, réf. 13260.01).

- Tubes de 15 mL & fond conique en polypropyléne Greiner Bio-One {Dutscher, réf. 227261).

- Tubes de 1,5 mL Safe-lock en polypropyléne (Eppendorf, réf. 0030.120.086).

- Tubes de 2 mb. Safe-lock en polypropyléne (Eppendorf, réf. 0030.120.094).

Le matériel spécifique a chaque protocole est présenté dans le paragraphe correspondant.
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3- Suspensions purifides de kystes de Giardia lamblia et Giardia muris.
3.1- Suspensions purifiées de kystes fournies par Waterborne ™.

Actuellement, &. famblia et 6. muris sont les seules espéces pour lesquelles des suspensions purifices de
kystes sont commercialisées. Les suspensions purifiées de kystes utilisées dans le cadre de cette étude sont
fournies par Waterborne™, Inc {New Orleans, USA).

Les kystes de & lamblia appartiennent & la souche H3 (génotype B Guy et al, 2003), ils ont &té
initiatlement isolés de selles humaines. Leur multiplication se fait par passage sur gerbilles. Les kystes de &. muris
appartiennent & la souche Roberts-Thompson et sont multipliés sur souris.

Avant commercialisation, ces kystes sont purifiés d 95-99 % par des gradients de Percoll™ et de
saccharose et des étapes de lavage. Ils sont stockés en suspension dans du tampon PBS (pH 7,4) en présence
d'antibiotiques (pénicilline, streptomycine, gentamicine et amphotéricine B). Au laboratoire, les suspensions de

kystes sont aliquotées et stockées d -80°C.

3.2- Réalisation de gamme de dilution de kystes.

Les gammes de dilution de kystes en suspensions purifiées, de raison 10, sont réalisées dans du tampon
PBS pH 7.2, Ces dilutions sont effectuées avant extraction de FADN, Elles sont ensuite utilisées pour la validation
des PCR, mais aussi comme gamme étalon pour la quantification des kystes contenus dans les prélevements d'eaux

usées.

3.3- Extraction de ’'ADN a partir de kystes en suspensions purifiées.

3.3.1- Matériel.

- QIAamp® DNA Stool Mini kit (Qiagen, réf. 51504).

- RNA Carrier®, tampon AVL (Qiagen, réf. 19073).

- Ethanol absolu Rectapur™ (VWR Prolabo, réf. 20819).

3.3.2- Protocole dextraction de I'ADN.

Pour les suspensions purifiées de kystes de 6. flamblia et &. muris, l'extraction de 'ADN est réalisée avec
le kit QTAamp® DNA Stool Mini kit. Ce systéme d'extraction est destiné a la purification d'ADN & partir de selles
humaines congelées ou non, ou & partir d'autres échantillons contenant des concentrations élevées en inhibiteurs de
PCR.

Ce kit d'extraction est tout d'abord testé suivant le protocele recommandé par Qiagen® avec une premiére
étape de lyse de la paroi des kystes qui est réalisée a 95°C {au lieu de 70°C), cette température est recommandée
pour la lyse des parasites et de certaines bactéries dont la paroi est plus résistante. Sur les suspensions purifides
de kystes, une premiére optimisation est également évaluée, par lincorporation de RNA Carrier® (1 1.&9.,uL’1 dans du

tampon AVL) lors de I'étape de digestion des protéines.

- 90 -



Matériel et Méthodes

Le protocole d'extraction de FADN incluant le RNA Carrier®, nommé REF dans notre étude, est le suivant :

1 - Ajout de 1,4 ml de tampon ASL a 200 ul de suspension purifiée de kystes
Lyse de la paroi des kystes dans un tube de 2 mL.
- Agitation au vortex 1 minute puis incubation 5 minutes a 95°C.
- Agitation au vortex 15 secondes puis centrifugation 20 000 g, 1 minute.

2 - Dépot de 1,2 mL de surnageant dans un nouveau tube de 2 mlL, ajout de fa
Adsorption des inhibiteurs  résine InhibitEX®,
- Agitation au vortex 1 minute. Incubation 1 minute 4 15-25°C.
- Centrifugation 20 000 g, 3 minutes.
- Transfert du surnageant dans un tube de 1,5 mL.
- Centrifugation 20 000 g, 3 minutes.

3 - Dépébt de 15 pi de protéinase K dans un nouveau tube de 15 mi.
Digestion des protéines - Ajout de 200 pL de surnageant, 200 ul de tampon AL et
5 uL de RNA Carrier® (1 ug.pl! dans du tampon AVL).
- Agitation au vortex 15 secondes puis incubation 10 minutes & 70°C.

4 - Ajout de 200 plL d'éthanol absolu et agitation au vortex.
Purification de FADN - Dépbt sur une mini-colonne QTAamp et centrifugation 20 000 g, 1 minute.
stir colonne - Récupération de la colonne et dépdt de 500 uL de tampon AWL.

Centrifugation 20 000 g, 1 minute.

- Récupération de la colonne et dépdt de 500 ul de tampon AW2.
Centrifugation 20 000 g, 3 minutes.

- Récupération de la colonne dans un tube de 1,5 mL et élution de 'ADN :
dépdt de 200 pl de tampon AE, incubation b minutes a 15-25°C

puis centrifugation 20 000 g, 1 minute. Stockage de f'extrait a -80°C.

4- Eaux usées.
4.1- Sites de prélévement des eaux usées.

Les échantillons d'eaux usées ont été prélevés sur trois sites caractérisés notamment par ['origine
humaine et/ou animale de leur contamination fécale. Ces trois sites sont constitués par la filiere urbaine de la
station d'épuration de Nancy-Maxéville (54), la station d'épuration de Metz (57) et l'abattoir de Metz. Les eaux
usées analysées dans le cadre de notre étude sont prélevées aprés I'étape de pré-traitement (dégrillage,
dessablage, déshuilage).

La station d'épuration de Nancy-Maxéville comprend deux filiéres distinctes, une filiére urbaine et une
filiere industrielle traitant les effluents de la brasserie de Champigheulles. Les prélévements sont uniquement
effectués sur la filiere urbaine qui recoit les effluents des 20 communes composant la Communauté Urbaine du
Grand Nancy, elle présente une capacité de 340 000 équivalents habitants. Cette filigre ne regoit pos d'eau usée
contaminée par des selles d'animaux d'élevage car aucun abattoir n'est en activité sur ce site.

La station d'épuration de Metz (SIVOM) ne comprend qu'une seule filiere qui regoit les eaux usées de 25
communes et peut traiter une poliution équivalent & 444 000 habitants. Ceite filidre receit des eaux usées

domestiques, mais aussi des eaux usées industrielles et notamment celles provenant de l'abattoir situé & proximité.
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La filiere urbaine de Nancy-Maxéville et la station d'épuration de Metz comportent une étape de pré-
Traifehenf, une décantation lamellgire, un traitement biologique avec des zones aérobies et anaérobies, Ce
traitement biologique permet I'élimination de la pollution carbonée et de la pollution azotée par nitrification-
dénitrification. Le traitement d'épuration se termine par une décantation secondaire et un traitement tertiaire de
déphosphatation par coagulation au chlorure ferrigue et décantation lamellaire,

Le traitement biologique de la filiere urbaine de Nancy-Maxéville fait appel d un réacteur biologique de
type BIOLIFT qui utilise la technique des bactéries fixées sur un lit de sable fluidisé. Ces deux stations
d'épuration permettent de satisfaire les normes de rejets de la réglementation européenne pour la totalité des
paramétres et notamment au niveau des concentrations en azote total (10 mg.l™) et en phosphore total (1 mgi™).
Le tableau 1 présente les paramétres moyens journaliers des effluents d I'entrée des stations d'épuration de

Nancy-Maxéville et de Metz,

Tableau 1 : Paramétres moyens journaliers des effluents en entrée des stations d'épuration des agglomérations nancéienne

et messine
Site Nancy - Maxéville Metz
Débit 100 000 m* 58 340 m’
DCO (Demande Chimique en Oxygéne) 260 mgL™! 552 mg.L™
DBO5 (Demande Biologique en Oxygéne) 120 mgL?! 272 mg.L™!
MEST (Matiére En Suspension Totale) 150 mg.L" 225 mg.L™
NTK 30 mgl™? 46,8 mglL?
(Azote Kjeldahl : azote organique et ammoniacal)
NGL (Quantité d' Azote Globale) =30 mg.L?! NR
PT (Phosphore Total) 10 mg.L™ 6,9 mgl?

Remarques : N6L = NTK + nitrites + nitrates

Le troisieme site de prélévement deaux usées est constitué par l'abattoir de Metz. Le volume deaux
usées rejeté par l'abattoir est de 400 m®jour?. Ces eaux usées sont prétraitées avant d@tre acheminées a la

station d'épuration de Metz.

4.2- Description des étapes suivies par les échantillons.

La figure 2 résume de fagon schématique les différentes étapes suivies par les prélévements d'eaux usées

lars de leur analyse par immunofluorescence et PCR,
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Prélévements d'eaux usées prétraitées

}

Analyse physico-chimique,
numération des coliformes thermotolérants

'

Etape de conceniration

des kystes
T
Séparation FEA y

IMs

v i Etape de purification des kystes:
Flottation sur selution ; Evaluation de techniques de purification et
de Percoll™-saccharose ‘ d'optimisation de la de‘?gc?wn ei présence d'inhibiteurs de PCR

' Extraction de FADN
II Immunofiuorescence El l

PCR quantitative ou qualitative

Figure 2 : Schéma des différentes étapes suivies par les prélévements d'equx usées prétraitées lors de leur analyse par

immunofluorescence et PCR en temps réel

4.3- Analyse physico-chimique et numération des coliformes thermotolérants.

4.3.1- Mesure du pH et de la turbidité.

La mesure de pH est réalisée pour chaque prélévement, sous agitation et d température ambiante. Le
pHmeétre (Hanna instruments HI 9622) est équipé d'une sonde pH préalablement étalonnée a température
ambiante avec des solutions €talon d des valeurs de pH de 4,0 et 7 ,0.

La mesure de la turbidité des différents échantillons deaux usées est effectuée avec un turbidimétre de
laboratoire (PC compact, Aqualytic®, réf. 4206020), la gamme de mesure de turbidité de cet appareil est comprise
entre 0,1 et 1000 NTU (Unités Néphélémétriques de Turbidité). 30 mL de chaque échantilion d'eau sont
homogénéisés par retournements. Pour les échantillons présentant une turbidité supérieure a 1000 NTU une
dilution est réalisée avec de Feau désionisée et la turbidité réelle (T) est calculée avee la formule :

T=Td . (Vs =+ Vd) / Vs (T : turbidité réelle ; Td : turbidité mesurée aprés dilution ; Vs : volume

d'échantillon ; Vd : volume d'eau de dilution).

4.3 2- Numération des coliformes thermotoléranis.

4.3.2.1- Matériel.
- Milieu M-FC-Agar (Merck, réf.1.11278 0500).
- Acide rosolique (Aldrich, réf. 86,132-4) & 1 % dans NeOH 0,2 M.
- Rampe de filtration (Sartorius GmbH, réf. SM16824),
- Membranes stériles quadrillées en nitrocellulose (diamétre : 47 mm, porosité : 0,45 um) (Millipore, réf.
HAWGO4753).
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- Préparation des géloses en bottes de Pétri: 52 g de milieu M-FC-Agar sont portés a ébuilition au bain-
marie dans 1 L d'eeu désionisée. Puis 10 mL d'acide rosolique a 1 % dans NaOH 0,2 N sont ajoutés. Le milieu
est agité et porté d ébullition pendant 1 minute. Les géloses sont ensuite coulées en boltes de Pétri

(diamétre : 5O mm) et stockées & + 4°C,

4.3.2.2- Protocole.

Dans notre étude, la numération des celiformes thermotolérants est réalisée daprés la norme IS0
9308/1 (1990). 400 1l d'eau usée sont prélevés et dilués au 1/10 dans 3,6 ml. de PBS stérile, des dilutions sont
ensuite réalisées au 1/10. 1 mL de dilution connue est filtré sur la rampe de filtration, au travers d'une membrane
stérile. Aprés filtration, la membrane est déposée, face de retenue vers le haut, sur une gélose au M-FC-Agar. Les
différents points de la gamme de dilution sont analysés en triplicat.

Aprés incubation & 44°C = 0,5°C pendant 18 & 24 heures, les colonies présentant une coloration bleue sont
dénombrées. Pour chaque échantillon, le logarithme du nombre d'unités formant colonie pour 100 mL
(log UFC.100 mL") est calculé selon la formule :

log (1I00.N.F / V)  (N: nombre de colonies comptées ; F: facteur de dilution ; V : volume analysé)

4.4- Technigues de concentration des kystes a partir des eaux usées.

La floculation au carbonate de calcium et la centrifugation sont les deux techniques de concentration des

kystes de Giardia évaluées dans notre étude.

4.4.1- Procédure de concentration par centrifugation,

100 mL d'eau sont filtrés sur un tamis en inox de poresité 300 ym puis concentrés par deux
centrifugations successives d 2000 g pendant 15 minutes dans des tubes de 50 mL. Aprés chaque centrifugation, le
surnageant est éliminé. Les culots obtenus suite & la premiére centrifugation sont regroupés dans un seul tube avec
de I'eau désionisée. Le culot résultant de la deuxiéme centrifugation est conservé dans les 4 derniers mL & 4°C
avant I'étape de purification des kystes. La filtration sur tamis permet d'éliminer les débris les plus volumineux

présents notamment dans l'eay usée d'abattoir,

4.4.2- Protocole de concentration par floculation au carbonate de calcium,

La floculation au carbonate de calcium est réalisée sur 10 litres d'eau usée brute selon la méthode décrite

par Vésey ef al. (1993).
4.4.2.1- Matériel.

- Cuve en polypropyléne Nalgéne (Bioblock, réf. F99131).

- Agitateur d palles (Heidolph, réf. RZR1).

- Pots & éenfrifuger‘ de 250 ml en pelypropylene (Beckman, réf. 356 987).
- Acide suifamique & 10 % (VWR Prolabo réf. 20671.366).

- Tween 80 (VWR Prolabo, réf. 28830.291).

- CaCl; (1 M), NaHCO5 (1 M), NaOH (1 M), HCI (1 M).
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4.4.2.2- Procédure de concentration par floculation.

10 L d’eau usée sont versés dans une cuve en polypropyléne, mesure du pH initial sous agitation.
Ajout de 100 mL de CaCl, (1 M), puis de 100 mL de NaHCO; (1 M}.
Le pH est ajusté & 10 par ajout de NaOH (1 M).
Sédimentation du floculat pendant 4 heures d température ambiante.
v
Le surnageant est éliminé. Le floculat est dissous dans 200 mb d'acide sulfamique,
puis réparti dans les pots & centrifuger de 250 ml.

La cuve est rincée par 200 ml. puis 100 mL de tween 80 (0,01 %) répartis dans les pots & centrifuger.
N4

Centrifugation 3 000 g, 10 minutes,
Les culots sont remis en suspension par agitation au vortex et transvasés dans un tube de 250 ml.
b
Centrifugation 3000 g, 10 minutes.
Le surnageant est éliminé puis le volume est ajusté & 200 mlL avec de ['equ désionisée.

Le pH est ajusté a 7 (papier pH). L'échantillon est conservé a + 4°C avant purification.

4.5- Techniques de purification des kystes.

4.5 1- Filtration,

Deux filirations sous pression négative sont réalisées sur des toiles & bluter Scrynel en polyester de

porosité décroissante de 102 ym et 59 pm (Polylabo, réf. 87440.02 et 87442.01). Le filtrat est ensuite concentré

par centrifugation (2000 g, 15 min, parographe 4.4.1),

4.5.2- Technique de séparation Formaldéhvde-Acétate d’éthvle (FEA).

Tl s'agit d'une séparation biphasique réalisée selon le protocole initialement décrit par Weber et al {1992)

pour la purification des oocystes de Cryptosporidium a partir de selles humaines. Les graisses contenues dans les

selles se concentrent sous forme d'un gdteau dans la phase hydrophobe que constitue lacétate d'éthyle, alors que

les matieres en suspension hydrophiles (y compris les kysfzs; de Giardia et les oocystes de Cryptosporidium)

s'accumulent dans la phase hydrophile constituée par le formaldéhyde ditué (10 %).

4.5.2_1-Matériel.

- Formaldéhyde & 10 % dans de l'eau désionisée & partir de formaldéhyde & 37 % dans l'eau, stabilisé par

10-15 % de méthano! (Acros, réf. 11969).

- Acétate d'éthyle (Riedel-deHaén, réf. 33211),
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4.5.2.2- Protocole de purification FEA.

La figure 3 décrit le protocole de la séparation biphasique Formaldéhyde-Acétate d'éthyle.

: ] Débris lipesolubles en suspension

] 3 mL docétate déthyle dans l'acéfate déthyle

1} Vortex 30 s

} 6 mi de formaldéhyde §10% DOE—————————""—= Débris hydrosolubles en suspension
2) Centrifugation dans fe formaldéhyde G 10 %
500 g, 5 min

4 mL d'échantillon R ,
Culot formé par les sédiments

hydrophiles et notamment
les kystes de Glardia

1) Le culot est remis en suspension
dans de |'eau désionisée (gsp 13 ml)

o ————

2) Centrifugation 500 g, 10 min

Le eulot Javé est remis en suspension dans

nOoC—————— = uh volume approprié d'eau désienisée pour
la réalisation de 'étape supplémentaire de
purification.

Figure 3 : Procédure de séparation biphasique Formaldéhyde-Acétate d'éthyle d'aprés Weber et al. (1992)

4.5.3- Technique de séparation g ['acélate d éthyle.

La technique de séparation & l'acétate d'éthyle est basée sur le protocole de la séparation FEA. Dans un
tube en polypropyléne de 15 mlL, le volume de culot est porté & 10 mL avec de l'eau désionisée et 3 ml d'acétate
d'éthyle sont ajoutés. Les étapes de centrifugation et de lavage sont identiques a celles appliquées pour la
séparation FEA.

4.5.4- Flotation sur solution de Percoll-saccharose.

Cette technique de purification des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium a partir d'eaux
de surface a été proposée par LeChevallier et af, (1995). La norme US-EPA de 1995 recommande son utilisation
pour la détection de ces deux parasites par immunofluorescence dans les eaux.

4.5.4,1- Matériel,

- Percoll™ (Sigma, réf. P-1644).

- Saccharose (Acres, réf. 42450).

- Préparation de 100 mi de solution de Percoll™-saccharose de densité 1,10 : 10 mL de saccharose (2,5 M),

45 mL d'eau désionisée et 45 mL de Percoll™,

4.5 4. 2- Procédure de flottation sur solution de Percoll™-saccharose.

La figure 4 présente le protocole de la purification sur sofution de Percoll™-saccharese (densité : 1,10).
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Percoll-saccharose - Pas de freinage
\/ {d: 1,0

Les 20 mL de suspension equeuse

et les 5 ml supérieurs de solution de
Percoll-saccharose sont repris.
Homnogénéisation au vortex.

Le volume est complété a 50 mL
avec de I'eau désionisée

oor—————, =
Centrifugation 1050 g, 10 min

Culat contenant notamment
les kystes de Grardia

RS .

o :l 20 mt. déchantillon Centrifugation : 1050 g, 10 min

e

] 1] | eve——————
1 | 30mL de solition de - Accélération trés progressive

g

o

X2

Remise en suspension du culot

avec de l'equ désiohisée {gsp 50 mL).
Homogénéisation au vortex.
Centrifugation 1050 g, 10 min

Suspension aqueuse

il €—Kystes de Giardia

Selution de Percoll-
Saccharose (d : 1,10)

¥ bébris de
densité > 110

\

Le culot lavé est conservé

1 ) e ——- dans les 5 derniers ml.

Centrifugetion 1050 g, 10 min

_/

Figure 4 : Procédure de purification par flottation sur solution de Percoll™-saccharose

4.5.5- Gradient de densité sur solutions de bromure de potassium,

Lors de la comparaison de différentes procédures de purification des kystes de Giardia, nous évaluons

notamment le gradient de densité sur solutions de bromure de potassium. Le protocole utilisé a été proposé par

Chesnot et Schwartzbrod (2004) et fait intervenir quatre couches de densité 101, 1,04, 1,12 et 1,23, Ces auteurs

ont développé ce protocole pour la purification des cocystes de Cryptosperidium dont la densité est trés proche de

celle des kystes de Giardia. La figure B décrit la mise en ceuvre de ce protocole et le tableau 2 rapporte la

composition des solutions de bromure de potassium. Trois lavages des solutions récupérées sont réalisés & l'eau

désionisée par centrifugation (1050 g, 10 min).

-4 Imlde

i suspensian

_|, " &purifier

4=1,01

§—|d:1,04 4*2 ml de
d=1,12 + solution de

123 | KRBT

Centrifugation
3000 g, 60 min

Figure § : Protocole proposé par Chesnot et
Schwartzbrod (2004). La zone grisée correspond

a la partie récupérée aprés centrifugation.

Tableau 2 : Composition des solutions de bromure de
potassium
Densité de la)|Masse de KBr disscute dans du Tris-
solution EDTA (pH 7,2) engl?

1,01 20,25

1,04 62 56

i1z 179,90

123 346,70
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4.5.6- Gradient de densité sur solutions de saccharose.

Le protocole de purification sur solutions de saccharose est comparable & celui basé sur les solutions de
bromure de potassium. Quatre couches de densité 1,01, 1,04, 1,11 et 1,30 sont utilisées. La figure 6 décrit le
protocole de purification et le tableau 3 précise les concentrations en saccharose des solutions utilisées. Trois

lavages des solutions récupérées sont réalisés & 'eay désionisée par centrifugation {1050 g, 10 min).

4ml de
suspension
_ / & purifier )
T Tableeu 3 : Composition des solutions de saccharose
d=1,01
P 3;1?14 :Olﬁ;;;i;}ige Densité de la| Masse de saccharose dissoute
d_1'30 saccharose solution dans de l'eau désionisée (g.L7)
. 1,01 30,3
Centrifugation 104 1147
3000 g, 60 min 111 300,5
- 1,30 8049

Figure & : Protocole de purification sur

solutions de saccharose

4.5.7- Gradient de densité sur solutions de Nyvcodenz™.,

Un protocole de gradient de densité sur solutions de Nycodenz™ (Sigma D-2158) est réalisé suivant le
mode opératoire développé par Chesnot et Schwartzbrod (2004) pour la purification des ococystes de
Cryptosporidium. Comme dans le cas des gradients de densité sur selutions de saccharose et de bromure de
potassium, I'échantillon & purifier est déposé sur quatre couches de densité décroissante. Le protocole est décrit

sur la figure 7. Trois lavages des solutions récupérées sont réalisés & Feau désionisée par centrifugation (1050 g,

10 min).
N 1mide Les densités de ces couches sont 1,01, 1,05, 110 et 121, leur
_ uspension d - se dans le tableay 4
] /;ur'ifier' composition est reportée dans le tableau 4.
E d=101 Tableau 4 : Composition des solutions de Nycodenz™
d=105 | 4*2 ml de
7 A=110 f\i"”‘“g" de Densité de la | Masse de Nycodenz™ dissoute dans
@\/&1,21 ycodenz solution | du Tris-EDTApH 7,2 engl’
- M 1,01 25
Centrifugation 1,05 50
3000 g, 60 mn 1,10 100
1,21 200

Figure 7 : Protocole de purification sur

solutions de Nycodenz™
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4.5.8- Separation immunomagnétigue (IMS).

Le kit IMS utilisé dans ceite étude est basé sur ['vtilisation de billes microscopigues, uniformes,
monodispersées, paramagnétiques, recouvertes d'anticorps purifiés dirigés contre les kystes de Giardia et liés par
covalence & leur surface. Cette purification des kystes de Giardia est s'effectue en deux étapes principales :

- La séparation immunomagnétique est réalisée par la formation des complexes billes-kystes, suivie de leur
séparation de ["échantillon environnemental.

- La dissociation des complexes billes-kystes de Giardia.

4.5 8.1- Matériel.

- Kit Dynabeads® 6C-Combo (Dynal, réf. 730.12) contenant : tampen™ SE-A 10 X, tampon™ SL-B 10 X,
billes Dynabeads® Cryptosporidium et Dynabeads® &iardia. Les billes sont fournies en suspension dans du tampon
PBS pH 7,4 avec 0,1 % de BSA.

- Tubes Leighton a c8té plat L10 (Dynal, réf.740.03).

- Agitateur rotatif MX2 (Dynal, réf 159.08).

- Concentrateur de particules magnétiques pour tubes Dynal L10 MPC®-1 (Dynal, réf. 120.01).

- Concentrateur de particules magnétiques pour Tubes de 1.5 mL MPC®-5 (Dynal, réf. 120.20).

- Pour chaque échantillon, préparer 1 mk de tampon SL-A & une concentration 1X & partir du fampon SL-A
10X par dilution au 1/10 dans de 'eau désionisée,

-HCI Ol Met NaOH I M.

4.5.8.2- Procédure IMS.

Dans un tube L10 & ¢61é plat :
déposer 1 mL de tampon SL-4 10X, 1 mL de tampon SL-8 10X et les 10 mL d'échantilion.

Ajouter 100uL de billes anti-Giardia aprés les avoir bien remises en suspension par agitation au vortex.
k4

Placer le tube dans l'agitateur rotatif pendant 1 heure d température ambiante.
Placer ensuite le tube dans le concentrateur de particules MPC-1.
Incliner le tube de 90° d'un c5t€ puis de Fautre, & raison d'un mouvement par seconde,
pendant deux minutes.

Eliminer ensuite le surnageant sans enlever le tube du concentrateur de particules.
b4

Enlever fe tube du concentrateur de particules,
Mettre Féchantillon en suspension dans t mL de tampon SL-A 1X.

Remettre les billes en suspension sans agitation au vortex et les transférer dans un tube de 1,5 mL.

b4

Placer ce tube dans le concentratedr de particules MPC-5 avec fa barre aimantée.
Incliner le tube de 90° d'un c6té puis de F'autre & raison d'un mouvement par seconde,
pendant deux minutes.

Les complexes billes-kystes forment alors une tache rouge distincte d 'arriére du tube.
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k4

Enlever la barre aimantée du concentrateur de particules et ajouter 50 pl d'HCI {(G,1M).
Homogénéiser par agitation au vortex pendant 10 secondes.
Laisser reposer en position verticale pendant 10 minutes.
Homogénéiser de nouveauy par agitation au vortex pendant 10 secondes.
Placer le tube dans le concentrateur de particules MPC-5 et remettre la barre aimantée.
Laisser le tube au repos pendant 10 secondes.
Déposer 5 pl de NaOH (1M} dans un nouveau tube de 1,5 mL et y déposer la suspension acide contenant

les kystes de Giardia dissociés des billes.
4.5.8.3- Modifications apportées au protocole initial.

Deux lavages des complexes billes-Giardia, par 5 mbL de tampon PBS (pH 7,2), sont ajoutés avant la mise en
suspension des complexes dans le tampon SL-A IX afin d’'améliorer I'élimination des débris présents en guantité
importante dans les échantillons d'eaux usées.

L'action de la chaleur (80°C, 10 minutes dans un bain-marie) sur la dissociation des complexes biiles-

anticorps est comparée & l'utilisation dacide chlorhydrique.

4.6- Procédés visant a améliorer la détection par PCR & partir d’échantillons environnementaiix.

4.6.1- Technigues visant d ameliorer la lyse des kystes.

Beux méthodes, les cycles de congélation-décongélation et les ultrasons, sont évalués pour Foptimisation
de la lyse de la paroi des kystes présents dans les échantillons environnementaux.

Les cycles de congélation-décongélation sont constitués de deux étapes de quatre minutes chacune, a
-80°C et +90°C. Ces cycles sont répétés cing fois.

Lors du traitement par les ultrasons, les échantillons sont placés pendant 20 minutes dans un bain-marie

(50°C) & ultrasons d'une puissance de 120 W (Deltasonic, réf. 011C).

4.6.2- Procédés visant d limiter Ieffet des inhibiteurs lovs de la détection par PCR.

bifférentes molécules sont testées pour masquer I'effet des inhibiteurs lors de la détection par PCR, elles

sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Produits testés pour masquer l'effet des inhibiteurs lors des réactions de PCR

Produit Référence
Avant amplification PVP 360 (Polyvinylpyrrolidone) Sigma, P-5288
Chelex-100 BioRad, 142-1253
Pendant {'amplification BSA (Bovihe Serum Albumin) Sigma, B-8894
Glycérot Sigma, 6-5516
DMSO Sigma, D-8418

La B5A, le glycérol et le DMSO sont inclus dans le milieu réactionnel lors de la PCR.

Le Chelex-100 est soit utilisé au cours du protocole d'extraction, soit a la fin de ce protocole. Dans le
premier cas, 500 il de surnageant obtenu aprés traitement par la résine InhibitEx® et 500 pl de Chelex-100 a
une concentration finale de 25 % sont placés a 56°C pendant 20 minutes et centrifugés a 20 000 g pendant 3
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minutes. Le surnageant est récupéré et utilisé pour la suite du protocole dextraction. Dans le deuxiéme cas,
200 . dextrait et 200 gL de Chelex-100 & une concentration finale de 25 % sont placés d 56°C pendant 20
minutes, puis centrifugés @ 20 000 g pendant 3 minutes, Le surnageant est récupére et stocké d -80°C,

Lers du traitement associant le chelex-100 et la PVP-360, 1,2 mL de surnageant obtenus suite d I'étape de
lyse des kystes et 400 uL de Chelex-100 et PVP-360 d une concentration finale de 2 et 20 % sont placés 30
minutes & 55°C. Aprés centrifugation & 20 000 g pendant 3 minutes, 1,2 ml de surnageant sont récupérés et mis en

présence de la résine InhibitEx®.

4.7- Extraction de I’ ADN.

4.7.1- Matériel.

Réactifs utilisés spécifiquement pour I'extraction dADN & partir d'eaux usées :
- Glycogene (VWR Prolabo, ref. 24405).
- Ethanol 70 % vol. & partir d'éthanal 95-96 % vol. Rectapur™ (VWR Prolabo, réf. 20824).

4.7.2- Protocole d’extraction de ['ADN g partir d échantillons d eaux usées.

Pour les suspensions de kystes de &iardia obtenues d partir des prélévements d'eaux usées brutes, six

variantes du protocole REF sont testées,

# Protocole A : La premiére étape de Pextraction de ADN est modifiée par augmentation du volume de tampon
ASL a 2,6 mL afin d'optimiser I'efficacité de la lyse de la parei des kystes.

#* Protocole B : Les étapes de lyse de la parei des kystes et d'adsorption des inhibiteurs sur la résine InhibitEX®
sont optimisées par augmentation du temps d'incubation d 95°C de 5 a 10 minutes et par augmentation du temps de
contact avec la résine de I & 3 minutes.

# Profocole € : Les étapes de digestion des protéines et de purification sur mini-colonne sont doublées. En effet,
aprés la premiére élution de la mini-colonne avec le tampon AE, le protocole est repris a I'étape de digestion des
protéines avec I'éluat.

# Protocole D : La précipitation & I'éthanol du protocole de Chomczynski et Sacchi (1987) est réalisée sur

Fextrait obtenu aprés élution de la mini-colonne avec le tampon AE.

400 uL d'éthanel absolu et 1 ul de glycogéne (20 mg .mL™) sont ajoutés a I'éluat.

k4
Incubation 60 minutes @ -20°C puis centrifugation & 10 000 g, 15 minutes,

r
Le culot est remis en suspension dans 1 mL d'éthanol & 70 % vol. et centrifugé a 10 000 g, 15 minutes.

i
Le culot est remis en suspension dans 30 ul de fampon AE est stocké 4 -80°C.

# Protocole E : Cette alternative au protocole REF est une combinaison des protocoles B et C.

# Protocole F : Cette alternative au protocole REF est une combinaison des protocoles A et C.
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Le tableau 6 présente les différents niveaux d'action des six variantes du protocole REF.

Tableau & : Les différents niveaux d'action des six variantes du protocole REF (protocoles A, B, ¢, D, E et F)

Etapes du protocole d'extraction

1- Lyse de la paroi 2- Adsorption des 3- Digestion 4- Pyrification de 'ADN | ADN extrait
des kystes inhibiteurs des protéines sur colonne
Protocole A
Protocole 8 Protocole B

Protocole € Protocole C

Protocole D

Protocole E Protocole E Protocole E Protocole E
Protocole F Protocole F Protocole F

5- Selles humaines.

5.2- Origine des prélévements analysés.

41 prélévements de selles provenant de patients de différents hpitaux sont analysés dans le cadre de

cette ¢tude. Parmi ces échantillons, 26 correspondent & des cas sporadiques de giardiase et proviennent des

hépitaux publics de Nancy-Brabois (n = 11), de la Pitié-Salpétriére (n = 6) et Bichat (n = 1) & Paris ou de I'hépital

militaire Legouest & Metz (n = 8). Par contre, 15 échantillons correspondent & des cas regroupés de giardiase et

proviennent de I'hGpital militaire Legouest. Les échantillons sont conservés a +4°C et analysés dans les 24 heures

suivant feur arrivée au laboratoire.

5.2- Procédures de purification-concentration des kystes de Giardia a partir de selles.

L'étape de purification concentration est réalisée soit avec le protocole développé par Thiriat et al. (1998)

qui correspond d une chromatographie gel filtration, soit par une séparation & l'acétate d'éthyle.

3.2 1- Separation a acerate d éthvie.

Le protocole de séparation diphasique & acétate d'éthyle est décrit dans le paragraphe 4.5.3.

5.2.2- Purification-concentration par chromatographie gel-filtration.

Ce protocole développé dans ce laboratoire par Thiriat et al (1998) est constitué d'une premiere étape de

filtration sur des toiles & bluter en polyester de porosité décroissante suivie par une chromatographie sur gel de

Sephadex.

5.2.2.1- Matériel.

Matériel utilisé pour I'étape de filtration :

Cette premiére étape est réalisée sous pression négative en utilisant une trompe a vide.

- Fiole & vide en pyrex, 250 mbL (Polylabo, ref. 11311),
- Entonnoir 100 mL (Millipore, réf. XX1004706).

- Embase avec bouchon, sans grilte (Millipore, réf. XX1004733).

- Pince d'assemblage, 47 mm (Millipore, réf. XX1004703).
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- Toiles a bluter Scrynel en polyester de poresité décroissante : 300 um, 102 um et 59 um (Polylabo, réf.
8743501, 87440.02 et 87442 01),

- Tween 20 (VWR Prolabo, réf. 20880.296).

Matériel utilisé pour I'étape de chromatographie gel filtration :

- 45 g de Sephadex 6-50 medium (Pharmacia Biotech, réf. 17004302} dans 100 ml de Tween 20 &
0,001 % dans de l'eau désionisée. Incubation & température ambiante pendant trois heures.

- Une seringue en polypropyléne de 60 cm® est utilisée comme colonne (hauteur 11 cm, diamétre 2,5 cm)
{Polylabo, réf. 49808).

- Disque de toile a bluter Scrynel (diamétre © 2,5 cm) de poresité 59 um pour retenir le get de Sephadex

dans la colonne.
5.2.2.2- Protocole.

Triturer la selie avec la solution de Tween 20 G 0,001 %.

R4
Filtrer sur les 3 toiles & bluter Scrynel de porosité décroissante (300, 102 et 59 um).

k4
Centrifuger le filtrat dans les tubes de 50 mlL G 1050 g pendant 10 minutes.

Regrouper les culots avec la solution de Tween 20 40,001 %.

w
Filtrer le culot sur le gel de Sephadex.

Eluer 7 fractions de 50 mL avec la solution de Tween 20 & 0,001 %.

£
Centrifuger les éluats 10 minutes & 1050 g.

Regrouper les culots avec la solution de Tween 20 4 0,001 %.

5.3-Obtention d’une suspension purifiée de kystes a partir de selles humaines.

Une suspension purifiée de kystes de . famblia appartenant & 'assemblage A est obtenue & partir d'une
selle humaine d'un patient du C.H.U. de Nancy-Brabois. Trois étapes sont réalisées successivement afin d'obtenir
un nivegu de pﬁrificm‘ion satisfaisant. La premiére étape est une purification & l'acétate d'éthyle (paragraphe
4.5.3), suivie par une flottation sur solution de Percoll™-saccharose de densité 1,10 (paragraphe 4.5.4) et enfin par

une purification sur gradient de saccharose (paragraphe 4.5.6).

5.4- Extraction de I’ ADN.

L'extraction dADN & partir des kystes isolés de selles humaines est réalisée avec le protocole E décrit

dans le paragraphe 4.7 2.
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6- Quantification des kystes de Giardia en immunofiuorescence.

Dans notre étude, la quantification microscopique des kystes de Giardia est réalisée grice 4 un double
marquage aofin de détecter 'ensemble des kystes de Giardia et les kystes contenant encore leurs noyaux.

L'immunofiuorescence directe est réalisée gréce & un anticorps monoclonal couplé & un fluorechrome
constitué par le FITC (IsoThicCyanate de Fluorescéine). Cet anticorps produit sur souris est spécifique de la paroi
externe des kystes, il permet d'identifier les kystes mais n'autorise pas la spécification de 'espéce.

La coloration fluorogénique est réalisée gréce & ['utilisation de PI (iedure de propidium). L'iodure de
propidium est un colorant basique, marqueur de létalité car il est inclus uniqguement dans les cellules non viables
dont la membrane est endommagée (Schupp et Erlandsen, 1987). Le PI permet le marquage de FADN des cellules
non viables. Ainsi, nous utilisons ce colorant sur les échantillens congelés d - 80°C ce qui entrdine la mort des
kystes de Giardia. Il autorise alors la mise en évidence des noyaux dans les kystes ce qui permet de connditre les
concentrations en kystes contenant leur matériel nucléaire et pouvant Etre détectés par PCR en temps réel lors de

T'utilisation en paralléle de ces deux techniques de quantification,

6.1- Matériel.

Pour le marquage :

- Anticorps monoclonal conjugué au FITC : Giardia-a-Glo (Waterborne™ Inc., réf. A300FLR-20 X).

- BSA 1% (Bovine Serum Albumin) (Sigma, réf. A9647).

- NG5 10 % (Normal Goat Serum) (Sigma, réf. G9023).

- PI (Sigma, réf. P-4170).

- L'anticorps Giardi-a-Glo™ est dilué au 1/20 dans une solution de dilution constituée par du tampon PBS
pH 7.2 contenant des agents bloquants : BSA 1 % et NG5S 10 %.

- La solution stock de PT & 1 mg.mL™ est préparée dans du tampon PBS pH 7.2

Pour l'observation microscopique :

- Lames porte-objet en verre de dimension 76 x 26 x 1 mm (CML, réf. LLR).

- Lamelles standard en verre de dimension 24 x 32 mm (CML, réf. LCO2432M).

- Microscope a fluorescence de ’rybe Axioskop (Zeiss), lampe & vapeur de mercure (HBO, 100 W).

- Filtres chromatiques FITC (Zeiss, réf. 487909) et PI (Zeiss, réf. 487915).

6.2- Protocole de marqguage.

Dans un tube Eppendorf de 1.5 ml

100 pL de suspension de kystes purifiés, 40 ul danticarps dilué et 10 ul. de solution stock de PT.

14
Incuber & 37°C en étuve pendant 35 & 45 min.

W
Laver avec 850 ul de tampon PBS. Centrifuger 6000 g, 2 min.

b
Conserver 100 ul de culot pour l'sbservation microscopique.
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6.3- Observation microscopigue.

La totalité du culet est observée au microscope & épifluorescence en fractions de 10 ul entre lame et

lamelle. Le tableau 7 présente les longueurs d'onde d'excitation et d'émission du FITC et du PT.

Tableau 7 : Longueurs donde d'excitation et d'émission du FITC et du PT

Fluorechrome Longueurs d'onde (nm)
Excitation Emission

FETC 450 d 490 bh20

PI 546 590

Le repérage initial des kystes est réalisé avec le filtre FITC au grossissement x 100. Les structures
ovoides, de 8 & 16 tan sur 5 & 15 um, présentant au hiveau de leur paroi cellulaire une fluorescence verte distincte
due au FITC, sont identifiées comme des kystes de Giardia,

L'analyse avec le filtre PI est réalisée au grossissement x 200. Les kystes présentant une coloration rouge
avec le filtre chromatique PI sont comptabilisés comme des kystes contenant encore leurs noyoux et pouvant Etre
détectés par PCR,

Le nombre total de kystes (FITC positifs) et le nombre de kystes contenant encore leurs noyaux (PI
positifs) sont déterminés pour chaque échantillon. Lors de notre étude, Fobservation microscopique d'un échantillon

de 100 ul a nécessité de 3 & 7 heures suivant sa turbidité.

7- Détection par PCR en temps réel et PCR qualitative.
7.1- Séquences des génes TPI et EFIA disponibles sur la base de données Genbank.

Les caractéristiques des différentes séquences des génes TPI et EF1A disponibles sur la base de données
Genbank pour plusieurs espéces du genre Giardia et plusieurs génotypes de l'espéce 6. lamblia sont présentées
dans les tableaux 8A & 8D regroupés 4 la fin de ce chapitre Matériels et Méthodes (pages 115 4 117). Ces
séquences sont utilisées pour la réalisation des arbres phylogénétiques et pour la sélection des amorces et des

sondes.

7.2- Quantification des espéces G. lamblia et G. muris et des génotypes A et B de G. lamblia par
PCR en temps réel.

7.2.1- Matériel

- Tubes PCR MicroAmp de 200 pl (Applied Biosystems, réf. N801-0540).

- Microplaque de 96 puits pour PCR quantitative {Applied Biosystems, réf. 4306737).

- Barette de capuchons pour microplaque de 96 puits (Applied Biosystems, réf, N801-0935).

- Thermocycleur ABT Prism 7700 Sequence Detector, logiciel SDS version 1.6,3 (Applied Biosystems).
- Tag Man Universal Master Mix (Applied Biosystems, ref. 4304437).

- Eau Rnasge-DNase free (Sigma, réf. W4502).

- Sonde (Applied Biosystems) et amorces sens et antisens (Proligo).
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7.2.1.1- Critéres de sélection des amorces et des sondes TaqMan et TagMan MGB.

Les amorces, ainsi que les sondes Taq Man et TagMan MGB pour la PCR en temps réel sont dessinées &
l'aide des logiciels Primer Express versions 1.0 et 1.5 respectivement. A partir de la séquence nucléotidique a
quantifier et en tenant compte des critéres de sélection présentés dans le tableau 9, ces logiciels proposent un

choix de sondes et d'amorces permettant d'obtenir un amplicon d'environ 100 paires de bases.

Tableau 9 : Critéres & appliquer pour dessiner fes amorces et sondes Tag Man (logiciel Primer Express, version 1.0) et

TaqMan MGB (logiciel Primer Express, version 1.5) pour la PCR en temps réel {(ABI Prism 7700)

Critéres communs aux systémes TagMan et TagMan MGB
- Eviter les répétitions de bases identiques.
- Pas de répétitions de 4 bases et plus, surtout pour la guanine.
- Placer les amorces sens et antisens le plus prés possible de la sonde sans la chevaucher.
Amorces Sonde
- Tm compris entre 58 et 60 °C. - Pas de boge & en 5 (risque de quenching).
- Pas plus de 2 bases G ou C dans les 5 derniers

nucléotides en 3.

Critéres spécifiques aux systémes Tag Man MGB
Amorces Sonde TagMan MGB
- Pourcentage de 6C compris enfre 20 et 80 %. - Tm compris entre 65 et 67 °C.
- Sonde la plus courte possible mais compertant au minimum
13 nucléotides.
- Positionner la variation de séquence dans le tiers cenfral de

la sonde.

Critéres spécifiques aux systémes Taq Man
Amorces Sonde TagMan
- Pourcentage de GC compris entre 30 et 80 %. - Tm compris entre 68 et 70°C.
- Pourcentage de &C compris entre 30 et 80 %.
- Sélectionner une sonde contenant plus de bases € que de

bases &.

7.2.1.2- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour ln quantification des espéces 6. lamblia
et &. muris,

Le tableau 10 présente les séquences nucléotidiques et les caractéristiques des amorces et des sondes
TagMan MGB utilisées pour la quantification spécifique des espéces 6. lamblia et 6. muris. Les amorces sens et
antisens sont communes aux deux PCR en temps réel (PCRq-lamblia et PCRG-muris). Pour les deux sondes, les bases

encadrées correspondent aux variations de séquences entre 6. lamblia et 6. muris,

7.2.1.3- Caractéristiques des sondes et amorces utilisées pour la quantification des assemblages A et B
de l'espece &. femblia.

Les séquences et les caractéristiques des amorces et des sondes TagMan utilisées pour la quantification
des assemblages A et B de Fespéce &. lamblia sont présentées dans le tableau 11,
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Tableau 10 : Séquences et caractéristiques des amorces et des sondes TagMan MEB utilisées pour la quantification de &. lamblia (PCRq-lamblia) et &. muris (PCRq-muris)

Cible Dénomination Fenction Séquence (5 - 37 G6C% Tm(°C) l(.g:f::)ur" Position

6. lamblia et GIAF2 Amarce sens GAG ATG AYG AAG CAG CTC AAG AAC 46 58 24 338 - 361
&. muris GILARI Amorce antisens CTC GTA CCA S6GG CAT CTT 6TC 57 58 21 460 - 440
&. lamblia LAP-1 Sonde FAM - TTC GAld TAC ATI] €C - NFQ 50 66 14 386 - 399
6. muris MUP-1 Sonde VIC -AGT TC6 ATIT ACA TTIC € - NFQ 38 65 16 384 - 399

La position des amorces et des sondes est dennée sur la séquence de l'isolat BAH-12 (réf. Genbank : AF069569) pour &. famblia et de l'isclat Ad-120 (réf. Genbank : AF069566) pour &. muris.
Les bases encadrées correspondent aux variations de séquence entre ces deux espéces.

Remarque:Y=CeuTetS5=Cous.

Tableau 11 : Séquences et caractéristiques des amorces et sondes TaqMan utilisées pour la quantification des génctypes A (PCRq-A) et B (PCRq-B) de &. lamblia.

Longueur

Cible Dénomination Fonction Séquence (5' - 3') 6C% Tm{°C) (bases) Position
A-for Amorce sehs GGA GAC CGA CGA GCA AAG C 63 60 19 839 - 857
. A-rev Amorce antisens CTT GCC AAG CGC CTC AA 59 58 i7 970 - 986
. lamblia
Genatype A Giardia-A  Sonde FAM - TCT TCT 6CG TCG GAG AGA CCT TGG A - TAMRA 56 68 25 901 - 925
B-for Amorce sehs AAT AGC AGC ACARAA CGT GTATCT G 44 B9 25 126 - 150
, B-rev Amorce antisens CCC ATG TCC AGC AGC ATC T 58 58 19 188 - 206
G. lamblia
Génotype B o
Giardig-B Sonde FAM - CAT GGA CCG GCG AGA CAA GCG T - TAMRA &4 69 22 164 - 1856

La pesition des amorces et des sondes est dennée sur la séquence de lisolat WB (réf. Genbank : LO2120} pour le génotype A et de liselat BAH-12 (réf. Genbank : AF069561) pour le génotype B.
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7.2.2- Préparation du milieu réactionnel.

Les concentrations initiales et finales, ginsi que le volume de chaque réactif entrant dans la composition du
milieu réactionnel de PCR quantitative sont présentés dans le tableau 12. Le volume réactionnel est de 50 pi par
puits. Les volumes utilisés et les concentrations finales des amorces et des sondes sont donnés pour des

concentrations optimisées.

Tablear 12 : Composition du miliey réactionnel utilisé en PCR quantifative

Réactif Concentration initiale Volume par puits Concentration finale
Taghan Universal Master Mix ZX 25 ul 1X

Amorce sens 10 uM 05-1puM

Amorce antisens 10 pM 05-1uM

Sonde 5 uM-6 uM 0,25 pM-0.30 uM
Eau RNase-DNase free

ADN extrait : 5ul

Le réactif TagMan Universal Master Mix contient les différents éléments constitutifs du milieu
réactionnel de PCR hormis les amorces et la sonde, Les différents composants de ce réactif sont I'AmpliTag Gold
DNA polymérase, 'AmpErase®uracil-N-glycosylase (UNG), des dNTP dont les dUTP, une référence passive (ROX)
permettant la normalisation du signal lors des variations de température, un tampon PCR optimisé contenant
notamment du MgCl; (5 mM). L'utilisation de ce réactif destiné a la PCR en temps réel permet de limiter

l'optimisation des conditiens de PCR a la détermination des concentrations optimales en amorces et en sonde.

7.2.3- Conditions d ‘amplification.

L'amplification de 'ADN par PCR en temps réel est réalisée en plusieurs étapes. L'étape initiale de 2
minutes d 50°C est suivie d'une activation enzymatique de 10 minutes 4 95°C et enfin de 50 cycles composés

chacun de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C,

7.2.4- Analvse des résultats en PCR quantitative.

La mesure de l'intensité de fluorescence émise par le fluerochrome libéré du quencher est réalisée lors de
chaque cycle d'amplification. Le parametre utilisé pour I'analyse des résultats est le Ct qui représente le cycle seuil
& partir duquel la fluorescence est considérée comme significativement supérieure & la ligne de base ou seuil. Cette
ligne de base est fixée par le logiciel et correspond a l'intensité de fluorescence mesurée soit dans des tubes
témoins ne contenant pas d'ADN, soit lors des 15 premiers cycles d'amplification. La valeur du Ct est inversement

proportionnelle & la quantité initiale d'ADN.
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7.3- Détection des génotypes A, B, C et E de Giardia lamblia par PCR gqualitative.

Concernant les préiévements d'eaux usées de l'abattoir et des stations d'épuration de Nancy et Metz, les
kystes appartenant aux génotypes A et B sont quantifiés par PCR en temps réel. En revanche, pour les kystes de
6. lamblia des génotypes C et E, la détection est effectuée par PCR qualitative puisquil ne nous a pas été possible
d'obtenir ces kystes en suspensions purifiées pour la réalisation d'une gamme &talon,

Les kystes de &. lamblia isolés de selles humaines sont analysés par PCR et PCR-RFLP aofin de déterminer
leur génotype. La PCR-RFLP associe I'amplification de I'ADN & une étape de digestion par une enzyme de
restriction. Lors de notre étude, deux enzymes de restriction sont utilisées afin de distinguer les génotypes A-I,
A-II, B-TIT et B-IV. La figure 8 présente les différentes étapes suivies par un extrait dADN obtenu a partir de

kystes isolés de selles humaines.

ADN extrait des kystes

./”‘—"/M

2 PCR 2 PCR 1PCR
« laboratoire » Amar et al. (2002) Read et al. (2004)
”W’/é /f”/j\“‘\
TN gf%h ¢ v
A B - A B - + -
— )l :
1 4
RFLP :
Rsa T
i 1
AN
| 4 A J ‘.
A-I A-IT B
v
RFLP :
Rsu L
o <
B-IIT B-Iv

Figure 8 : Etapes suivies par un extrait d’ADN obtenu & partir de kystes de Giardia lamblia isolés d'une selle humaine
Les étapes damplification par PCR et de restriction enzymatique sont décrites dans les paragraphes 7.3.2 et 7.3.3

respectivement.

Z.3.1- Matériel.

Pour I'amplification de I'ADN :

- Tubes PCR MicroAmp de 200 uL (Applied Biosystems, réf. N801-05540).

- Thermocycleur GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems).

- Amorces sens et antisens (Proligo).

- Enzyme HotStar Tag DNA polymérase et tampon PCR 10 X contenant 15 mM de MgCl; (Qiagen, réf,
203203).

- GeneAmp dNTP Mix (dATP, dCTP, d6TP, dTTP) (Applied Biosystems, réf. NB0O80260).
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- Eau DNase-RNase free (Sigma, réf, W4502).

Pour la restriction enzymatique :

- enzymes de restriction : Nla IV (New England Biolabs, réf. R01265) et Rsa I {Promegua, réf. R6371)
Pour la révélation des produits d'amplification et de digestion enzymatique :

- Cuve 4 électrophorése (VWR, réf. 6364301).

- Transluminateur UV, (A = 312 nm).

- Tampon Tris-Borate-EDTA (TRBE) (Sigma, réf. T-3913),

- Agarose LE, Analytical Grade (Promega, réf. V3121).

- Bromure d'éthidium (BET) & 10 mg.mL {Sigma, réf. E-1510).

- Tampon de charge et marqueur de taille, 130 pb DNA ladder (Promega, réf. 62101),

7.3.1.1- Critéres de sélection des amorces pour la PCR qualitative.

Les amorces utilisées pour la détection par PCR qualitative sont sélectionnées avec le logiciel Primer

Express version 1.0 (Applied Biosystems). Les critéres de sélection des amorces sont présentés dans le fableau 13.

Tablegu 13 : Critéres de sélection des amorces pour la PCR qualitative (logiciel Primer Express, version 1.0)

Choix d'une amorce Cheix d'un couple d'amorces

- taille : environ 20 bases. - Amorces de taille et de Tm homogénes.

- Tm proche de 60°C. - Eviter les diméres d'amorces par complémentarité et
- Eviter les structures secondaires par des liaisons GC. linisons &C.

7.3.1.1- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des génotypes A et B de l'espéce 6. lamblia

Les tableoux 14 & 18 regroupent les séquences et les caractéristiques des amorces utilisées pour la

détection des génotypes A et B de espéce 6. famblia.

7.3.1.2- Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des génotypes C et E de l'espéce &. famblia

Les tableaux 19 et 20 présentent les séquences et les caractéristiques des amorces utilisées

respectivement pour la détection des génotypes C et E de ['espéce &. lamblia.

7.3.2- Détection par PCR.

7.3.2.1- Préparation du milieu réactionnel.

Les concentrations initiales et finales, ainsi que le valume de chaque réactif enfrant dans la composition du

milieu réactionnel de PCR qualitative dont le volume total est de 50 ul par tube sont présentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Composition du milieu réactionnel utilisé en PCR qualitative

Réactif Concentration initiale Volume par tube Concentration finale
Amorce sens 10 uM 25 ul G5 um

Amorce antisens 10 uM 25ul C.hum

Tampon PCR 10 X, 15 mM de MgCl, 5ul 1X, 1,5 mM de MgCl,

dNTP 10 mM (2,5 mM de chague) 4ub 800 uM (200 uM de chague)
HotStar Tag DNA polymérase 05ul 25y

Eau RNase-DNase free 175 ul

ADN extrait 5ul

- 110 -



Matériel et Méthodes

7.3.2.2- Conditions d'amplification par PCR.

Les conditions expérimentales d'amplification de FADN par PCR qualitative sont les suivantes :
- Activation de la Tag polymérase : 95°C, 15 minutes
- B0 cycles composés de trois étapes :
- Dénaturation du doubie brin dADN : 94°C, 30 secondes.
- Hybridation des amorces avec 'ADN cible : 62°C, 30 secondes.
- Elongation du brin complémentaire : 72°C, 30 secondes,

- Elongation terminale des brins d ADN: 72°C, 7 minutes.

7.3.3- Resiviction enzymalique pour la déterminaglion des génotvpes des kystes isolés de selles.

Trois réactions de restriction enzymatique sont utilisées dans notre étude pour le génotypage de kystes
de Giardia lamblia isolés de selles humaines. La restriction proposée par Amar et al. (2002) fait intervenir la Rgal
comme enzyme de restriction et permet de distinguer les génotypes A-I et A-IL. Read et ol (2004) utilisent la
Nla IV pour diaghostiguer les génotypes A-I, A-IT et B, mais aussi la Rsa I pour séparer les génotypes B-IIT et B-
Iv.

7.3.3.1- Préparation du miliey réactionnel.

La composition des milieux réactionnels, d'un velume final de 20 ul, utilisés pour les différentes
restrictions enzymatiques sont présentées dans le tableau 22. La restriction enzymatique est réalisée en 3 heures

dans un bain-marie d 37°C.

Tableau 22: Composition des milieux réactionnels pour les restrictions enzymatiques

Volumes et/ou concentrations finales

Nla TV ) Rsa I
(Read ef of., 2004) : (Amar et af., 2002 : Read et al., 2004)
Eau 133 ul : 151l
Tammpon 10 x 2ul/1X : 2uL/1X
BSA 0,2ul /0,1 pug. pb*? : 02ul/0%pg. wt
Enzyme de restriction 2ul/2u ' 02uL/2U
ADN amplifié 25l : 25uL

7.3.3.2- Profils électrophorétiques.
Les différents profils électrophorétiques attendus suite aux restrictions enzymatiques avec les enzymes
Nia IV et Rsa I sont regroupés dans le tableau 23.

Les fragments de taille inférieure ou égale & 39 pb ne sont pas observables par électrophorése sur gel

d'agarose et sont notés sous une barre en pointillés dans ce tableau.
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Tableau 23 : Profils attendus suite aux différentes restrictions enzymatiques

Référence Read er al. (2004) Amar et al, (2002)
Taille du fragment amplifié 432 pb 577 pb
Enzyme de restriction Nla IV ' Rsa I Rsal
Génotype A-T A-TT B B-TII B-IV A-T A-II
Taille des fragments 149 123 291 297 432 538 336
obtenus aprés restriction 123 87 123 135 202
enzymatique 87 77
72

39 39 18 39 39

18 18

16 16

7.3.4- Révélation des produits d amplification et de restriction enzymatique.

La révélation des produits de chaque PCR qualitative est réalisée par électrophorése sur gel d'agarose a
2 % aprés PCR. Cette concentration en agarose permet la séparation de molécules ' ADN linéaire de taille comprise
entre 0,1 et 2 kb (Sambrook et Russel, 2001). Pour l'analyse des produits de restriction enzymatique, le gel
contient 3,2 % d'agarose. Le bromure d'éthidium (BET) est un agent intercalant qui permet la mise en évidence des

produits amplifiés (BET : excitation : 302 nm, émissien : 590 nm, rouge-orangé).

1,6 g (ou 2,6 g) d'agarese sont portés a ébullition pendant 10 minutes dans 80 mlL de tampon TBE.
Aprés refroidissement 10 minutes d température ambiante, ajouter 7 ul de BET (0,9 pg.mL).

Couler le gel et le laisser refroidir.
v

Déposer le gel dans la cuve d'éle’rrophorése et le recouvrir de tampon TBE.

Déposer les échantillons : 6 ul. I’ ADN amplifié (ou de marqueur de taille) pour 1,5 ul. de tampon de charge.

A 4

Laisser migrer 40 minutes a 160V (voltage constant) puis révéler les fragment amplifiés sur la table UV,

8- Analyse statistique des résultats.
Les tests statistiques utilisés lors cette étude sont réalisés & l'aide du logiciel Minitab 13, if s'agit des
test suivants :
- Test de Snedecor ou test d'égalité des variances, appligué avant le test de Student pour les
petits échantillons (n < 30}).
- Test de Student ou test-t pour la comparaison des moyennes.

- Test de corrélation de Spearman (rs) pour la recherche de corrélations.
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Tableau 14 : Séquences et caractéristiques des amorces dessinées au laboratoire pour la défection du génotype A de &. lamblia par PCR qualitative {géne cible : TPI)

Dénomination Fonction  Séquence (5 - 3') 6C % Tm (°C) Longueur (bases) Position Taille de I'amplicon (pb)
A-far sens GGA GAC CGA CBA GCA AAG C 63 60 19 839 - 857 148
A-rey antisens  CTT GCC AAG CGC CTC AA 59 58 17 970 - 986

Les positicns des amorces sont données sur la séquence de l'isolat WB (réf. Genbank : LO2120),

Tableau 15 : Séquences et caractéristiques des amorces de Amar et al. (2002) pour la détection du génotype A de &. lamblia par PCR qualitative (géne cibie : TPI)

Dénomination Fonction  Séquence (5 - 3) GC % Tm (°C) Longueur (bases) Position Taille de I'amplicon (pb)
TPIA-F sens CGA GAC AAG TGT TGA GAT 6 47 48 19 758 -776 577
TPIA-R antisens  GGT CAA GAG CTT ACA ACA CG 50 52 20 1315 - 1334

Les positions des amorces sont données sur la séquence de lisolat WB (réf, Genbank : LO2120),

Tableau 16 : Séquences et caractéristiques des amorces dessinées au laboratoire pour la détection du génotype B de G. lamblia par PCR qualitative (géne cible @ TPI)

Dénomination Fonction  Séquence (5'- 3) eC % Tm (°C)  Longueur (bases) Position Taille de 'amplicon (pb)
B-for sens AAT AGC AGC ACA GAA CGT GTATCT G 44 59 25 126 - 150 81
B-rev “antisens  CCC ATG TCC AGC AGC ATC T 58 58 19 188 - 206 .

Les positions des amorces sont données sur la séquence de lisolat BAH-12 (réf, Genbank : AFO69561).

Tableau 17 : Séquences et caractéristiques des amorces de Amar et al. (2002) pour la détection du génotype B de &. lamblia par PCR qualitative(géne cible : TPI)

Dénomination Fenction  Séquence (5 - 3) GC % Tm (°C) Longueur (bases) Position Taille de 'amplicon (ph)
TPIB-F sens GTTGECTCCCTCCTITETGC 58 57 19 64 - 82 209
TPIB-R antisens CTCTEC TCATIGGTC TCGC 58 56 19 254 - 272

Les positions des amorces sont données sur la séquence de lisolat BAH-12 (réf. Genbank : AF069561),
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Tableau 18 : Séquences et caractéristiques des amorces de Read et al. (2004) pour la détection des génotypes A et B de &. lamblia par PCR qualitative {cible : GDH)

Dénomination Fonction  Séquence (5'- 3) GC % Tm (°C) Longueur (bases) Position Taille de I'amplicon (pb)
GDHIF sens CAG TAC AACTCY GECT CTC 66 57 53 20 64 - 83 432
GDHIR antisens GTTRTC CTT 6CA CATCTCC 50 49 19 477 - 495

Les positions des amorces sont données pour llisolat Ad-1 (réf, Genbank : L40509) pour l'essemblage A et pour I'isolat Ad-7 (réf. Genbank : L40508) pour l'assemblage B. Les positions sont
identiques pour les deux séquences.

Y=CouT . R=Aoub.

Tableau 19 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour la détection du génotype € de &. Jamblia par PCR qualitative (cible : TPT)

Dénomination Fonction  Séquence (5'- 3) GC % Tm (°C)  Longueur (bases) Position Taille de F'amplicon (pb)
C-for sens CCTCETCCG TGC ATC TGTCTAC 59 60 22 94 - 115 309
C-rev antisens CAA TGT TCACAT CCATAG TCT TET TGG 41 61 27 376 - 402

Les positions des amorces sont données sur la séquence de lisolat Ad-136 {réf. Genbank : AF069563).

Tobleau 20 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour la détection du génotype E de &. lamblia par PCR qualitative {cible : TPI)

Dénomination Fonction Séquence (5' - 3) GC % Tm (°C)  Longueur (bases) Position Taille de 'amplicon (pb)
E-for sens CCCCTTCTG CCG TAC ATT TAT CA 48 61 23 91 -113 165
E-rev antisens AATGCCCTATTATCACGT ACTCCA A 40 59 25 231-255

Les positions des amorces sont données sur la séquence de l'isolat P-15 (réf. Genbank : AFQ69553),
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Tableau 8{A) : Caractéristiques des séquences disponibles pour fe géne de la TPI pour &. Jamblia sur la base de

données Genbank (date de mise & jour : 29/09/2004)
Génotype Isolat Taille Héte ou source  Référence Genbank Référence bibliographique
wB_1583pb  Homme | L02120  Mowatt etal (1994)
JH uZep ] U57897 __ Baruchetal (1996)
Ad-1 466 pb AF069556 Monis et al (1999)
Ad2 a79gb . AFO69S57
2907 a67pb AY228647 _ Sulaiman et al.(2003)
A o TTTTsospb cerf T AY302562  Trout efal (2003)
4230 532pb  Eauxusées | AY368161 Sulaiman et af. (2004)
a8 T AY368160
220 T AYV368159
3906 L Avaesiss
1503 AY368157
BS/M 643pb  Homme | LO2116  communication personnelle
BAH-12 456 pb AF069561 Monis et al. {1999}
A9 479pb AFOO9560
2924 532 pb AY228628 Sulaiman et af. (2003)
2582 449 pb AY228629
2506 468 pb AY228630
2887 468 pb AY228631
2902 469 pb AY228632
2877 468 pb AY228633
2900 468 pb AY228634
w0 a68pb AY228635
3470 468 pb  Rat musqué AY228636
B 3565 469 pb AY228637
377 a48pb AY228638
1758 468pb  Lapin AY228639 .
B40s 532 pb  Eauxusées | AY368171 Sulaiman et al, (2004)
2100 L Avsesizo
2476 T AY368169
7327 AY368168
s T AY368167
3920 T Avaestes
o434 T AY368165
Iea T AY368164
246 AY368163
2623 AY368162
A6 479pb  Chien AF069563 __ Monisefal (1999)
2643 532 pb AY228641 Sulaiman et af. (2003)
c 2669 468 pb AY228642
2674 468 pb AY228643
2665 468 pb AY228644
PI5 479pb  Porcin . AF069559 Monis etal (1999)
E 109 457 pb  Bovin AY228645 Sulgiman et af, (2003)
15 457 pb AY228646
F Ad-23 479pb  Chat AF069558 Monis et af. {1999)
6 AdI57_ae8pb  Rat AF069562  Monisetdl (1999)
2135 428 pb AYZ228640 Sulaiman ef af. (2003}
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Tableau 8(B) : Caractéristiques des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le géne de la TPI pour les

espéces &. muris, 6. ardece et &. microti (date de mise a jour :

29/09/2004)

Espéce Isolat Taille Héte Référence Genbank Référence bibliographique
Giardia ardeae
477 pb Héron bleu AF069562 Monis et al. (1999)

Giardia microti

3463 b33 pb Rat musqué AY228648 Sulaiman et af. (2003)

3460 533 pb AY228649
Giardia muris

Ad-120 456 pb Souris AF069565 Monis et af, {1999)

Tableau 8(C) : Caractéristiques des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le géne de 'EF1A pour les

espéces &. lamblia, 6. muris et &. ardeae (date de mise & jour :

29/09/2004)

Espéce / Génotype Isclat Taille Héte d'origine  Référence Genbank  Référence bibliographique
Giardia lamblia
_____________________________ 5741 703pb . L23957  Baldauf et Palmer (1993)
_____________________________ 5741 1188pb T DI4342  Hashimoto ef ol (1994)
A Ad2edpb  Homme AF069573  Monis etal (1999)
__________________________ WE-Co  34265pb AACBOIOOO1z4  * T T
B BAH-12 643 pb Homme AF069569 Monis et al. (1999)
e Ad-28 _ e54pb o AF069570
< Ad-136 645 pb  Chien AF069574
b VA48 623pb Chien AF069575
o E k15 eBlgb Porcn AFO69571
F Ad-23  eS5pb Chat AF069572
1] Ad-157 642 pb  Rat AF069568
Giardia ardeae Monis ef af, 1999
' 655 pb  Héron bleu AF069567
Giardia muris i Monis ef al., 1999
Ad-120 643 pb  Souris AF069566
Giardia sp. 706 pb  Rongeur AY309065  Adams et ol (2004)

* ; Séquence reportée sur le site NCBI et provenant du projet de séquencage du génome de Giardia lamblia,
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Tableau B(D) : Caractéristigues des séquences disponibles sur la base de données Genbank pour le géne de la

GDH pour les espéces &. lamblia et &. ardeae (date de mise 4 jour : 29/09/2004)

ge?s:::p/e Isolat Taille Héte d'origine Référence Genbank  Référence bibliographique
Giardia lamblia
_______________ WBC6  _91700pb  Homme ..AacBOlOO0O14 T
______________ Bris-136 1122 pb ... AY178738 _ communication
e Ad-13 0 M22pp AY178736 __ personnelle
A Adl 12gpb AY178735
____________ Porfland1 1651 pb T megeoa
__________________ Ad-1 690 pb 140509  Monis ef af. (1996)

Ad-2 L40510
e FCQ21  1108pb  Homme AY178756 __ communication
________________ Ad85 _  127pb ... AY178755 __ personnelle
e Ad82  H2ipb L AYI7B754
e Ad45  u0pb AY178739
________________ Ad-28 1123 pb L AYLT87se

B S . AN 690pb oeenne.. 30008 | Monis e7 al (1996)
.. BARAZ 592pb . ..........AF069059 _ Monis et dl (1999)
_______________ Ad-158 {115 pb  Singe AY178753  communication
_______________ Ad156  M2lpb . AY178752 _ personnelle
SRR, CH105 12ipb _ Chinchilla AY178751
_.Vanc/89/UBC/059 _ 121pb  Chien e AYITETE0

cZ .D-47 1119 pb AY178749
€ e Ad-136 1094 pb  Chien U60982 _ Monis et af (1998}
Ad-137 1114 pb U60983
e Ad-141 690pb _ Chien U60984 _ Monis et af. (1998)
D Ad-147 690 pb U60985
Ad-148 1120 pb U60986
_______________ Ad-133  M1Bpb  Veau  AYI78740  communication
SR PI5_ . Hldpb Porcin AVI78741 _ persomnelle
608 pb  Bétail U47632  Ey et af. (1997)
. Ad131 ] Ul4pb  Chat AY178742  communication

B ad42 T meiph T AYI78743 __ persomnelle

T Ad54 " m23pb AVI78744
Ad-23 1119 pb AF069057  Monis et ol (1999)
_______________ Ad-155 1117 pb  Rat,souris  AYI78745  communication
_______________ Ad-167  117pb _.___AY178746 __ personnelle

6 o adiiutAph o T AYITBT4T

............... Ad-170 T Hlliph o Avweras
Ad-157 1085 pb AF069058  Monis et al (1999)
Giardia ardeae 1080 pb  Héron AFQ659060Q  Monis et al. (1999)

* . Séquence reportée sur le site NCBI et provenant du projet de séquengage du génome de Giardia lamblia
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Résultats : Chapitre 1

Développement et validation des protocoles

de détection sur des suspensions purifiées de kystes.

> Quantification spécifique de Giardia lamblia et Giardia muris.
> Détection / quantification de différents génotypes de Giardia lamblia.
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Résultats : Chapitre 1

Les premigres études portant sur l'utilisation de la PCR en temps réel pour la détection ou la quantification
de Giardia famblia dans des prélévements biologiques ou environnementaux ont été publiées trés récemment. En
2003, Johnson ef al. publient une étude dans laquelle ils développent deux PCR quantitatives avec pour objectif la
quantification spécifique des génotypes A et B (souches : Portland-1 et BAH-12). Lors de cette étude, les PCR
quantitatives sont testées uniquement sur des suspensions purifiées de trophozoites de Giardia lamblia. Amar et
al. (2003) utilisent la technique SYBR Green I pour la détection spécifigue des génotypes A et B dans des selies
humaines. Toutefois, cette technique est précédée d'une PCR multiplex conventionnelle et ne permet pas la
quantification des kystes. Guy et al. (2003) et Verwei] ef al. (2003} développent des PCR en temps réel basées
sur deux cibles différentes : giardine et ARNr. Leur ohjectif est alors de quantifier les kystes de 6. lamblia
respectivement dans des prélévements environnementaux {eaux de surface et eaux usées) et des selles humaines.

Lors de nos travaux, nous avons choisi de développer des PCR en temps réel pour la quantification
spécifique des especes &. famblia et &. muris et des géno'l'ypeé {ou assemblages) A et B dans des prélévements
environnementaux, mais aussi des PCR qualitatives permettant la détection des génotypes A, B; C et E dans des
des selles ou dans des prélévements environnementaux. Ce premier chapitre se compose de trois parties réalisées
4 partir des séquences disponibles sur la base de données Genbank et sur des suspensions purifiées de kystes de
&. lamblia et &. muris. La premiére partie porte sur la comparaison des différentes séquences disponibles, leur
évaluation pour une détection spécifique d'espéce ou de génotype et la sélection des amorces et des sondes. La
deuxiéme partie concerne l'optimisation des concentrations en amorces et en sonde. Dans la froisiéme partie,
nous validons les différents systeémes en évaluant leurs spécificité et sensibilité, ainsi que leurs variations intra-

essai et inter-essai et enfin leur domaine de linéarité et leur rendement.

12%€ PARTIE : Développement des PCR quantitatives et qualitatives.

Le développement des PCR quantitatives et qualitatives est réalisé en trois étapes :

+ Bilan des différents génes cibles utilisables pour obtenir une détection spécifique des espéces
6. lamblia ou €. muris ou des génotypes appartenant & 'espéce &. Jamblia.

+ Sélection des génes cibles,

+ Sélection des amorces et des sondes.

1- Giénes actuellement séquences chez plusieurs espéces de Giardia.

Actuellement, cing génes sont partiellement ou entiérement séquencés pour plusieurs espéces du genre
Giardia et plusieurs génotypes de l'espéce &. lamblia. Il s'agit des génes de I'ARN18S, de I'EF1A (Facteur
d'Elongation 1 Alpha), de ia TPI (Triose Phosphate Isomérase), de la GDH (Glutamate Deshydrogenase) et de la -
giardine. Différentes séquences sont également disponibles pour les variants spécifigues des protéines de
surface {VSP), toutefois elles concernent uniquement certains génotypes de l'espéce 6. Jamblia et ne permettent

pas de s'assurer de la spécificité d'espéce. L'ensemble des séquences sont regroupées dans la base de données
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Genbank sur le site NCBT (National Center for Biotechnology Information) : http://www.ncbi.nim.nih.gov/. Les
références et caractéristiques des séquences actuellement disponibles sur cette base de données pour les génes
de FEF1A, de la TPI et de la GDH sont présentées dans les tableaux 8(A) & 8{D) (chapitre Matériel et Méthodes).
Lors de la mise en place de cette étude, les séquences de quatre génes étaient disponibles pour le
développement des PCR quantitatives et qualitatives, Parmi ces génes, seul FARNr 185 était séquencé pour cing
espéces : &. lamblia, 6. muris, 6. microti, G. ardeae et G. psittaci. Les génes de la TPI et de I'EF1A étaient
séquencés pour irois espéces : &. famblia, 6. muris et 6. ardeae. Par contre, le géne de la GDH était séquencé
pour seulement deux espéces : & lamblia et 6. ardeae. Actuellement, le géne de la TPI est également séquencé

pour Fespéce 6. microti (Sulaiman et af,, 2003),

2- Sélection des génes cibles.

2.1- ARNISS : une cible idéale ?

L'ARN18S étant le seul géne séquencé chez cing espéces du genre Giardia, il appardit comme la cible
préférentielle pour notre étude. Toutefois, les séquences de 'ARN 185 contiennent entre 70 et 75 % de bases &
ou . Or, pour les séquences des amorces et des sondes, le pourcentage de bases G et € (6-C %) doit &tre
compris entre 20 et 80 % et il est indispensable d'éviter les répétitions de bases identiques surtout pour la
guanine (Chapitre Matériel et Méthodes, tableau 9. paragraphe 7.2.1.1). Ces critéres rendent difficile la sélection
de sondes et d'amorces pour cette cible. De plus, I'utilisation du logiciel Primer Express sur cette cible n'a pes
permis la sélection d'amorces ou de sondes.

Lors de leurs expérimentations, Weiss et al. (1992} observent une amplification de 'ARN18S de Giardia
par PCR conventionnelle uniquement aprés addition de glycérol (10 %) et DMSO (Diméthylsulfoxide, 5 %) dans le
milieu réactionnel. En outre, les amorces amplifient également 'ADN de 6. muris, &. ardeae, mais aussi celui
d'autres protozoaires tels Entamoeba histolytica, Leishmania major et Trypanosoma brucei. L'utilisation d'une
sonde permet toutefois d'obtenir une détection spécifique de &. lamblia. En 1997, Rochelle et af, utilisent les
mémes amorces et les mémes conditions expérimentales que Weiss ef al (1992), ils observent alors une
amplification avec un rendement insuffisant pour des kystes en suspension purifiée et n‘obtiennent aucune
amplification pour des échantillons d'eaux usées brutes dopées en kystes de Giardia,

Etant donné les discordances observées selon les équipes, FARNIBS n'est pas retenu comme cible pour o

quantification des kystes de &. lamblia et &. muris.

2.2- La sélection des genes cibles pour la distinction des especes ef des génotypes.
La sélection du géne cible est précédee par I'alignement des séquences avec le logiciel ClustalX qui
permet également la réalisation d'arbres phylogénétiques. Le géne de la GDH n'étant séquencé que pour detix

espéces, la sélection de génes cibles est tout d'aberd réalisée par falignement des séquences des génes de I'EF1A

et de la TPT.
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Pour la quantification spécifique de 6. lamblia ou de 6. muris, le géne cible doit présenter un nombre de
variations qui soit suffisant pour permettre le choix de sondes et d'amorces spécifiques, mais pas trop élevé afin
d'obtenir une amplification de 'ensemble des assemblages de l'espéce &. lamblia.

Par contre, la cible & privilégier pour une distinction au niveau des génotypes de ['espéce &. lamblia, doit
présenter un niveau dhétérogénéité suffisant entre les génotypes.

La figure 1 correspond aux arbres phylogénétiques obtenus avec les séquences disponibles au début de
notre étude pour fes génes de 'EF1A et de fa TPL. L'arbre phylogénétique obtenu pour la TPI par Sulaiman et af.
{2003} est présenté dans le paragraphe 3.3.2 (figure 3(B)) de I'étude bibliographique.

AFBBU55 7 famblia-4

UST7897-G lernblia-A
= AF 05957 3-G Jamblis-A

L02120G famblie-2,
D 14934 2-G larnsblis

AFGEI556-G Jamblia-A
L23957-G Jarnblia,

AFNG9562-G Jamblia-G

AFGEE9569-G farnblia-B

AFDEISH 3G Jarn blia-C
AFOGY5T0-5 Jamn blia-B

16 Jambiia-
AFOGISEE-S JambliaG AFOEUSE TG lamnbiia-B
i I-rrnﬁssau-e.lemblia-s
AFT69574-G lamblia-C
AFUB9575G lambliaD LO21 1645 lamblia-B
AFDEOSER-G muts [ ] S e R A ]
AFIEYSET-5 ardeae — AFNBH5A4-G ardeae
— AFDBY57 -G lam blia-E  AF(59558G lamblia-F
L AFDBR5 724 JamnbliaF AFO59559-G lambliaE

0.1 0.1

(A) (8)

Figure 1 : Arbre phylogénétique obtenu avec la méthode Neighbour-Joining pour le géne de 'EFIA (A) et pour le géne

de la TPI (B} & partir des séquences. disponibles sur la base de données Genbank

Les alignements de séquences et les arbres phylegénétiques ont montré que le géne EF1A est celui pour
lequel les variations de séquences entre les espéces du genre Giardia et les génotypes (ou assemblages) de
lespéce &. lamblia offraient les meilleures possibilités de choix d'amorces et de sondes spécifiques pour les
espéces G. lamblia ou 6. muris, Le géne de la TPI présente un niveau d'hétérogénéité plus important que celui de
FEF1A (Monis et af, 1999 Sulaiman et af, 2003). La TPI serait ainsi une cible a privilégier pour la distinction au
niveau des génctypes. En effet, la comparaison des arbres phylogénétiques montre une meilleure séparation des
génotypes composant I'espéce &. lamblia avec le géne de la TPL

Ainsi, dans le cadre de notre étude, les génes de 'EF1A et la TPT sont utilisés respectivement pour la

distinction au niveau des espéces et des génotypes.
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3- Sélection des amorces et des sondes.

L'alighement des séquences réalisé précédemment a mis en évidence les régions utilisables pour la

sélection d'amorces et de sondes pour les PCR qualitatives et quantitatives.

3.1- Sélection d’amorces et de sondes pour les PCR en temps réel.

Deux types de sondes, Tag Man et Taq Man MGB sont utilisées dans notre étude pour la quantification
par PCR en temps réel. L'alignement des séquences du géne EF1A avec le logiciel ClustalX a montré que le nombre
de variations de séquences est relativement faible et I'utilisation de sondes TagMan MGB nous a semblé plus
appropriée. Ces sondes initialement destinées & la discrimination allélique, différencient deux séquences ne
variant que d'un seul nucléotide. Les criteres de sélection des amorces et des sondes avec les logiciels Primer
Express version 1.0 et version 1.5 (Applied Biosystem) sont présentés dans le paragraphe 7.2.1.1 de la partie

Matériel et Méthodes.

3.1.1- Les systémes destinés d la guantification spécifique de G. famblia et G. muris

En tenant compte de ces critéres, un couple d'amorces et deux sondes TagMan MGB sont sélectionnés
pour la quantification des espéces &. lamblia et 6. muris. Les amorces GIAF2 et GIARI permettent Famplification
de ADN de &. lamblia et &. muris, alors que les deux sondes TagMan MGB sont spécifigues soit de &. Jamblia
{LAP-1), soit de &. muris (MUP-1). Les séquences des souches Ad-28 (réf. Genbank : AFQ68570) pour G. lamblia et
Ad-120 (réf. Genbank : AF069566) pour &. muris sont représentées avec leurs amorces et leur sonde sur les

figures 2(A) et 2(B) respectivement.

GGTCAAGTAC TCGARGGAGC GCTACGACGA GATCAAGGGC GAGATGATG:
CCAGTTCATG AGCTTCCTCG CGATGCTGET CTAGTTCCCG CICIACTAL

358 CAAGTATTCG AAGGAGCGTT ACGAGGAGAT CAAGACGGAG ATGATGAAG(Y 350

GTTCATAAGC TTCCTCGCAA TGCTCCTCTA GTTCTGCCTC TACTACTTC

AGCAGCTCAA GAALATCGGC TGGAAGAATG CCGAGGAGLE couc

AGCAL o HGCTCAAGAA CATAGOCTOG AAGAAGGCTO AGGogtiray timtubiced 400
TERTCOABTT CTTGTAGCCG ACCTTCTICC GGCTCCTCas get

TCGAGTTCTT GTATCCGACC TYCTTCCGAC TCC+ranpot ootgtongaC

458 BCCTOGGGCT GGACGGGCCA CAACATCATIE GAGAGGTCCG, ACAAGATGLC 45@

[cBAGTCCG GCTEOACCRG GGACARCATC ATGGAGAGGT CCG
TEGAGCCCGA COTGCOCGCT GTTGTAGTAC CTCTCCAG m

pgCTGCAGEC COACCTOGCC CCTGTTGTAG TACCTCTCCA GGLTGETCTA

CCTGGTAC GAGGGCCCGT GCCTOATCGA CQUOATCGAL GGGLTCAAGG 590 GIGGTACGAG GGOCCCTGTC TTATCGACGC GATCGACGGS CTCAAGGCAC 500
{LOGGACCATG CTCLCGOGCA CGGACTAGCT GCGCTAGCTG CCCGAGTICC LACCATOCTE] COGGGRACAG AATAGCTGCG CTAGCTGCCE GAGTTOCOTG

(A) Giardia lamblia (B) Giardia muris
(souche Ad-28, référence Genbank : AF069570) (souche Ad-120, référence Genbank : AF069566)

Figure 2 : Position des amorces et sondes TagMan MGB pour les cibles Giardia lamblia (A) et Giardia muris (B)

3.1.2- Les systémes destinés a la guantification spécifique des génotvpes A ei B.

Pour la quantification des génotypes ou assemblages A et B, deux systémes distincts sont sélectionnés.
Les amorces A-for et A-rev associées d la sonde Giardia-A permettent la quantification du génotype A. Les
amorces B-for, B-rev et la sonde Giardia-B sont spécifiques du génotype B. Les séquences des souches Ad-1 {réf.
Genbank : AF069556) pour le géhotype A et Ad-19 (réf. Genbank : AF069560) pour le génotype B sont

représentées avec leurs amorces et leur sonde sur les figures 3(A) et 3(B) respectivement.
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GCACTCTGAS AGACGCAGAS TCATGOGGGA GACCGACGAL CAMGLGCCA 300 TGTGLALCTT TCTACAGCTA TTGCGGLGAA TACTTCGAMG TGTCTGARAA 158
CGTGAGACTT TCTGCGTCTT AGTACCCECT CTGOCIGLIC G 1 ICGLGET ACACGTGGAA AGATGICGAT AACGCCCCTT ATGAAGCTEC ACAGACTIET
AGAAGGCTAA GCGTGCCCTE GAAMAGGRGGA TGACGGTrot cittigogic 359 TAGCAGUACA GAACGTGTAT CTGHQAAGGGA ACGGTGcotg gocoggegog 208
TCTTCCGATT CGCACGGRAC CTTTTCCECT ACTGCCAgc gotgacgeng ATLOTLOIGT LTTOCACATA GACCTTCCCT TOOCACqta: ciggsegets
pouGAGACCT TGGACGAGCG CAAGGLCAAC CUCACCATGE AGGTGRACAT 460 uceagegilG AGATGCTGCT GGACATGGGG KTGAGCCATG TAATAATAGE 250
et TCTE6A ACCTOOTCRE GTTCCGRTTG GOGTOGTACT TCCACTTGTA rgteegeeGl TCTACGACGA CCTGTACTCC GACTCGGTAC ATTATTATCC

COCCCAGCTT GAGGUGCTTG GCARGOAGCT CGLAGAGTCC AALATGCTCT 458
GCGGGTCGAS CTCCOCOAAC COTTCCTCGA GECTCTCAGG TTCTACGAGA

{A) 6. lamblia ~ génotype A (B) &. lamblia - génctype B
(souche Ad-1, référence Genbank : AFQ069556) (souche Ad-19, référence Genbank : AF069560)

Figure 3 : Position des amorces et des sondes permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia

3.2- Sélection de couples d’amorces pour les PCR qualitatives.

Quatre PCR qualitatives sont utilisées pour la détection, soit des génotypes A et B dans les selles, soit
des génotypes C et E dans des prélévements d'eaux usées. En Fabsence de source de kystes de &. famblia
appartenant aux génotypes C et E et permettant Félabaration de gammes étalon, nous avons choisi de
sélectionner uniqguement des amorces pour une détection par PCR qualitative. Les amorces utilisées pour la
détection des génotypes A et B sont identiques & celles sélectionnées pour les PCR en temps réel. La sélection
d'amorces permettant la détection des génotypes C et E est effectuée avec le logiciel Primer Express version
1.0, les critéres a appliquer sont présentés dans le paragraphe 7.3.1.1 du chapitre Matériel et Méthodes.

Les séquences des souches Ad-136 (réf. Genbank: AF069563) pour le génotype € et P-15
{réf. Genbank : AF069559) pour le génotype E sont représentées avec leurs amorces sur les figures 4{A) et 4(B)
respectivement.

GCGTCCCACA AGATTCCLGA CTCTOTTGAT GTGATCATCG CCCCCTCGTC 1e8

COCAGGGTOT TCTAAGGGLT GAGACAACTA CACTAGTAGC GGGGGAGUAG
GCTGCCCACA ACGATCCCCGA TTCCATAGAC GFIGTIGTTG CCCLTTCTGD 1o

CHTGCATETG TET$EGGC::A TCOCAHGCGAA CACATCGAMG CAGCTGAAGA 156 CGACGGGTGT TCTAGGGGET AAGGTATCTG CAACAACAAC GGGGARGACH
GCALGTAGAD ACATGCCGOT AGCGTCGCTT GTOTASCTIC QTLGACTTCT

CGTACATTTA TC CTA TIGCAGCAAL CACGTCAAAS CAGTTGAAGA 150
TAGCAGEGCA GAATGTGTAC CTCGAGOGAA ACGOCGCATG GACGRGCGAG 260 GCATET, m"“"?ﬁmzﬂ AACGTCGTTT GTGEAGTTTT GTCAACTTET

ATCGTCGCGT CTTALACATG GAGCTCCCTT TGOCOCGTAC CTGCCCGCTC

TAGCGLCGCA GAATGTOTAC CTAGAGGEGA ATGGAGCGTG GACTGGTGAG 20@
ACAAGTGTTG AGATGCTTCA GGACATGGOC CTGAGTCACG TGATAGTAGG 250 ATCGCCGCGT CTTACACATG GATCTCCCCT TACCTCGCAC CTGACCACTC
TGTTCACAAC TCTALOAMGT CCTGTAZCCG GACTCAGTGC ACTATCATCC

ACGADTOTTG AGAFGCTTCA GUACATGGGE TTGGAGTACG TOATAATAGG 25@

GCALTCTGAA AGACGTAGGA TCATGOGCGA GACCAACGAG CAGAGTUCCA 330 TGCTEACANC TCTACGARGT CCTGTACCCG AACCTCATGE ACTATTATIC
COTGAGACTT TCTGCATCCT AGTACCCGET CTGGTTGCTC GTCTCACGOT %

AGABGGCTAA GCOTGUTCTS GCAGAAGGGCA TOATGGTCAT CTTCTGCACT 359
i : GCATTCTOAA AGGCGTAGAA TCATGOGGGA GACCGACGAG CAGAGTGLCA 304
TCTTCCGATT CRCACGAGA CTCTTCCCGT ACTACCAGTA GRAGACGTGA CGTAAGACTT TCCGCATCTT AGTACCCCCT CTGGCTGOTC GTCTCACGGT

GGGGAGACAC TOGACGAGCG CAAGGCCAAL AAGACTATGG ATGTGAACAT 408
COCCTCTETG ALCTOCTCGE GTTCCGETTG TTCTOATACC TACACTTGTA

(A} &. lamblia - génotype C (B) 6. Jamblia - génotype E
(souche Ad-136, réf. Genbank : AF069563) (souche P-15, réf. Genbank : AF069559)

Figure 4 : Position des amorces perimettant la détection des génotypes C et E de Giardia lamblia
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En résume,

Lors de cette premiére partie, quatre systémes ont eté sélectionnés pour la quantification des
espéces G. lamblia, G. muris et des génotypes A et B de Vespece G. lamblia dans des échantillons
environnementaux. Deux couples d’amorces ont été dessinés pour la détection des génotypes C et E de
G. lamblia dans des échantillons environnementaux. Les amorces sélectionnées pour la quantification
des génotypes A et B par PCR en temps réel permettront également de génotyper les kystes de
G. famblia provenant de selles humaines par PCR qualitative.

Lors de cette étape, deux parametres sont optimisés : + La concentration en amorces

+ La concentration en sonde

1- Détermination des concentrations optimales en amorces.

Pour chaque protocole d'amplification, il est indispensable doptimiser les concentrations d'amorces sens
et antisens & utiliser. En effet, selon la nature du couple damorces et la concentration utilisée, le cycle seuil (Ct)
et l'intensité de fluorescence (If) peuvent présenter des variations. Ainsi, de faibles concentrations d'amorces
peuvent diminuer le rendement d'amplification ce qui entrdine une augmentation du Ct et une baisse de l'intensité
de fluorescence. De méme, des concentrations trop élevées peuvent provoquer la synthése de produits non
spécifiques et une diminution du rendement d'amplification. L'analyse conjointe des valeurs de Ct et d'intensité de
fluorescence permet de déterminer la concentration optimale en amorces.

Lors de cette étude, trois couples de concentrations d'amorces sont comparés. Il s'agit des couples
0,1/0,1 uM, 0,5/0,5 uM et 1/1 uM dénommés respectivement C1, C2 et €3. Seules des concentrations équilibrées
sont testées car elles doivent &tre privilégiées lors de la sélection des concentrations optimales en amorces. La
concentration en sonde est fixée arbitrairement a 0,2 M.

Pour chaque PCR quantitative, nous plagons sur le méme graphique la moyenne des Ct observés en
fonction de la moyenne des intensités de fluorescence générées lars de Famplification d'une méme quantité
donnée de kystes de Giardia. Les concentrations initiales en kystes de Giardia indiquées pour les différentes PCR

correspondent aux valeurs avant extraction de FADN pour 200 gl de suspension.

1.1- Concentration optimale en amorces pour la PCRg-lamblia.

Les Ct ainsi que les intensités de fluorescence (If) observés pour chaque combinaison de concentration
sont présentés sur la figure 5.

L'analyse de la figure 5 montre que pour une méme concentration initiale de kystes de &. lamblia
(1,8.10° kystes.200 (L™, les Ct varient de 32,51 (€2) a 33,92 (C1), ce qui correspond a une différence de 1,41 Ct
pour ces valeurs exirémes. Concernant les valeurs d'intensité de fluorescence, elles sont maximales (1,05) pour
les deux combinaisons C2 et €3. Ainsi, on constate que la combinaison €2 (0,5/0.5 pM} permet d'obtenir fe Ct le

plus faible et l'intensité de fluorescence la plus élevée.
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Figure 5 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (C1 : 0,1/0,1 pM ; €2 : 0,5/0,5 pyM : €3 : 1/1 uM) pour la PCRq-lamblia

Nos expérimentations sont réalisées avec des concentrations en amorces sens (GIAF2) et antisens

(GIAR]) de 0,5 uM (C2) dans le milieu réactionnel pour la quantification des kystes de &. lamblia.

1.2- Concentration optimale en amorces pour la PCRg-muvis.

La figure 6 regroupe les valeurs de €t et d'infensité de fluorescence (If) observées pour chaque

combinaison de concentration.
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Figure 6 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil {Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amerces {(C1 : 0,1/0,1 yM ; €2 : 0,5/0,5 pM ; C3 : 1/1 HM) pour la PCRg- muris
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I! apparalt que pour une méme concentration initiale de 1,8.10° kystes de 6. muris 200 il les ¢t
varient de 31,99 (C2) a 33,61 (C1), ce qui correspond & une différence de 1,62 Ct pour ces valeurs extrémes.
Concernant les valeurs d'intensité de fluorescence, elles sont comprises entre 0,49 pour la combinaison Ct et 152
pour la combinaison C3. La combinaison €2 (0,5/0.,5 yM) permet d'obtenir la valeur de €t la plus faible et une
valeur d'intensité de flucrescence de 1,37 proche de la valeur maximale observée.

Lors de nos expérimentations, les amorces sens {6IAF2) et antisens (GIAR1) sont utilisées 4 la

concentration 0.5 uM (€2) dans le milieu réactionnel pour la quantification des kystes de &. muris.

1.3- Concentrations optimales en amorces pour la PCRg-A.

Les valeurs de Ct et dintensité de fluorescence observées pour chaque combinaison de concentration

pour la quantification des kystes de &. lamblia du génotype A sont présentées sur la figure 7.

1
hal#41 ocz [ Jo)

I €8 - B
L3
=
N
3
d
§ 06 prrreemees % --------------------------------------------------------------------------------
Y-
o
o
o Q
LR 3 T e oo nmsennneann e
=t t 1
2 T
<
g
BB 0,2 oo e

O T T T T i

30 305 31 315 32 325 33 335 34

Ct (Cycle seuif)

Figure 7 : Intensités de fluorescence (If) en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (C1 : 0,1/0,1 uM ; €2 : 0,5/0,5- uM ; €3 : 1/1 pM) pour la PCRg-A

L'analyse de la figure 7 montre que pour une méme concenfration initiale de 1,8.10° kystes.200 (L., les
valeurs de Ct sont comprises entre 30,74 (€2} et 32,91 (€1), ce qui correspond & une différence de 2,17 Cf.
Concernant les intensités de fluorescence, la valeur maximale est obtenue pour la combinaison €2, mais reste
inférieure a 1. La combinaisan €2 permet d'obtenir la valeur de Ct la plus faible et l'intensité de fluorescence la
plus élevée.

Notre etude est réalisée avec des concentrations en amorces sens (A-for) et antisens (A-rev) de 0,5 yM

{C2) dans le milieu réactionnel, pour la quantification des kystes de &. lamblia appartenant au génotype A.
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1.4- Concentrations optimales en amorces pour la PCRg-B.

La figure 8 correspond aux valeurs de Ct et d'intensité de fluorescence observées pour chaque

combinaison de concentration pour la quantification des kystes de &. lamblia appartenant au génotype B.
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Figure 8 : Intensités de fluorescence (If} en fonction des valeurs de cycle seuil (Ct) pour trois combinaisons de

concentrations en amorces (€1 : 0,1/0,1 M ; €2 : 0,5/0,5 uM ; €3 : 1/1 pM) pour la PCRq-B

Pour une méme concentration initiale de 1,8.10° kystes.200 Lt les valeurs de Ct varient entre 28,02
(€3) et 34,04 (€1), ce qui correspond & une différence de 6,02 Ct pour ces valeurs extirémes. Les valeurs
d'intensité de fluorescence sont comprises entre 1,15 (C1) et 3,29 (€3). La combinaison €3 (1/1 yM) permet
d'obtenir la valeur de Ct la plus faible pour une intensité de fluorescence maximale.

La quantification des kystes de & /lamblia appartenant au génotype B est réolisée avec des

concentrations en amorces sens (B-for) et antisens (B-rev) de 1 yM {€3) dans le milieu réactionnel.

2- Détermination de la concentration optimale en sonde.

Aprés avoir fixé les concentrations optimales en amorces sens et antisens, nous déterminons la
concentration optimale en sonde pour chacune de ces quatre PCR quantitatives. En effet, des variations de
concentration de la sonde peuvent, comme dans le cas des amorces, provoquer des variations de Ct. Ainsi, une
concentration trop faible en sonde (condition limitante) provoque une augmentation de la valeur du Ct. Par contre,
l'utilisation d'une concentration trop élevée en sonde est susceptible de générer une fluorescence résiduelle
pouvant perturber Finterprétation des résultats.

Afin de déterminer la concentration optimale de chaque sonde TagMan ou TagMan MGB, nous testons six
concentrations comprises enfre 0,15 et 0,40 iM cvec des incréments de 0,05 yM. La concentration eptimale en

sonde est celle fournissant le plus faible Ct. Nous avons également pris la précaution de vérifier que lintensité de

- 127 -



Résultats : Chapitre 1

fluorescence est bien supérieure a 1 et quil n'y a pas d'émission de fluorescence résiduelle dans les tubes témoins
négatifs ne contenant pas d'ADN cible.
Les concentrations initiales en kystes de Giardia indiquées pour les différentes PCR correspondent aux

valeurs avant extraction de I'ADN pour 200 4 de suspension.
2.1- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-lamblia.
La concentration initiale correspond a 1,8.10° kystes de G. famblia 200 i avent extraction de I'ADN.

Chagque concentration de sonde LAP-1 est testée en triplicat. Les valeurs moyennes des Ct et des If sont

représentées en fonction de la concentration en sonde sur la figure 9.

295 E E Evolution des If

29 %:% T 15
e
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Concentration en sonde LAP-1 (uM)

Figure 9 : Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde LAP-1 comprises entre 0,15 et

0,40 uM

Concernant les valeurs de Ct, elles s'échelonnent entre 27,73 et 28,92, ce qui correspond d un écart de
1,19 unités pour cette gamme de concentration. On constate que les valeurs de €t diminuent avec Feugmentation
de la concentration en sonde et que I'Tf devient supérieure & 1 pour une concentration en sonde supérieure ou
égale 4 0,25 pM. D'apres le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en
sonde LAP-1 peuvent &tre comparées (p > 0,05). Le test de Student (test-1) monire une différence significative
entre les valeurs de Ct obtenues pour les concentrations 0,15 et 040 pM (p < 0.05). Par contre, aucune
différence significative n'est montrée pour les concentrations comprises enire 0,20 et 0,40 pM (p > 0,05).

Etant donné que les valeurs de Ct diminuent lorsque fa concentration en sonde augmente pour la gamme
de concentration testée, deux concentrations (0,25 et 0,35 yM) sont comparées sur une gamme de dilution de
kystes de &. lamblia de raison 10. Les valeurs moyennes des Ct observées en fonction de la concentration en

sonde, pour chaque point de la gamme de dilution, sont présentées dans le tableau 1.

- 128 -



Résultats : Chapitre 1

Tableau 1 : Valeurs de Ct observées pour une gamme de dilution de kystes de &. Jamblia de raison 10 amplifiée avec des

concentrations en sonde LAP-1 de 0,25 M ou 0,35 uM

Concenitration en Concentration initiale (kystes de &. Jamblia.200pL™"}
sonde LAP-1 18.10° 1810% 1,8.10° 1,8.107 1,8.10 18
0,25 uM 2846009 3188:0.25 3541+ 081 39,03 *3 X X
‘‘‘‘‘‘ 035uM  2928:006 3279:009 3639:051 3933 5 x X

*1/3 . 1 véaction positive / friplicat ; *2/3 . 2 réactions positives / triplicat. X : pas d'émission de fluorescence

On constate que les valeurs de Ct sont trés proches pour ces deux concentrations en sonde LAP-1, Ainsi,
pour une concentration initiale de 1,8.10° kystes de &. lamblia.200 (L™, les valeurs moyennes des Ct sont de 28,46
pour une concentration de 0,25 pM et 29,28 pour une concentration de 0,35 uM. Pour la plus faible concentration
détectée par les deux PCR (1,8.10° kystes.200 LY, la valeur de Ct est de 39,03 pour une concentration de
0,25 uM et 39,33 pour une concentration de 0,35 uM.

Etant donné gue ['utilisation de la plus faible des deux concentirations (0,25 uM) n'entrdine pas
daugmentation des valeurs des Ct, la sonde LAP-1 est utilisée & une concentration de 0,25 yM pour la

quantification des kystes de &. lamblia lors de nos expérimentations.
2.2- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-muris.
Chague concentration en sonde MUP-1 est testée en triplicat avec une concentration initiale

correspondant & 1,8.10° kystes de 6. muris.200 (Lt Les résultats présentés sur la figure 10 correspondent aux

valetrs moyennes des Ct et des If en fonction de la concentration en sonde.

€t (Cycle seuil) If (Intensité de fluorescence)
33 T t 2
. [
:i%" §
325 “‘f/ { ; 15 volution des Cf
.
N % % ; 7 g} ,
f 7 ’ -
315 % j é : % : é . % 05

Concentration en sonde MUP-1 (uM)

Figure 10 : Valeurs des Ct et des If observées pour des concenfrations en sonde MUP-1 comprises entre 0,15 et

0,40 um
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Concernant les valeurs de Ct, elles sont comprises entre 31,78 et 32,80 et présentent donc de trés
faibles variations. La valeur de Ct la plus faible est observée pour une concentration en sonde de 0,35 pM et I'Tf
devient supérieure a 1 pour une concentration en sonde supérieure ou égale & 0,20 yM. D'aprés le test de
Snedecor, les valeurs moyennes observées pour ces six concentrations en sonde MUP-1 peuvent &tre comparées
{p > 0,08). Le test de Student (test-t) ne montre pas de différence significative entre les valeurs de Ct pour des
concentrations en sonde comprises entre 0,20 et 0,40 pM (p > 0,05).

Au vu de ces résultats, la sonde TagMan MGB MUP-1 est utilisée pour la quantification des kystes de
&. muris & la concentration 0,30 uM car elle permet dobtenir un Ct de 31,91 présentant le coefficient de

variation le plus faible (0,09 %), mais aussi d'atteindre une If de 1,68.

2.3- Concentration optimale en sonde pour lon PCRg-Assemblage A.

Chaque concentration en sonde Giardia-A est testée en triplicat pour une concentration initiale de
2,5.10" kystes.200 ji.”!_avant extraction de I'ADN. Les valeurs de Ct et d'If obtenues en fonction de la

concentration en sonde sont présentées sur fa figure 11.

31 ; f 3 { I 1
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Concentration en sonde Giardia -A (uM)

Figure 11 : Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde &Giardia-A comprises entre 0,15 et

0,40 pM

Les valeurs moyennes des Ct sont comprises entre 29,36 et 31,65, ce qui correspond & un intervalle de
2,29 Ct pour cette gamme de concentration en sonde, L'intensité de fluorescence varie entre 0,43 et 1,2.
L'intensité de fluorescence est supérieure & 1 quand la concentration en sonde Giardia-A est supérieure ou égale
a 0,30 pM.

D'aprés le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en sonde
Giardia-A peuvent Etre comparées {p > 0,05). Le test de Student {test-t) ne montre pas de différence

significative pour les valeurs de Ct observées pour des concentrations en sonde comprises entre 0,25 et 0,40 pM
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{p > 0.05). Une concentration en sonde de 0,35 yM permet d'atteindre un € moyen de 30,06 avec une intensité
de fluorescence comprise entre 1,13 et 1,26,
La quantification des kystes de &, lamblia du génotype A est réalisée avec une concentration en sonde

Giardia-A de 0,35 pM durant nos expérimeniations.
2.4- Concentration optimale en sonde pour la PCRg-Assemblage B.
Les expérimentations sont réalisées en triplicat pour chaque concentration en sonde Giardia-B avec une

concentration initiale de 1,8.10° kystes.200 L' avant extraction de 'ADN: Les valeurs de Ct et dintensité de

fluorescence observées sont présentées sur la figure 12,

- L]
315 f?;f %/ﬁ [ % ,.f:’ FdEvolution des Ct
305 j///% % % ////fé % %W
dEEEERE
29;: wé { é { é : éj = é 1 é ----- !

Concentration en sonde Giardia -8 {(uM)

Figure 12 : Valeurs des Ct et des If observées pour des concentrations en sonde Giardia-B comprises entre 0,15 et

0,40 uM

Les valeurs moyennes des Ct sont comprises entre 30,67 et 31,70, ce qui correspond a un écart de
seulement 1,03 Ct pour cette gamme de concentration en sonde. L'intensité de fluorescence varie entre 1,36 et
4,73, mais on observe une production de fluorescence parasite dans les tubes ne contenant pas d'ADN cible pour
des concentrations en sonde supérieures ou égales & 0,35 pM. Ce phénoméne peut Etre expliqué par le fait que le
“quenching” n‘est pas optimal. A partir de cefte valeur de 0,35 pM, la concentration en sonde est saturante.

D'aprés le test de Snedecor, les valeurs moyennes de Ct obtenues pour ces six concentrations en sonde
Giardia-B peuvent ire comparées {p>0,05). Le test de Student (test-t) ne montre pas de différence
significative pour les valeurs de Ct correspondant & des concentrations en sonde s'échefonnant entre 0,10 et
0,30 pM {p > 0,05). La plus faible valeur d'écart-type est obtenue pour un concentration en sonde de 0,30 uM et
fintensité de fluorescence est alors nettement supérieure & 1.

Nos expérimentations concernant la quantification des kystes de &. lamblia appartenant au génotype B

sont réalisées avec une concentration en sonde de 0,30 uM.
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En résumé,

Lors de nos expérimentations, le couple damorces GIAF2 / GIAR1 est utilisé & la concentration
0,5/ 0,5 pM pour la quantification des kystes de G. lambfia et de G. muris.

Les couples d’amorces A - for/A — rev et B- for/B - rev destinés 3 la quantification des génotypes
A et B de 'espéce G. Jamblia sont utilisés aux concentrations 0,5/0,5 pM et 1/1 pM respectivement.

La sonde LAP-1 est utilisée 3 la concentration 0,25 uM pour la quantification des kystes de
G. lamblia. La quantification des kystes de G. muris est réalisée avec une concentration en sonde MUP-1
de 0,35 pM.

Les sondes Giardia-A et Giardia-B sont utilisées respectivement aux concentrations 0,35 pM et

0,30 uM pour la détection des génotypes A et B de G. famblia.

3°™ PARTIE : Validation des techniques de détection.

Lors de cette étape de validation, plusieurs caractéristiques sont vérifiges :
+ Spécificité des amorces et sondes

+ Sensibilité

+ Variations intra et inter-essai de I'étape d’'amplification

+ Domaine de linéarité et rendement

+ Variation inter-essai de F'étape d'extraction de 'ADN

+ Compétition des kystes de &. muris vis-a-vis de la détection des kystes de &. famblia

1- Evaluation de la spécificité des PCR quantitatives et qualitatives.
1.1- Evaluation de la spécificité par comparaison avec la base de données Genbank.

Dans une premiére étape. la spécificité des amorces et sondes est évaluée par le test BLAST
(http://www.nchbi.nlmnih.gov/BLAST/) qui est disponible sur le site NCBI. Ce test permet de comparer les
séquences des amorces e1; des sondes avec toutes les séquences répertoriées sur la base de données Genbank et
de savoir si des amplifications non spécifiques peuvent &tre observées avec nos systémes. Ce fest est dautant
plus impertant que ces amorces et sondes seront utilisées pour l'analyse de selles et d'échantillons

environnementaux.

1.1.1.- Spécificité des systemes PCRg-lamblia et PCRg-muris.

D'aprés le test BLAST, le couple d'amorces utilisé pour ces deux PCR quantitatives (GIAF2 et GIARL)
amplifie fe géne de I'EF1A pour &. lamblia, 6. muris et 6. ardeae. Aucun autre géne ne devrait €tre amplifié par

ces amorces selon les données actuelles,
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1.1.1.2- Spécificité des sondes LAP1 et MUP1.

La version BLAST adaptée aux séquences courtes a é1é utilisée pour les sondes LAP-1 et MUP-1 car elles
sont composées de 14 et 16 nucléotides respectivement.

Pour la sonde LAP-1, la recherche fournit 15 autres génes présentant une homologie compléte, mais ces
génes ne sont pes reconnus par les deux amorces. La sonde LAP-1 présente une homelogie compléte avec le géne
EF1A de l'espece 6. ardeae et pourrait shybrider avec celui-ci.

Pour la sonde MUP-1, la recherche BLAST a mentré une homologie compléte avec l'espéce &. muris et
avec une autre séquence qui n'est pas amplifiée par les deux amorces. De plus, la sonde MUP-1 ne s'hybriderait
pas avec les génes EF1A des espéces 6. lamblia et 6. ardeae.

Des génes, autres que les génes cibles, présentant au minimum une variation de séquence avec fes sondes

LAP-1 ou MUP-1 ne sont pas retrouvés lors du test des amorces.

1.1.2- Spécificité du svstéme PCRg-A.

D'apres le test BLAST, le couple damorces utilisé pour la PCRg-A {A-Tor et A-rev) serait spécifique de
du génotype A. Le test de I'amorce sens montre quatre variations de séquence avec les génotypes E et F. mais
'amorce antisens ne présente aucune homologie de séquence significative avec ces deux génotypes.

La version BLAST adaptée aux séquences courtes a été utilisée pour la sonde &iardia-A car elle ne
contient que 16 nucléstides. Cette sonde présente une homologie compléte avec deux autres séquences qui ne

sont pas amplifiées par les amorces.

1.1.3- Spécificité du systéme PCRg-B.
Le couple d'amorces B-for et B-rev serait spécifique du génotype B. De plus, la sonde &iardia-B présente
une forte spécificité pour ce génotype puisque le test BLAST ne fournit qu'un seul autre géne qui présente six

différences de séquence par rapport 4 celle de la sende qui contient 22 nucléotides.

1. 1.4- Speécificite des amorces destinées d la détection des géno

D'aprés le test BLAST, les couples damorces permettant la détection des génotypes € (C-for et C-rev)

et E (E-for et E-rev) seraient spécifiques de leur génotype.

1.2- Evaluation de la spécificité des sondes par PCR.

Dans cette deuxiéme étape, la spécificité des systémes est évaluée par PCR qualitatives ou quantitatives.

Les PCRq-lamblia et la PCRq-muris sont testées en présence d'ADN provenant uniquement de kystes de
6. muris et 6. lamblia respectivement. La concentration initiale par réaction correspond & 1,8.10° kystes de
&. muris ou de G. lamblia pour 200 L de suspension purifiée. Les deux sondes sont testées en triplicat et aucune
émission de fluorescence n'est observée. Ainsi, les sondes LAP1 et MUPI ne s'hybrident pas avec I'ADN de
6. muris et G. lamblia respectivement, alors que fa partie de la séquence EF1A utilisée pour dessiner ces deux
sondes ne comporte que deux nucléotides de dif férence entre les espéces &. lamblia et &. muris.

De méme les PCRg-A et PCRq-B sont testées sur des kystes de &. lamblia appartenant aux génotypes 8 et

A respectivement. Les concentrations initiales par réaction correspondent & 2,5.10% et 1,8.10° kystes pour 200 j4.
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de suspension pour les génotypes A et B. Aucune émission de fluorescence n'est observée pour ces deux PCR
quantitatives.

Les PCR qualitatives permettant la détection des génotypes C et E sont testées sur des concentrations
en kystes appartenant aux génotypes A ou B identiques aux PCR quantitatives. Lors de la révélation sur gel

d'agarose aucune bande d'amplification n'est observée.

2- Evaluation de la sensibilité des PCR.

La sensibilité des PCR quantitatives est évaluée en amplifiant des gammes de dilution de raison 10
réalisées avant l'extraction d'ADN. Les concentrations initicles en kystes de &iardia sont précisées pour un

volume de 200 14 de suspension purifiée de kystes avant extraction de FADN.

2.1- Evaluation de la sensibilité des systémes PCRqg-lamblia et PCRg-muris.

2.1.1- Sensibilité observée avec le protocole initial d extraction de I'ADN,

Le tableau 2 présente les valeurs de Ct observées en triplicat pour les gammes de dilution de kystes de

G. lamblia et 6. muris dont 'ADN est exirait avec le protocole initial non modifié,

Tableau 2 : Valeurs de Ct observées pour les gammes de dilution logarithmique de &. lamblia et 6. muris amplifiées en

triplicat aprés extraction de 'ADN avec le protocole initial

Concentration initiale (kystes 200 pL™)

18.10° 1,8.10% 1,810 1,8.10° 1,810 18
&. lamblia . . x1/3
_Ctmoyen:écarttype 28462009  3188:025 ~ 3341:081 3903 "7 . X
&. muris 2942+025  3305:054 X X X X

Ct moyen + écart-type
13 . 1 réaction positive / triplicat. X : pas d'émission de fluorescence

Concernant la PCRq-lamblfia, 100 % de réactions pasitives sont obfenues pour une concentration initiale
de 1,8.10° kystes.200 pL™* et 33 % de réactions positives sont observées pour une concentration initiale de
1,8.10% kystes.200 j. . _

' Par contre, pour la PCRq-muris, 100 % de réactions positives ne sont obtenues que pour une
concentration initiale supérieure ou égale a 1,8.10% kystes.200 (L. L'amplification de nouvelles gammes de
dilution de kystes de &. muris n'a pas permis daméliorer ce seuil de détection. Ainsi, la PCRg-muris présente une

sensibilité de détection 10 a 100 fois plus faible que la PCRg-/amblia.

2.1.2- Sensibilité observée suite ¢ 'optimisation du protocole d’extraction avec le RNA Carrier®.

Suite & ces résuitats, une optimisation du protocole d'extraction de FADN est évaluée en utilisant le
RNA Carrier® qui est une séquence polyA. Le RNA Carrier® est inclus dans le protocale d'extraction lors de
Fétape de lyse des protéines. L'ADN de nouvelles gammes de dilution de kystes de &. famblia et de &. muris est
alors extrait en présence de RNA Carrier® puis amplifié en triplicat. Les valeurs des Ct observées en présence de

cette molécule sont présentées dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Valeurs de Ct observées en triplicat suite & une extraction d'ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des

gammes de dilution de kystes de &. lamblia ou de &. muris

Concentration initiale (kystes.200 uL™')
1,8.10° 1,8.10% 18.10° 1,8.10% 1,8.101 18

f‘ famblia 2475+ 024 2850:012 3253:046 3567:048 3836 */° X
Moy At P R
g muris 2844:005 3391:025 3886 *2° X X X
T moyen £ écart-type
*173 .1 réaction positive / triplicat.  **®: 2 réactions positives / triplicat. X : pas d'émission de fluorescence

Concernant les kystes de &. lamblia, une réponse positive est observée pour la totalité des triplicats
correspondant a des concentrations initiales comprises entre 1,8.10° et 1,8.107 kystes.200 i " et une seule
courbe d'amplification a été obtenue pour le triplicat correspondant & 1,8.10' kystes.200 L. Ainsi, une
sensibilité de détection correspondant & 1,8.10' kystes.200 1! ou 0,45 kyste par puits de PCR peut &fre obtenue
avec cette PCRq-/amblia.

Pour les kystes de &, mur'f-s, une amélioration de la sensibilité est également observée. Toutefois, la
sensibilité reste nettement inférieure & celle atteinte pour les kystes de &. lamblia puisqu'une réponse positive
est obtenue dans la totalité des cas, uniguement pour une concentration initiale supérieure ou égale 4
1,8.10" kystes.200 i, Deux puits du triplicat correspondant & 1,8.10° kystes.200 pl™ sont positifs pour cette
espéce. Pour ces deux PCR quantitatives, aucune émission de fluorescence n'est observée dans les fubes témoins
he contenant pas &' ADN.

Ainsi, l'utilisation de cette séquence polyA lors de I'extraction d ADN permet d'améliorer sensiblement la
sensibilité de détection de ces deux PCR quantitatives. En effet, le gain en terme de seuil de détection de ces
deux systémes correspond & une dilution logarithmique. La sensibilité de chacune de ces PCR est donc multipliée
par 10, Toutefois, malgré ['utilisation du RNA Carrier®, la sensibilité de détection pour les kystes de &. muris

reste 10 & 100 fois inférieure & celle obtenue pour les kystes de &. lamblia.

2.1.3- Séquencage de 'amplicon de la PCRg-muris.

Suite au plus faible niveau de sensibilité observé pour la PCRg-muris par rapport & la PCRg-/amblia,
Famplicon obtenu pour la cible 6. muris est séquencé. L'amplicon utilisé pour le séquengage est obtenu par PCR
qualitative (50 cycles, température d'hybridation de 60°C, chapitre Matériel et Méthodes, paragraphe 7.3.2.2) en
utiligant les amorces GIAF2 et GIAR1 et une concentration initiale de 1,8.10° kystes de &. muris.200 wlle
séquencage est ensuite réalisé par la société Qbiogéne research services (ESGS-génopdle, Evry, France),

Ce séquengage a permis d'obtenir la séquence compléte de l'amplicon de 120 pb. Le résultat est comparé
avec la séquence EF1A de &. muris provenant de la base de données Genbank utilisée pour la sélection des
amorces et de la sonde TagMan MGB. La comparaison des deux séquences ne montre aucune variation entre le
résultat du séquencage et la séquence provenant de la base de données.

Suite A ces résultats, les expérimentations ne sont pas poursuivies avec la PCRg-muris qui ne permet pas

une détection suffisamment sensible des kystes de &. muris.
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2.2- Evaluation de la sensibilité du systéme PCRg-A.

Le tableau 4 présente les valeurs de Ct (n = 5) observées avec le systéme PCRg-A pour une gamme de
dilution de kystes de &. famblia, du génotype A obtenue & partir de selles humaines. L'ADN de cefte gamme est
extrait avec le protocole optimisé précédemment. Pour ce systéme, des points intermédiaires sont inclus entre

les points de la gamme de raison 10 afin d'obtenir un nombre suffisant de valeurs.

Tableau 4 : Valeurs de Ct observées (n = 5) suite & une extraction d’'ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des gammes de

dilution de kystes de &. lamblia, génotype A

Concentration initiale, 6. lamblia - génotype A (kystes.200 pt™)
2,5.10° 1,25.10° 2,510° 1,25.10° 2,5.10° 1,25.10° 2510 1,25.10"

Ct moyen + écart-type 2872:0,39 2984:027 3258:027 3484:064 3637:111 38,03 X X

X : pas d'émission de fluorescence / * : 2 analyses positives sur 5

100 % de réactions positives sont observées pour les concentrations supérieures ou égales &
2,5.10° kystes.200 (L', Pour une concentration initiale de 1,25.10° kystes.200 uL?!, deux analyses sur cing
permettent d'obtenir une amplification. Ainsi, une sensibilité de détection correspondant 1,25.10° kystes.200 !

ot 3 kystes par puits de PCR peut Etre atteinte avec cette PCRg-A.
2.3- Evaluation de la sensibilité du systéme PCRg-B.
Le tableau 5 présente les valeurs de Ct {n = B) observées avec le systéme PCRq-B pour une gamme de

dilution de kystes de 6. lamblia du génotype B identique & celle utilisée pour ta PCRq-famblia et dont 'ADN est

extrait avec le protocole optimisé précédemment.

Tableau 5 : Valeurs de Ct observées (n = 5) suite & une extraction d’ADN réalisée avec le RNA Carrier® pour des gommes de

dilution de kystes de &. lamblia, Assemblage B

Concentration initicle, 6. famblia - génotype B (kystes.200 ul™")
18.10° 1,8.10* 1,8.10° 1,8.10° 1,8.10' 1,8

CY moyen + écart-type 27,70+ 0,06 31,36 : 0,10 35,14+ 0,26 38,11+ 0,80 X X

X : pas d'émission de fluorescence

On observe 100 % de réactions positives pour une concentration initiale comprise entre 1,8.10% et 1,8.10°
kystes.200 (L. Auctne émission de fluorescence nest observée pour les puits contenant une concentration
correspondant G 1,8.10" kystes 200 gLl Ainsi, la sensibilité de détection de cette PCRq-B est comprise entre
1,8.10" et 1,8.10% kystes.200 (L, cest-g-dire entre 0,45 et 4,5 kystes de Giardia par réaction,

2.4- Evaluation de la sensibilité des PCR qualitatives.
Concernant les PCR qualitatives destinées & la mise en évidence de quatre génotypes de lespéce

&. lamblia, la sensibilité est évaluée uniquement pour les PCR permettant la détection des génatypes A et B. En

effet, il ne nous a pas ét+¢ possible d'obtenir des kystes de &, famblia appartenant aux génotypes C et E,
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Les résultats obtenus pour les PCR qualitatives spécifiques des génotypes A et B réalisées en triplicat

sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Résultats obtenus par PCR qualitative pour des kystes de &. lamblia cppartenant aux génotypes A et B

Concentration initiale (kystes.200 pl.™%)

2,5.10° 1,25.10° 2 5.10° 1,25.10° 2510 1,25.10°

. + + + + + -
Génotype A

+ + + + + -

(n = 3) + + + + + -

Concentration inftiale (kystes.200 pL")

1.8.10° 1,8.10° 1,8.10° 18.10° 1,8.10! 18

+ + + + - -
Génotype B

+ + + + - -

n=3) + + + + - -

La PCR gualitative destinée a la mise en évidence du gén;)Type A permet de détecter entre 1,25.10° et
2,5.10% kystes.200 (L en suspension purifiée. Le seuil de détection de la PCR qualitative du génotype B est
compris entre 1,8.10" et 1,8.10° kystes.200 wlen suspension purifiée, Aingi, les seuils de détection de ces deux
PCR qualitatives sont compris entre 3 et 6 kystes par réaction pour le génotype A et entre 0,45 et 4,5 kystes par

réaction pour le génotype B.

3- Variations intra et inter-essai de Pétape de quantification.

Afin de valider le protocole de quantification des kystes de Giardia en suspension purifiée, il est
hécessaire d'estimer les variations intra-essai et inter-essai de ces PCR quantitatives. Lors de cette étape, nous
évaluons égatement la variation inter-essai du protocole d'extraction d'ADN & partir de kystes en suspensions
purifiées.

Quel que soit le niveau de variation étudié, son estimation est basée sur le calcul du coefficient de
variation (CV) qui-est obtenu & partir des valeurs moyennes des Ct et des valeurs des écart-types. Le coefficient

de variation est exprimé en pourcentage.

Ecart - type des Ct
CV (%) = x 100

Moyenne des Ct

3.1- Variation intra-essai.

La variation intra-essai des trois PCR quantitatives (PCRq-lamblia, PCRq-A et PCRg-B) est déterminée en
amplifiant les différents points des gammes de dilution de kystes de &. famblia (génotype A ou B) en cing fois lors
de la méme PCR. Les valeurs des coefficients de variation (CV %) obtenus pour les systémes PCRg-Jamblia, PCRq-A

et PCRq-B sont présentées dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Valeurs des coefficients de variation {(CV %) pour I'estimation de la variatien intra-essai pour les systémes

PCRqg-lamblia, PCRg-B et PCRg-A

Systéme : PCRq-lamblia

Concentration (kystes.200 L") 18.10° 1,8.10* 18.10° 1,8.16° 1,8.10"

CV % (n=5) 0,9 0,5 0,6 1,1 nc*

Systéme : PCRg-B

Concentration (kystes.200 L) 1.8.10° 1.8.10° 1,8.10° 1,8.10°

CV%(n=5) 0.2 0.3 0.7 2,1

Systéme : PCRg-A

Concentration (kystes.200 L) 2 510" 1,25.10" 2.5.10° 1,25.10° 2 5.10° 1,25.10°
CV % (n=5) 1,4 0,9 0.8 1,8 3.1 hC**

nc : non calculeble / * : T analyse positive sur 5 / ** : 2 analyses positives sur 5

Concernant la varigtion intra-essai de la PCRq-/amblia, les valeurs des coefficients de variation sont
comprises entre 0,53 % (1,8.10% kystes.200 (L) et 1,07 % (1,8.10% kystes.200 (L),

Les valeurs des coefficients de variation de la PCRq-B s'échelonnent de 0,21 % (1,8.10° kystes.200 pL™) &
2,11 % (1,8.10% kystes.200 ..

Pour la PCRq-A, les coefficients de variation varient de 0.8 % (2,5.10% kystes.200 L) a 3.1 %
(2,5.10% kystes.200 L),

La PCRq-lamblia est caractérisée par des coefficients de variation inférieurs ou trés proches de 1 7%.
Concernant la PCRq-A, les veleurs des coefficients de variation sont globalement plus élevées et atteignent 3,1 %
pour une concentration de 25.10% kystes.200 L. Les coefficients de variation intra-essai de la PCRg-B sont
inférieurs & 1% pour une concentration supérieure ou égale & 1,8.10% kystes.200 pl!, par contre pour une
concentration plus faible le coefficient de variation atteint 2,1 %,

Hormis pour une des valeurs obtenues avec la PCRg-A, les coefficients de variation sent inférieurs ou
proches de 2 % qui est la valeur maximale observée par Heid et al. (1996) lors de I'évaluation de la variation intra

-essai en PCR quantitative.

3.2- Variation inter-essai.

La variation inter-essai de chacune des PCR (PCRg-lamblia, PCRq-A et PCRq-B) est évaluée en amplifiant
les différents points des gammes de dilution de kystes de &. lamblia (génotype A ou B) en différentes PCR. Les
gammes de dilution sont réalisées avent P'extraction dADN. Les valeurs des coefficients de variation sont
présentées dans le tableau 8,

Les valeurs des coefficients de variation des PCRq-Jamblia et PCRg-B correspondent & sept amplifications

distinctes et elles sont calculées & partir de cing amplifications pour la PCRg-A.
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Tableau 8 : Valeurs des Ct moyens, des écart-types et des coefficients de variation pour V'estimation de la variation

inter-essai -

Systéme : PCRq-lamblia

Concentration (kystes.200 4L %) 1,8.10° 1,8.10% 1,8.10° 1,8.10° 1810

V% (n=7) 0.5 0.8 0,7 1,6 2,2*

Systéme : PCRq-B

Concentration (kystes 200 ul ™) 18.10° 1,8.10% 1,8.10° 1,810°

CV%h@n=7) 0.8 0,9 0.7 2,4

Systéme : PCRq-A

Concentration (kystes.200 pL™') 2510 1,25.10* 2 5.10° 1,25.10° 25107 1,25.10°
CV % (n=5) 0,7 0.8 1.8 1,6 2,2 ne**

X : pas d'émission de fluorescence / * : 3 analyses positives sur 7 / ** 2 analyses positives sur 5

Concernant la PCRq-famblia, trois courbes d'amplification sont obtenues pour une concentration initiale
de 1.8.10° kystes.200 Y Les valeurs des coefficients de variation inter-essai s‘écheionne-n‘r entre 05 %
(1,8.10° kystes.200 "y et 2,2 % (1,8.10" kystes.200 ).

Pour la PCRq-B, les coefficients de variation inter-essai sont compris entre 0,7 % (1,8.10° kystes. 2001
et 2,4 % (1,8.10% kystes.200 s ™).

Les coefficients de variation inter-essai de la PCRg-A varient entre 0,7 % (2,5.10° kystes.200 uL™) et
2,2 % (2,5.10% kystes.200 iL1). Deux courbes d'amplification sont obtenues pour la concentration 1,25.10°7
kystes.200 ;L.

Globalement, ces valeurs sont inférieures a 2 %, excepté pour les coefficients de variation des
cohcentrations initiales les plus faibles qui sont compris entre 2,2 % et 2.4 %. Ces valeurs restent proches de

celles observées par Heid et af. (1996) qui observent des coefficients de variation inter-essai inférieurs & 2 %.

4- Evaluation du domaine de linéarité et du rendement.

Dans cette étape, nous avons évalué le rendement de la PCR quantitative a partir de la droite standard
obtenue lors de I'amplification de la gamme de dilution logarithmiqu.e d’ADN. La formule permettant le calcut du

rendement & partir de la pente de cette droite standard est la suivante (Ibekwe et af, 2003) :

Rendement (%) = (10 -1/valeur de la periey _ 4

Ainsi, une PCR quantitative présentant un rendement de 100 % aura une pente de - 3,32. 5i le rendement de
la PCR guantitative est compris entre 75 % (pente = -4, 10} et 100 % (pente = -3,32) alors il existe une relation

linéaire entre la valeur du Ct et le logye du nombre de copies.
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4.1- Domaine de linéarité et rendement de la PCRg-lamblia.

La figure 13 correspond & la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de &. fJamblia de

raison 10, amplifiée cing fois simultanément.
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Cycle seuil (CT)
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22

20
1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02 1,00E+03 1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06

Concentration initiale {(kystes.200 ,uL'I)

Figure 13 : Droite étalon de la PCRg-/amblia obtenue avec une gamme de dilution de kystes de

&. lamblia de raison 10 {n = 5). Pente = -3,34 ; Ordonnée & l'origine = 43,14 ; R? = 0,991

La pente de cette droite est de - 3,34 et le coefficient de détermination (R?) est de 0,991. D'aprés la
pente de cette droite, le rendement de la PCRg-famblia est estimé d 99 %. Le domaine de linéarité de
I'amplification s'étend sur 4 logy, c'est-a-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 1,8.10° et

1,8.10" kystes.200 L.

4.2- Domaine de linéarité et rendement de la PCRg-A.

La figure 14 correspond a la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de &. lamblia,
génotype A amplifiée cing fois simultanément. Des points intermédiaires sont inclus entre les points de la gamme

de raison 10 afin d'obtenir un nombre suffisant de valeurs pour la réalisation de la représentation graphique.

La pente de cette droite est de ~ 4,00 et le coefficient de détermination (R?) est 0,985. D'aprés la valeur
de la pente, le rendement de la PCRg-A est estimé 4 78 %. Le domaine de linéarité de l'amplification s'étend sur
plus de 2 logy, c'est-d-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 2,5.10* et

1,25.10% kystes.200 (.
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Figure 14 : Droite étalon de la PCRq-A obtenue avec une gamme de dilution de kystes de &. famblia génotype

A (n = 5). Pente = -4,00 ; Ordonnée a Vorigine = 46,42 ; R® = 0,985

4.3~ Domaine de linéarité et vendement de la PCRg-B.

La figure 15 correspond & la droite étalon obtenue avec une gamme de dilution de kystes de &. lamblia,

génotype B de raison 10 amplifiée cing fois simultanément.
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Figure 15 : Droite étalon de la PCRq-B obtenue avec une gamme de dilution de kystes de &. Jamblia

génotype B (n = 5). Pente = -3,50 : Ordonnée a l'origine = 46,22 ; R® = 0,997
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La pente de cette droite est de - 3,50 et le coefficient de détermination (R%) a pour valeur 0,997. Le
rendement de la PCRG-B est estimé & 93 % d'aprés la valeur de la pente. Le domaine de linéarité de Famplification
s'étend sur 3 logy, cest-d-dire sur des concentrations initiales qui s'échelonnent entre 1,8.10° et

1,8.10% kystes.200 ;L.

5- Variation inter-essai de I’étape d’extraction de ADN.

La variation inter-essai du protocole dextraction dADN est évaluée en réalisant quatre extractions
d'ADN distinctes sur des kystes de &. lamblia. Chaque extraction d'ADN est précédée d'une dilution de raison 10
des kystes de &. lamblia. Les quatre gammes d'extrait d'ADN ont é+¢ amplifides lors de la méme PCRq-lamblia. Les

valeurs des coefficients de variation obtenues lors de cette PCR, sont présentées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs des coefficients de variation observés lors de [estimation de la variation inter-essai de I'étape

d'extraction (n = 4)

Concentration initiale

(kystes.200 ™) 18.10° 1,8.10" 1,8.10° 1,8.10° 1,810 18

.

Coefficient de variation (%) 1,81 2,49 1.43 2,86 X X

X : pas d'émission de fluorescence

Les valeurs des coefficients de variation sont comprises entre 1,43 % (1,8.10° kystes.200 iL.™") et 2,86 %
(1,8.10% kystes.200 ;LY). Ces valeurs sont nettement inférieures & 5% et nous semblent tout & fait
satisfaisantes, d'autant plus qu'elles tiennent compte de la variation entrdinée par la réalisation de la gamme de
dilution de raison 10. Ces coefficients de variation nous permettent de conclure que I'étape d'extraction de
FADN, n‘engendre pas de variations importantes de la quantification des kystes de &. famblia en suspension

purifiée pour la gamme de dilution testée.

6- Compétition des kystes de G. muris sur la quantification des kystes de G. lamblia.

La sonde LAP-1 s'hybride uniquement & FADN de & Jamblia, mais les amorces GIAFZ et GIARI
permettent Iamplification de 'ADN de &. famblic et de &. muris. Suite & cette compétition possible entre les
kystes de Giardia provenant de ces deux espéces, nous évaluons I'impact de la présence de kystes de &. muris sur
Fextraction dADN et la détection des kystes de 6. lamblia.

Une quantité constante de kystes de & muris est ajoutée & chaque point de fa gamme de dilution de
kystes de 6. flamblia de raison 10, avant I'étape d'extraction de 'ADN. La quantité ajoutée & chaque peint de la
gamme de dilution correspond & une concentration de 1,8.10° kystes &. muris .200 ™.

Le tableau 10 regroupe les valeurs de Ct observées pour les différents ratio & muris / &. lamblia de

cette droite standard.
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Tableau 10 : Valeurs de Ct observées pour les différents ratios &. muris / &. lamblia

Concentration en kystes de 6. famblia (kystes.200 pL™")

s 1810° 1810° 1810° 18100 18 .
Concentration en kystes de &. muris (kystes.200 pL")
18.10° 1.8.10° 1,8_1005 18.10° 18.10° 1,8.10°
Valeurs des ratios & lamblia / &. muris
i 1107 1102 1107? 110 1.10°

Valeurs moyennes des €T = écart-type

2437 0,15 27.67 0,21 3222+:054 37,24 *V3 X X

*17% ;1 réaction positive / triplicat, X : pas d'émission de fluorescence

La figure 16{A) représente la droite standard pour les kystes de &. lamblia pour une extraction et une
amplification rédlisées en I'absence de kystes de &. muris. La figure 16(B) correspond & la droite standard

observée pour les kystes de &. famblia en présence des kystes de &. muris.

(A) (8)
Pente : - 3,44 Pente : - 4,43
Ordonnée d l'origine : 43,16 Ordonnée a l'origine : 46,66
Coefficient de corrélation : 0,994 /Coefficien’r de corrélation : 0,993
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Figure 16 : Droites standard observées pour les kystes de 6. lamblia

(A) Droite standard obtenue pour la gamme de dilution de raison 10 de kystes de &. lamblia seuls

{B) Droite standard obtenue pour le méme type de gamme de dilution de kystes de &. lamblia en

présence d'une concentration constante de kystes de &. muris
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En présence de kystes de 6. muris, des courbes d'amplification sont obtenues pour des concentrations
initiales comprises entre 1,8.10° et 1.8.10% kystes de 6. Jamblia 200 (L. La pente de la droite standard a alors
une valeur de - 4,34 avec un coefficient de détermination (R%) de 0,993. A partir de la pente, le rendement de la
PCR quantitative est estimeé 4 70 %.

Pour des concentrations initiales comprises entre 1,8.10° et 1,8.10° kystes de 6. famblia 200 (L™, la pente
de la droite standard est de - 3,93 avec un coefficient de détermination (R%) de 0,996. Le rendement de la PCR
quantitative est alors de 80 %.

Ainsi, une sensibilité de détection de 1,8.10° kystes de &. lamblia peut &tre atteinte en présence de
1,8.10° kystes de &. muris. Lorsque le ratio . muris/G. lamblia est supérieur & 100, Ia valeur de Ct est nettement
augmentée. En effet, le Ct moyen est de 35,67 (n = 3} en l'absence de kystes de 6. muris, alors qu'il est de 37,24
avec un seul puits positif en présence de cette autre espéce. Un phénoméne de compétition entre les kystes de
ces deux especes appardit pour un ratio &. muris / &. lamblia supérieur & 100, ce qui entrdine une diminution de la
sensibilité et de l'efficacité de la PCR quantitative, Toutefois, V'espéce &. lamblia concerne un plus grand nombre
d'hdte que l'espéce G. muris et un ratio 6. muris/G. lamblia supérieur & 100 ne devrait pas &tre observé dans des

prélévements d'eaux usées.

En résumeé,

Cette premiére étape de nos expérimentations visait a développer et valider des PCR en temps
réel et des PCR qualitatives a partir de suspensions purifiées de kystes de G. lamblia et G. muris. Nous
avons tout d'abord sélectionné, & partir des cibles possibles pour notre étude, des systémes comprenant
soit deux amorces et une sonde pour les quatre PCR en temps réel, soit un coupie d'amorces pour les
quatre PCR qualitatives.

Les concentrations en amorces et en sonde des quatre PCR guantitatives ont été optimisees et
la spécificité des différents systémes a ensuite été évaluée. Les amorces GIAF2 et GIAR1 s'hybrident
avec les séquences EF1A appartenant aux especes G. lamblia, G. muris et G. ardeae. La PCRg-muris
amplifierait uniguement 'ADN de G. muris. Par contre, la PCRa-/amblia n’est pas entiérement spécifique
pour G. famblia et permettrait également la quantification de G. ardeae. Lors de cette étude, il n'a pas
été possible d'obtenir des kystes appartenant aux trois espéces G. microti, G. psittaci et G. agilis. Ainsi,
les amorces et sondes n‘ont pu étre testées sur ces trois espéces pour lesquelles aucune séquence de
I'EF1A n'est actuellement disponible dans la base de données Genbank. D'aprés nos expérimentations,
les PCRg-A et PCRg-B et les deux PCR qualitatives destinées a la détection des génotypes C et E

apparaissent comme spécifiques de leur génotype.

La PCRqg-lamblia présente une sensibilité pouvant atteindre 18 kystes.200 pL?!, alors que les
PCRg-A et PCRg-B présentent un seuil de détection plus faible qui est respectivement de 125 et
180 kystes.200 pi.™* de suspension purifiée. L'évaluation des quatre systémes de PCR en temps réel a
montré une sensibilité insuffisante de la PCRg-muris correspondant & 1,8.10% kystes.200 pL™? de
suspension purifiée. Le séquengage n'a pas montré de variation par rapport & la séquence référencée

dans la base de donnée Genbank, le systéme n’a pas été retenu pour la suite de nos expérimentations.
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Les deux PCR qualitatives destinées & la mise en évidence des génotypes A et B détectent
respectivement 2,5.10% et 1,8.10° kystes.200 pL'! de suspension purifiée. Le seuil de sensibilité précisé
pour 200 pL de suspension purifiée de kystes avant extraction de I'ADN correspond a la méme
sensibilité théorique pour un échantillon environnementat de 100 mL si son volume est amené & 200 ul
par concentration et purification.

Ces valeurs de sensibilité peuvent également étre rapportées en nombre de kystes détectés par
réaction de PCR. La PCRq-/amblia détecte alors 0,45 kyste par réaction. Les PCRq-A et PCRg-B détectent
respectivement 3 et 4,5 kystes par réaction. Enfin, les PCR qualitatives destinées a la détection des
génotypes A et B présentent une sensibilité respective de 6 et 4,5 kystes par réaction, détectés dans |a
totalité des cas.

L'évaluation des rendements d’amplification aboutit a des valeurs comprises entre 77,8 % pour
la PCRg-A et 99 % pour la PCRg-lfamblia. Concernant la variation intra et inter-essai de l'étape
d‘amplification, les valeurs des coefficients de variation sont globalement satisfaisantes. De plus, la

reproductibilité de I'étape d'extraction, évaluée avec la PCRg-lamblia, est supérieure & 95 %.

Ainsi, nous avons décidé de transposer les trois PCR quantitatives (PCRq-/amblia, PCRg-A et
PCRg-B) a la quantification des kystes de G. lamblia dans différents types d'eaux usées. Les quatre PCR
qualitatives vont permettre la détection des kystes de G. lamblia appartenant aux génatypes A, B, C et
E soit dans des eaux usées, soit dans des selles humaines, Les expérimentations concernant le
développement de la PCR en temps réel destinée a la quantification de Vespéce Giardia lamblia ont fait
I'objet d’une publication (Bertrand et af., 2003).
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Concentration et purification des kystes de Giardia

a partir de prélévements d'eaux usées.
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Suite d la premigre partie de nos expérimentations réalisées uniguement sur des kystes en suspensions
purifiées, nous disposons d'outils rapides, spécifiques et sensibles qui vont nous permettre de quantifier et
détecter des kystes de I'espéce Giardia famblia et de quatre de ses génotypes dans des prélévements d'eaux
usées en paralléle 4 une détection conventionnelle par immunofluorescence.

Toutefois, 'application de ces techniques de détection 4 l'analyse d'eaux usées nécessite de faire appel &
desg étapes de concentration et de purification adaptées & ce type d'échantillons et aux exigences des fechniques
de biologie moléculaire, En effet, les eaux usées contiennent des quantités élevées de matiére organique pouvant
entrdiner une sous-estimation des concentrations en kystes lors de la détection par immunofluorescence mais
aussi par PCR. De plus, les techniques de biclogie moléculaire sont sensibles & un grand nombre de composés
inhibiteurs pouvant entrdiner une sous-estimation des concentrafions en kystes voire l'obfention de faux
résultats négatifs,

Dans cette deuxidme partie de nos expérimentations, les étapes de concentration et de purification des
kystes, mais aussi d'extraction-purification de 'ADN sont adaptées afin d'obtenir un protocole global nous
permettant de détecter ces kystes de Giardia lamblia dans des eaux usées prélevées au niveau de deux stations
d'épuration et d'un abattoir par immunofluorescence et PCR en temps réel. Lors de ces expérimentations
effectuées & partir d'eaux usées prétraitées, de nombreuses techniques sont évaluées avec pour objectif
d'adapter et d'optimiser la détection par PCR & l'analyse de ces échantillons trés turbides.

La comparaison de techniques de concentration et de purification est tout d'abord réalisée pour la
détection des kystes par immunofiuorescence. Des variantes du protocole d'extraction de 'ADN ainsi que des
techniques de purification des kystes sont ensuite évaluées pour la détection par PCR en temps réel. Ainsi, des
techniques basées sur la densité des éléments & purifier, permettant d'optimiser la récupération d'ADN en
présence de matiére en suspension ou de masquer l'effet des inhibiteurs présents dans ce type d'échantillons,

mais aussi la séparation immunomagnétique {(IMS) sont testées lors de ces travaux.

1- Comparaison de techniques de concentration et de purification pour la détection des kystes de Giardia

par immunofluorescence.

Comme {'a montré 'éfude bibliographique, la floculation et la centrifugation sont les techniques les plus
couramment employées pour la concentration des kystes de Giardia & partir d'eaux usées. Lors d'essai de
concentration sur membrane ou sur cartouche avec ce type d'échantillons trés turbides, la plupart des auteurs
observent un colmatage rapide de la surface filtrante, ces fechniques ne sont donc pas refenues pour hos
expérimentations.

Lors de cette premiére partie des expérimentations réalisées sur des préiévements d'eaux usées de la
station d'épuration de Nancy, nous comparons deux méthodes de concentration (floculation au carbonate de
calcium et centrifugation) et deux techniques de concentration {flottation sur solution de Percoll™-saccharose

et gradient de saccharose) pour établir un protocole destiné & l'analyse des échantilions par immunofluorescence.
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1.1- Comparaison de la floculation au carbonate de calcium et de la centrifugation pour la

concentration des kystes de Giardia.

La floculation au carbonate de calcium et la centrifugation (filtration sur tamis de porosité 300 ym puis
2 centrifugations @ 2000 g, 15 min) sont réalisées en paralléle pour trois prélévements distincts d'eau usée de la
station d'épuration de Nancy. Les deux concentrats obtenus pour chague échantillon sent purifiés par une
séparation FEA (Formaldéhyde - Acétate d'éthyle) puis par uhe flottation sur selution de Percoll™-saccharose
{d : 1,10). Chaque échantillon est analysé par immunofluorescence, la concentration Totale en kystes de Giardia
ainsi que la concentration en kystes contenant des noyaux visibles par marquage au PT sont alors déterminées.

La figure 1 présente les concentrations totales en kystes de Giardia et les concentrations en kystes PT

positifs par litre d'eau usée pour les trois prélévements concentrés soit par floculation, soit par centrifugation.
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Figure 1 : Concentrations (kystes.L™) observées en IFA aprés concentration par floculation au carbonate de calcium ou
centrifugation paur trois prélévements (P1, P2, P3) d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes
positifs au PT aprés congélation

Les concentrations totales en kystes sont comprises entre 2,8.10° et 4,2.10% kystes.L' aprés
concentration par centrifugation alors quelles s'échelonnent entre 1,7.10° et 4,3.10° kystesL aprés floculation
au carbonate de calcium. Concernant les concentrations en kystes PI positifs, elles varient entre 2,7.10° et
3,3.10° kystes L' pour la centrifugation et entre 15.10° et 3,8.10° kystes.L ™ pour la floculation,

Ainsi, les valeurs des concentrations totales mais aussi des concentrations en kystes dont les noyaux
sont visibles par marquage au PT sont plus élevées aprés concentration par centrifugation pour les deux premiers

prélévements,
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La centrifugation, réalisée dans nos expérimentations en deux étapes de 15 minutes, est une technique
plus rapide que la floculation au carbonate de calcium qui demande une durée minimale de quatre heures pour
I'étape de sédimentation du floculat. De plus, la centrifugation permet de récupérer les kystes 4 des
concentrations au moins équivalentes & la floculation sans utilisation de réactifs chimiques qui pourraient par la
suite inhiber l'amplification par PCR.

Ainsi, la centrifugation est retenue comme technique de concentration des kystes de Giardia & partir

d'eaux usées pour leur détection par immunofiucrescence et PCR lors de nos expérimentations.

1.2- Comparaison de deux techniques de purification des kystes de Giardia . flottation sur sofution

de Percoll™-saccharose et gradient de saccharose.

Bien que de nombreuses études fassent appel & 'IMS pour la purification des kystes de Giardia & partir
d'échantillons environnementaux, les fechniques basées sur la densité des éléments & purifier sont encore
couramment utilisées. Parmi ces techniques, la flottation sur sofution de Percoll™-saccharose est considérée
comme la méthode de référence pour la purification des kystes de Giardia & partir de ces échantillons
environnementaux. Une technique de purification sur gradient de densité de solutions de saccharose est
également choisie pour Etre comparée a la flottation.

L'étape de concentration est réalisée par centrifugation et une séparation au FEA précéde la purification
par flottation sur solution de Percoll™-saccharose ou sur gradient de densité de saccharose. La figure 2
présente les concenfrations totales en kystes et les concentrations en kystes PI positifs par litre d'eau usée

pour trois prélévements de la station d'épuration de Nancy suivant la méthode de purification appliquée.
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Figure 2 : Concentrations {kystes.L™') observées en IFA aprés centrifugation et purification des kystes de &iardia par
flottation sur solution de Percoll™-saccharese ou gradient de densité de saccharose pour trois prélévements (P4, P5, P6)
d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes positifs au PI aprés congélation
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Les concentrations totales en kystes de Giardia sont comprises entre 2,5.10° et 7,9.10° kystes L™ pour la
technique par flottation et varient de 3,1.10% d 4,6.10° kystes.L™! pour le gradient de densité. Les concentrations
en kystes PT positifs s'échelonnent entre 3,3.10% et 3,5.10° kystes L suite & la flottation et varient de 2,7.10% &
1,7.10% kystesL ' aprés le gradient de saccharose.

Pour le premier prélevement (P4}, les concentrations les plus élevées en kystes totaux et PI positifs sont
obtenues lors d'une purification par flottation. Lors de analyse du deuxiéme prélévement (P5)}, les résultats sont
différents puisque le gradient de densité permet d'obtenir la concentration totale en kystes la plus élevée afors
que la flottation aboutit & une concentration en kystes PI positifs supérieure d celle obtenue avec le gradient.
Pour le troisieme prélévement (P6), la flottation permet d'obtenir une concentration totale en kystes nettement
plus élevée (7,9.10° kystes.L™) que la purification sur gradient (4,7.10° kystes.L™). Par contre, la concentration en

kystes PI positifs est légérement plus élevée suite au gradient de densité.

Globalement, la flettation permet d'obtenir des concentrations totales et des concentrations en kystes
PI positifs plus élevées que le gradient. La technique par gradient de densité permet une plus forte diminution de
la turbidité de I'échantillon, mais semble difficile & appliquer sur les prélévements de l'abattoir qui sont trés
turbides et qui nécessiteraient alors une répartition d'un méme échantillon sur plusieurs gradients. Ainsi, le
gradient de saccharose n'est pas retenu comme étape de purification pour la détection des kystes par
immunofluorescence mais il sera tout de méme comparé avec dautres techniques de purification pour uhe

détection des kystes par PCR en temps réel.

En résuma,

Au vu des résultats de ces premiéres expérimentations, la numération de a totalité des kystes
et des kystes PI positifs dans les eaux usées prétraitées sera réalisée en immunofluorescence aprés une
étape de concentration par centrifugation (2000 g, 15 min) et une purification par séparation au FEA
{Formaldéhyde - Acétate d’éthyle) suivie d'une flottation sur solution de Percoll™-saccharose de densité

1,10. La centrifugation sera également utilisée pour concentrer les kystes de Giardia detecter par PCR.

2- Comparaison de protocoles d’extraction de I’ADN pour Uanalyse d’eaux usées.

Le profocole initial d'extraction de I'ADN optimisé sur des kystes en suspensions purifiées par
l'incorporation de RNA Carrier® (extraction REF) est comparé avec six variantes de ce protocole {protocoles A a
F) qui sont décrites dans le chapitre matériel et méthodes. Ces expérimentations sont réalisées sur des
prélévements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy.

Les protocoles d'extraction sont tout d'abord comparés sur des échantillons non purifiés et les plus
performants sont ensuite appliqués sur des échantillons purifiés par flottation sur solution de Percoll™-
saccharose {d: 1,10).

Afin de pouvoir comparer les différents protocoles d'extraction en s'affranchissant de la diversité des

prélevements sur lesquels ils sont testés, les résultats sont exprimés par la valeur du ratio PCR/ IFA qui
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correspond au nombre de kystes détectés par PCR en temps réel divisé par le nombre de kystes dont les noyaux

sont mis en évidence par marquage au PT lors de ['observation par immunofluorescence.

2.1- Comparaison des protocoles d’extraction en ’absence d’étape de purification des kystes.

Lors de cette premiére comparaison des variantes A & F avec leur protocele de référence REF sur des
échantilions d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy, nous effectuons uniquement une étape de
concentration par centrifugation en amont de I'extraction de I'ADN. Aucune technique de purification des kystes
n'est appliquée sur ces échantillons entre les étapes de concentration par centrifugation et d'extraction de

['ADN.

La figure 3 présente les résultats obtenus pour chacune de ces variantes en comparaison avec
I'extraction REF. Les résultats correspondent 4 la moyenne des valeurs du ratio des concentrations obtenues par
PCR en temps et par immunofluorescence puisque fa détection par PCR est effectuée en triplicat. Dans une
premiére évaluation, les six variantes (A & F) sont comparéeﬁ au protocole REF en utilisant différents
prélévements d'eaux usées. Les deux variantes les plus performantes sont ensuite comparées dans une seconde

éveluation en utilisant un nouveau prélévement d'eau usée.
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Figure 3 : Comparaison des différents protocoles d'extraction de FADN sur des échantillons d'ecux usées de la station
de Nancy concentrés par centrifugation et non purifiés

Extraction REF : Protocole initial : A i Augmentation du volume de tampon de lyse ; B : Augmentation des temps de lyse

et d'adsorption des inhibiteurs : C : Double étape de digestion des protéines et de purification sur colonne ; D :
Précipitation des acides nucléigues & I'éthanol : E : Combinaison de B et C : F : Combinaison de A et C

Les valeurs de ratic obtenues avec Fextraction REF lors de cette étape sont O et 0,06. Les protocoles A

et B qui sont caractérisés respectivement par une augmentation du velume de tampen de lyse des kystes et par
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une augmentation du temps de lyse des kystes et d'adsorption des inhibiteurs, permettent d'obtenir des valeurs
de ratio PCR/IFA qui sont respectivement de 0,05 et 001. Le protocole D qui comporte une étape de
précipitation des acides nucléiques & I'éthanol aboutit & une valeur de ratio de 0,03.

Les valeurs de ratio les plus élevées sont observées pour les protocoles C, E et F qui comportent tous une
double étape de digestion des protéines et de purification des acides nucléiques sur colonne. Les protocoles
dextraction C et E semblent &tre les plus performants, ainsi ils sont évalués sur un nouveau prélévement d'eau
usée. Lors de ces deux évaluations, {e protocole € permet d'atteindre des valeurs de ratie de 0,25 et 011, Le
protocole E aboutit 4 des valeurs légérement supérieures de 0,25 et 0,17, Les deux protocoles d'extraction C et

E sont conservés pour la suite des expérimentations,

2.2- Comparaison des protocoles d’extraction aprés une étape de purification des kystes.

Lors de la suite des expérimentations concernant les protocoles d'extraction de 'ADN, les varianfes C et
E sont 4 nouveau évaluées sur des prélévements d'eaux usées concenfrés par centrifugation et purifiés par une
flottation sur solution de Percoll™-saccharose de densité 1,10. Les protocoles € et E sont testés sur deux
échantillons distincts en l'absence et en présence d'une purification des kystes par flottation.

Les valeurs moyennes (n = 3) des ratios PCR/IFA obtenues pour ces deux protocoles d'extraction sont

présentées sur la figure 4.
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Figure 4 : Comparaison des protocoles d'extraction C et E sur deux échantillons d'eaux usées de la station de Nancy
concentrés par centrifugation et purifiés par flottation sur solution de Percoll™-saccharese (d : 1,10)

C : Double étape de digestion des protéines et de purification sur colonne .
E : Augmentation des temps de iyse et d'adsorption des inhibiteurs et double étape de digestion des protéines et de
purification sur colonne

L'utilisation d'une étape de purification par flottation sur solution de Percoll™-saccharose permet
d'augmenter la valeur du ratio PCR / IFA quel que soit le protocole d'extraction appliqué. Toutefois, c'est la

combinaison avec le protocole d'extraction E {augmentation des temps de lyse et d'adsorption des inhibiteurs ef
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double étape de digestion des protéines et de purification sur colonne) qui permet d'atteindre la valeur de ratio

la plus élevée (0,53).

En résumé,

Le protocole d'extraction-purification de I'ADN optimisé au niveau de i'ensemble des étapes de
libération des acides nucléiques, d’adsorption des inhibiteurs et surtout de digestion des protéines et de
purification sur colonne de silice permet dobtenir les valeurs de ratio PCR/IFA les plus élevées. Parmi
ies modifications testées, celle portant sur Ja digestion des protéines et la purification sur colonne
semble étre la plus performante puisque ce sont les protocoles incluant cette optimisation qui
permettent d'obtenir les concentrations les plus élevées.

Ainsi, ce protocole d'extraction (protocole E} est utilisé pour la suite des expérimentations
concernant le développement d'un protocole de detection des kystes de Giardia dans les eaux usées par

PCR en temps réel.

3- Comparaison de procédés pour la détection des kystes dans les eaux usées par PCR en temps réel.

Lors de cette étape, différentes techniques de purification basées sur les caractéristigues physiques
des kystes, ainsi que des méthodes destinées notamment & limiter Iimpact des inhibiteurs sur la détection par
PCR et des méthodes diphasiques sont évaluées sur des échantillons d'eaux usées naturellement contaminées par

des kystes de Giardia.

3.1- Les techniques de purification basées sur les caractéristiques physiques des kystes.

Lors de cette étape, des fechniques de purification des kystes de Giardia basées soit sur la taille, soit
sur la densité des éléments & purifier sont utilisées. Ces expérimentations sont réafisées sur des prélevements
d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy et les résultats correspondent aux valeurs de ratio PCR / IFA

(nombre de kystes détectés par PCR quantitative divisé par le nombre de kystes positifs au PT en microscopie).

La filfration sous pression négative sur deux toiles & bluter en polyester de porosité décroissante de 102
ef 59 pm est testée sur un prélévement d'eau usée. Cette technique présente l'avantage d'éliminer des débris

sans utilisation de réactifs pouvant interférer avec étape d'amplification.

Concernant les méthodes basées sur fa densité des éléments & purifier, une technique par flottation et
trois types de gradient de densité sont testés. La flottation sur solufion de Percoll™-saccharose (d : 1,10) est
actuellement la méthode de référence parmi les méthodes de purification des kystes basées sur la densité. Le
Percoll™ est composé de particules de silice recouvertes de polyvinylpyrrolidone.

Les trois gradients de densité testés sont constitués de solutions de saccharose, Nycodenz ou bromure
de potassium. Le Nycodenz et le bromure de potassium sont évalués en raison des résultats obtenus par Chesnot
et Schwartzbrod (2004) qui constatent que ces gradients permettent d'obtenir un compromis satisfaisant entre
le niveau de purification et le pourcentage de récupération & partir de matrices environnementales dopées en

cocystes de Crypfosporidium. Le gradient de saccharose ufilisé précédemment lors de I'étape de sélection d'un
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protocole destiné & la détection par immunofluorescence est également évalué pour la détection par PCR. Les
résultats obtenus avec ces différentes techniques de purification sont présentés sur la figure 5.

La valeur de ratio PCR / IF A observée avec la filtration (102 ym et 59 ym) est nettement inférieure &
celle abtenue avec une flottation sur solution de Percoll™-saccharose. Concernant les fechniques de purification
basées sur la densité, la valeur de ratio la plus élevée obtenue suite au gradient de saccharose est de 0,12 (n = 3).
Aucune amplification n‘est obtenue par PCR avec les gradients de Nycodenz™ et de bromure de potassium,
toutefois ces techniques ne sont testées que sur un prélévement d'eau usée.

La flottation sur solution de Percoll™-saccharose {d: 1,10) permet d'obtenir des valeurs de ratio

PCR / IFA comprises entre 0,14 et 0,76 pour quatre prélévements d'eaux usées de la station d'épuration de

Naney.
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Figure 5 : Comparaison de différentes fechniques de purification des kystes de Giardia sur des échantillons d'equx usées
de la station d'épuration de Nancy concentrés par centrifugation

Ainsi, la flottation sur solution de Percoll™-saccharose est utilisée comme référence pour I'évaluation de

procédés visant & masquer les inhibiteurs ou optimiser la lyse des kystes en présence de débris. Elle sera

également combinée a une technique de séparation diphasique & l'acétate d'éthyle.
3.2- Procédés visant a limiter 'impact de la matiére en suspension et des inhibiteurs lors de la
détection par PCR.

Différents procédés visant seit & masquer l'effet des molécules inhibitrices présentes dans les
prélévements environnementaux, soit & faciliter la lyse de la paroi des kystes peuvent €tre envisagés lors de

I'analyse des eaux usées par PCR,
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L'impact de cing réactifs destinés a masquer l'effet des inhibiteurs présents dans les prélévements d'eau
usée est évalué lors de cefte étape. Ces réactifs interviennent soit en amont de I'étape d'amplification pour le
Chelex-100 et la PVYP-360, soit lors de la PCR concernant la BSA, le glycérol et le DMSO. Le choix de ces réactifs

et de jeur concentration est réalisé a partir des données bibliographiques (tableau 1),

Tableau 1 : Réactifs destinés & masguer l'effet des inhibiteurs de PCR

Concentrations testées
{d'apres les données de la fittérature)

. Concentrations utilisées e
Réactif rene Références
dans la littérature

Réactifs intervenant en amont de I'amplification

Chelex-100 135% Lowery et af. (2000) o
20 % Guy e: al, (2003) et25n
PVP-360 75 % Lawson ef al. (1997)
2% Monpoeho et al, (2000) let2 %
2% Guy et al (2003}
Réactifs intervenant lors de l'amplification
BsA 02404 mgul? Kreader (1996}
0,01 pgl? Rochelle et al. (1997) 1
24 6pgg.pL“ Aby Al-Soud et Radstram (2000} 0.1et0.2ugu
0,02 pgpl’? Guy et of. (2003)
Glycérol 5% Rochelle et al. (1997) 59
5410% Abu Al-Soud et Radstram (2000)
DMS0 5% Rochelle et af. {1997) 59
25475 % Abu Al-Seud et Radstram (2000)

L'intérét de I'utilisation de la BSA, du glycérol et du DMSO lors de l'amplification est tout d'abord évalué
sur un méme échantillon d'eau usée de Nancy. Ces trois molécules sont testées aux concentrations indiquées dans
le tableau 1. Aucune de ces molécules ne permet de diminuer la valeur de Ct et donc d'augmenter la quantité
d'ADN détecté dans cet échantillon. Il faut toutefois noter que le milieu réactionnel pour la PCR en temps réel
est composé 4 50 % d'un mix dont la composition est protégée par un brevet mais pouvant notamment contenir du

glycérol.

Les cycles de congélation - décongélation et les uitrasons sont également testés avec pour objectif
d'optimiser la lyse des kystes et ainsi la récupération des acides nuci€iques en présence d'une quantité importante
de matiére organique. Le tableau 2 reporte des données bibliographiques concernant la mise en ceuvre de ces

technigues.

Tableay 2 : Techniques évaluées pour l'optimisation de la lyse des kystes en présence de matiére organique

Techniques Références Protocole choisi

Cycles de congélation-décongélation

5 cycles : 30 s, azote fiquide (- 196°C) / 1 min 65°C  Kaucner et Stinear (1998) 5 cyeles : 4 min - B5°C / 4 min 90°C
6 cycles : 2 min azote liquide / 5 min 95°C Lawery et al. (2000)
3 eycles : 2 min azote liquide / 2 min 95°C Guy et al, (2003)

Ultrasons

30 min, 185 W Guy et al. (2003) 20 min, 125 W

Une série d'analyses est réalisée en paralléle sur un prélévement d'eau usée de chaque site. Ces
échantillons sont concentrés par centrifugation et purifiés par flottation sur solution de Percoll™-saccharose.

Nous évaluons alors {'impact d'un traitement au Chelex-100 appliqué soit lors de I'extraction de 'ADN et plus
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précisément aprés I'étape de lyse des kystes, soit sur I'ADN obtenu suite au protocole d'extraction. Ces deux
traitements au Chelex-100 et le protocole d'extraction E sont combinés ou non au traitement par cing cycles de
congélation - décongélation. Ainsi, six analyses sont réalisées pour chaque prélevement d'eau. Les résultats

obtenus pour chaque site de prélévement sont présentés sur les différents graphiques de la figure 6.

Station &'épuration de Nancy Station d'épuration de Metz

14
12
=
< 10 é
S o8 3
& o
2 06 5
% 04
02 Avec €D Avec C/D
00 cut o B Sans €/
Extraction E Sans £/0 xiracrion Chelex pendant .
Chelex pendant . extraction £ Chelex G:pr‘es
extraction E Chelex aprés extraction E
extraction £
{A) Station d'épuration de Nancy (B) Station d'épuration de Metz
Abattoir de Metz P . 21 oas P
C/D i B cycles de congélation-décongélation, 4 min a
14 .
- 85°C / 4 min &4 95°C
2 \
< 10
W Chelex-100 pendant extraction : traitement au
S 08
"}: 06 7 Chelex-100 (concentration fihale de 25 %) aprés
2 0
j=3
o

I'étape de lyse des kystes.

02 A
Avec C/D
00 Chelex-100 aprés extraction : traitement au Chelex-
Extraction £ Sans C/D . . o . .
Chelex pendant 100 (concentration finale de 25 %) sur 'ADN extrait
extraction E Chelex aprés
extraction E avec le protocole E.

{C) Abattoir de Metz

Figure & : Valeurs moyennes (n=3) observées pour le ratio PCR/IFA suite au traitement par le Chelex-100 et/ou des

cycles de congélation-décongélation pour des eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy (A), Metz (B) et
de Fabattoir de Metz (C)

Pour le prélévement réalisé 4 la station d'épuration de Nancy {A) et d l'abattoir de Metz (C), les
protocoles utilisant le Chelex-100 et/ou les cycles de congélation-décongélation ne permettent pas d'obtenir des
valeurs de ratio PCR/IFA supérieures au protocole de référence (extraction E). Concernant ['échantillon
provenant de la station d'épuration de Metz, le traitement au Chelex-100 réalisé suite a futilisation de la résine

InhibitEx® permet d'obtenir la valeur de ratio PCR/IFA la plus élevée.
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Globalement, les résultats montrent que les cycles de congélation-décongélation ne permettent pas
d'augmenter la quantité d'ADN détectée par PCR. Le manque d'homogénéité des résultats entre les dif férents
sites ne permet pas de déterminer si Putilisation du Chelex-100 peut avoir une incidence favorable sur la

detection par PCR puisque ce traitement n'est efficace que pour un des prélévements lors de cette premiére

série d'expérimentations.

Guy ef al. (2003) constatent que |'utilisation combinée des ultrasons, de Chelex-100 et PYP-360 permet
de diminuer la valeur de Ct et donc d'augmenter la quantité d’ADN détecté en présence dinhibiteurs lors de
Fanalyse d'eau usée. Le traitement par les ultrasons permettrait de casser les amas formés par la matiére en
suspension et d'augmenter la quantité d'’ADN récupéré lors de son exfraction. Lors d'une deuxiéme série de
prélévements, les traitements physiques par ultrasons et cycles de congélation-décongélation sont combinés au
traitement par Chelex-100 et PVP-360. Ces deux molécules sont alors utilisées respectivement & des
concentrations finales de 20 et 2 % pendant le protocole d'extraction suite & I'étape de lyse des kystes. Les

résuitats obtenus avec ces différents traitements sont présentés sur les différentes représentations

graphiques de la figure 7.
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Station d'épuration de Nancy
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Figure 7 : Valeurs moyennes {n=3) observées pour le ratio PCR/IFA suite & l'utilisation des cycles de congélation-
décongélation, des ultrasons et traitement par Chelex-100 et PVP-360 pour des eaux usées provenant des stations
d'épuration de Nancy (A). Metz (B) et de I'abatteir de Metz (C)
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Les résultats observés avec ces différents protocoles sont concordants pour les prélévements d'eaux
usées de la station d'épuration de Nancy (A) et de l'abattoir de Metz (C). Les valeurs de ratio PCR/IFA les plus
élevées sont alors obtenues lors du fraitement par ultrasons associés ou non aux cycles de congélation-
décongélation mais en l'absence d'utilisation de Chelex-100 et de PVP-360. Par contre, pour le prélévement de la
station d'épuration de Metz (C), les valeurs les plus élevées sont obtenues lorsque le traitement par Chelex-100
et PVP-360 est associé aux traitements physiques par ultrasons et cycles de congélation-décongélation. Suite &
ces résultats, il semble difficile de sélectionner un protocole permettant d'optimiser la détection des kystes de
Giardia par PCR en temps réel & partir de ces prélevements d'eaux usées. Toutefois, il faut souligner que le

traitement par ultrasons semble améliorer [a valeur des concentrations obtenues par PCR en temps réel.

3.3- Intérét d une séparation diphasique a [’acétate d’éthyle.

Lors de la purification par flottation sur solution de Percoll™-saccharose, nous observons la formation
d'une couche importante de débris & l'interface entre 'échantillon & purifier et la solution de densité 1,10 pour les
trois types d'eaux usées. Par contre, lorsquune étape de séparation FEA précede la flottation pour I'analyse par
immunofluorescence, cette accumulation de débris & l'interface est trés faible et le volume du culot dans ia
solution de Percolf™-saccharose est beauceup plus important. Ainsi, Ja séparation FEA favorise ensuite
I'élimination des débris lors de I'étape de flottation.

Suite a ces observations, une séparation diphasique & acétate d'éthyle, destinée a éliminer les composés
hydrophobes présents dans les échantillons, basée sur le protocole de la technique FEA, est testée en amont de
la flottation sur solution de Percoll™-saccharose. Le formaldéhyde (10 %) n'est pas utilisé lors de cette
séparation destinée aux échantillons analysés par PCR car cette molécule est connue pour inhiber ces réactions
d'amplification.

Deux prélévements de chaque site sont purifiés soit par flottation seule soit par une flottation précédée
par une séparation diphasique & I'acétate d'éthyle, puis analysés par PCR en temps réel. Le protocole défini
auparavant est appliqué pour la numération des kystes par immunofluorescence (séparation FEA et flottation sur
solution de Percoli™-saccharose). Les résultats obtenus avec I'ensemble de ces méthodes est reporté sous forme

de valeurs moyennes (n=3) de ratio PCR/IFA (tableau 3).

Les valeurs de ratio PCR/IFA sont calculées avec les concentrations en kystes PT positifs, mais aussi en
kystes totaux suite aux résultats obtenus pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz et surtout de
l'abattoir, Concernant le prélévement P1 de Fabatteir, la valeur élevée du ratio PCR/IFA obtenue avec la
concentration en kystes PI positifs peut &tre expliquée par le trés faible pourcentage de kystes PI positifs qui
n;esT que de 5 %, alors que les pourcentages de kystes PI positifs sont généralement compris entre 60 et 90 %
pour ces trois types d'eaux usées.

Il est important de souligner que les valeurs de ratio PCR/IFA sont nettement plus élevées lorsque la
purification & 'acétate d'éthyle est appliquée en amont de la flottation pour la totalité des prélévements
analysés. Ainsi, cette méthode de séparation & l'acétate d'éthyle permet d'augmenter de fagon notable la

cohcentration en kystes de Giardia détectés par PCR en temps réel pour ces trois types d'eaux usées.
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Tableau 3 : Impact de la séparation & I'acétate d'éthyle sur la détection par PCR en temps réel des kystes de Giardia
purifiés par flottation sur solution de Percoll™-saccharese

Les valeurs moyennes {n=3) des ratios PCR/IFA sont calculées avec les concentrations en kystes PI positifs et en kystes
totaux par immunofluorescence.

Ratio PCR/IFA (kystes PI positifs) Ratio PCR/IFA (kystes totaux)

Séparation & l'acétate d'éthyle Non Oui ; Non Oui
STEP Nancy - Pi 011 0.62 0.08 0.42
STEP Nancy - P2 0,42 0,61 ' 0,35 0,51
STEP Motz - PI 036 254 0.24 15
STEP Metz - P2 073 142 0,54 1,05
Abattoir Metz - P1 o° 205 E o° 0,51
Abattoir Metz - P2 Q° 1,97 il o 106

a : pas de signal abservé par PCR en temps réef

En résume,

ta flottation sur solution de Percoll™-saccharose de densité 1,10 est la technique de purification
basée sur la densité permettant d’obtenir les concentrations en kystes les plus élevées lors de la
détection par PCR en temps réel, Afin d'optimiser ce protocole, différents procédés sont évalués en
combinaison avec cette étape de purification. Les ultrasons permettent d'augmenter tes valeurs
obtenues par PCR pour les trois types d’eaux usées, par contre |‘utilisation de molécuies destinées a
limiter Veffet des inhibiteurs notamment le Chelex-100 et la PVP-360 apportent une amélioration
uniquement pour l'eau usée de la station d’épuration de Metz. Lors de I'évaluation d'une séparation
diphasique a lacétate d'éthyle précédant I'étape de flottation, nous observons une nette augmentation

des concentrations en kystes de Giardia détectés par PCR pour Fensemble des eaux usées analysées.

4- Evaluation de la séparation immunomagnétique (IMS) pour la détection des kystes de Giardia par

immunofluorescence et PCR en temps réel.

Au cours de notre étude, nous avons eu l'opportunité d'évaluer la technique de séparation
imunomagnétique avec le kit Dynabeads® GC-Combo de Dynal qui est cité notamment par les normes américaine
(Méthode 1623, US-EPA, 2001) et francaise (NF T90-455, AFNOR, 2001). Cette méthode est alors comparée
aux protocoles développés précédemment pour la détection des kystes de &Giardia par immunofluorescence ou par
PCR en temps réel.

Ce kit est testé sur des prélévements d'eaux usées prétraitées des stations de Nancy et de Metz. La
turbidité trés élevée de 'eau usée de f'abattoir de Metz ne permet pas d'envisager son analyse en faisant appel &
cette technigue. En effet, la centrifugation de 100 ml. d'eau de ce site entrdine la formation d'un culot dont le
volume est nettement supérieur 4 la limite de 500 (b pour 10 mL d'échantillon et Futilisation d'un volume inférieur

@ 100 mL ne peut &tre envisagée pour des raisons de limite de sensibilité.
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4.1- Evaluation de 'IMS pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence.

La proecédure associant la concentration par centrifugation et la séparation immunomagnétique est tout
d'abord comparée au protocole développé précédemment {centrifugation, séparation FEA, flottation sur solution

de Percoll™-saccharose) pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence.

4.1, I- Essais d optimisation du protocole de séparation immunomagnétique.

Beux optimisations sont testées & partir du protocole initial, elles concernent 'augmentation du nombre
d'étapes de lavage des complexes billes-kystes et la modification de I'étape finale de dissociation de ces

complexes.

Le protocole développé par le fournisseur ne comprend qu'une seule étape de lavage des complexes billes-
kystes. Toutefois, ce protocole n'est pas destiné initialement & F'analyse d'échantillons caractérisés par une
turbidité élevée. Ainsi, Fontaine et Guillot (2003) et Rimhanen-Finne et al. (2002) adaptent ce protocole en
réalisant deux & trois étapes de lavage supplémentaires avec du fampon PBS ou du tampon PBS - Tween 20
(0,05 %) lors de l'analyse d'eau potable et d'eau de surface.

Une premiére expérimentation est réalisée sur un prélévement d'eau usée de la station d'épuration de
Nancy. Deux étapes supplémentaires de lavage des complexes billes-kystes par 5 mL de tampon PBS-Tween 20
(0,05 %) sont intégrées dans le protocole de séparation immunomagnétique. Le protocole initial et le protocole
modifié sont comparés sur le prélévement d'eau usée et seule la méthode incluant les deux lavages des complexes
billes-kystes permet de détecter des kystes de Giardia. En Fabsence de ces deux étapes de lavage, on constate
qu'une quantité importante de débris est encore présente lors de I'étape de dissociation des complexes billes-

kystes.

Lors de fa réalisation du protocole de séparation immunomagnétique, I'étape de dissociation des
complexes billes-kystes est réalisée par utilisation d'acide chlorhydrique & la concentration 0,1 M. Le pH est
ensuite ramené d neutralité par ajout d'hydroxyde de sodium. Ware ef af. (2003) suggérent que des fluctuations
du pH pourraient expliquer les variations de rendement observées par d'autres auteurs suite & un défaut de
marquage des kystes par immunofluorescence. Lors de leur étude, ils comparenf alors la dissociation par action
de la chaleur (80°C, 10 minutes) & la disseciation classigue par ajout d'acide chlorhydrigue sur des échantillons
d'eau distillée et d'eau de rividre dopées en vocystes de Cryptosporidium. La dissociation par action de la chaleur
permet alors d'augmenter le pourcentage de kystes récupérés de 41 d 71 % pour 'eau distillée et de 10 a 51 %
pour F'eau de riviére.

Les deux techniques de dissociation des complexes billes - kystes par acidification et par action de la
chaleur sont comparées sur deux prélevements d'eau usée de la station d'épuration de Nancy. Les résultats

obtenus par immunoflucrescence avec ces deux méthodes de dissociation sont présentés sur la figure 8.

- 160 -



Résultats : Chapitre 2

3.06+04

1 \
3 p
o 2 5E+D4
T, L

k) / \
g 2 DE+04

T \
L)

W ow

98 155404+

4‘3 o>

=

g 1,0E+04 -

2

p

g 5,06403

s

Q

w2

Q,0E8+00 Acide chlorhydrigue (0,1 M)

Pt-PI+ 80°C, 10 minutes

P1 - Tofeux

P2 -PI+

P2 - Totaux

Figure 8 : Concentrations cbservées en immunoffuorescence (kystes PI positifs et kystes totaux.L™") aprés purification
por séparation immunomagnétique et dissociation des complexes billes-kystes par acidification ou par action de la chaleur
pour deux prélévements (P! et P2) d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. PI + : kystes positifs au PT aprés
inactivation par congélation

L'utilisation d'acide ch.lor-hydrique pour la dissociation des complexes billes-kystes de Giardia permet
d'obtenir des concentrations en kystes PI positifs plus élevées (2,1.10° et 5,5.10° kystes.L™?) que l'action de la
chaleur (5,8.107 et 1,1.10° kystesL™). Cette observation est également valable pour les concentrations totales en
kystes de Giardia puisque l'acidification aboutit & des concentrations comprises entre 1,1.10% et 2,6.10* kystes L™
alors que suite au traitement thermique les concentrations s'échelonnent de 3,310%415.10° kysTes.L".

Au final, la technigue de dissociation des complexes propesée par Ware et al. (2003) aboutit 4 des
valeurs de concentrations nettement inférieures a celles observées avec le protocole classique de dissociation

par acidification qui est conservé pour la suite de ces expérimentations.

4.1.2- Comparaison par immunofluorescence de I'IMS et du protocole développé au laborgtoire.

Suite & cette étape doptimisation de la procédure IMS, la combinaison centrifugation, séparation au
FEA et flottation sur solution de Percoll™-saccharose est comparée d fa technigue associant la centrifugation et
IIMS lors de la défection des kystes de Giardia par immunofluorescence sur des prélévements d'eau usée des
stations d'épuration de Nancy (n = 5) et de Metz (n = 4). Les concentrations totales en kystes de &Giardia

observées avec ces deux protocoles, sont représentées sur la figure 9.

Pour les concentrations totales en kystes de Giardia, les valeurs sont comprises entre 2,0.10° et 2,6.10*
kystesL d'eau usée avec la technique IMS et s'échelonnent entre 8,3.107 et 1,4.10* kystes.L™ d'eau usée pour la
procédure combinant séparation FEA et flottation sur solution de Percoll™-saccharose. Pour les neuf
prélévements d'eau usée, les concentrations les plus élevées sont obtenues avec I'IMS. D'aprés le test de
Snedecor (test d'égalité des variances) il est possible de comparer les concentrations fotales en kystes de

Giardia observées suite a la purification par IMS a celles cbtenues avec le protacole associant la séparation FEA
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a la flottation (p > 0,05). Le test de Student (test-t) montre alors que les concenfrations totales en kystes
obtenues avec 'TMS sont significativement supérieures {p < 0,05} & celles observées avec le protocole associant

la séparaﬁon FEA et la flottation pour une gamme de turbidité comprise entre 56 et 554 NTU.
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Figure 9 : Concentrations observées en immunofluorescence (kystes To‘rnux.i.'l) aprés purification des concentrats par
IMS ou par séparation FEA et flottation sur solution de Percoll™-saccharose en fonction de la turbidité des échantillons
d’equ des stations d'épuration de Nancy et de Metz

Les concentrations en kystes de Giardia PT positifs obtenues avec les deux procédures (IMS ou
séparation FEA et flottation sur solution de Percoll™-saccharose} sont présentées sur fa figure 10.

Pour les mémes prélévements que ceux analysés précédemment, les valeurs de concentration en kystes
positifs par marquage au PT sont comprises entre 3,2.10° et 5,5.10° kystes L™ d'eau usée avec la technique IMS ef
s'échelonnent entre 7,3.10% et 4,7.10° kystesL™ d'eau usée pour la procédure combinant séparation FEA et
flottation sur solution de Percoll™-saccharose. Les concentrations les plus élevées sont obtenues avec la
combinaison FEA-flottation pour six prélévements d'eau usée. D'aprés le test de Snedecor (test d'égalité des
variances), les concentrations en kystes PI positifs obtenues avec ces deux procédures peuvent tre camparées
{p>0,05). Le test de Student (test-t) montre que les concentrations obfenues avec le protocole combinant la
séparation FEA et la flottation ne sont pas significativement dif férentes de celles observées avec I'TMS pour une

gamme de turbidité comprise entre 56 et 554 NTU (p > 0,05).
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Figure 10 : Concentrations cbservées en immunofluorescence (kystes PT positifs.L™) aprés centrifugation et purification
par IMS ou séparation FEA - flottation sur solution de Percoll™-saccharose en fonction de la turbidité des échantillons
d'eau des stations d'épuration de Nancy et de Metz

Lors de la détection des kystes de Giardia par immunofluerescence dans des prélévements d'eaux usées,
la séparation immunomagnétique permet d'obtenir des concentrations totales en kystes qui sont supérieures 4
celles observées suite & un protocole de purification conventionnel associant une séparation diphasique et une
purification par flottation. Pour les concentrations en kystes dont les noyaux sont détectés par marquage au PI,
les concentrations obtenues avec I'TMS sont plus faibles que celles observées avec la séparation diphasique
associée a In flottation, toutefois cette différence ne peut 2tre considérée comme significative. _

Ainsi, 'TMS appardt comme une technique intéressante pour I'analyse d'échantillons environnementaux
présentant une furbidité élevée. Toutefois, nous avons uniquement analysé des échantillons pour lesquels le
volume de matiere en suspension est inférieur ou égal & la limite de 5 % pour un échantillon de 10 mL aprés

centrifugation, ce qui correspond & la fimite recommandée pour l'application de cette technigue.

4.2- Evaluation de I'IMS pour la détection des kystes de Giardia par PCR en temps réel.
La séparation immunomagnétique est ensuite comparée & la flotfation sur solution de Percoll™-
saccharose pour Fanalyse par PCR en temps réel de prélévements d'eaux usées provenant des stations d'épuration

de Nancy {(nh = 4} et de Metz (h = 4). Les résultats obtenus avec ces deux méthodes de purification sont

présentés sur la figure 11,
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Figure 11 : Concentrations {kystes de Giardia lamblia.L™') obtenues par PCR quantitative aprés purification par flottation
sur solution de Percolf™-saccharese ou IMS en fonction de la turbidité des échantillons d'eau des stations d'épuration de
Nancy et de Metz. La valeur O correspond & I'absence de courbe d'amplification par PCR.

Les concentrations obtenues par PCR en temps réel sont comprises entre 2,9.10° et 3,2.10° kystesL™
aprés purification par flottation sur solution de Percoll™-saccharose. En revanche, pour les trois échantillons
positifs suite & I'TMS, ces concentrations s'échelonnent entre 4,3,10% et 1,5.10° kystesL™. Comme dans le cas
d'une détection par immunofluorescence, la turbidité de 'échantillon ne semble pas infiuencer la récupération des
kystes par séparation immunomagnétique.

D'aprés le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé sur ces huit préléevements, les
concentrations observées par PCR en temps réel aprés flottation sur solution de Percoll™-saccharose peuvent
gtre comparées d celles obtenues aprés purification par (p > 0,05). Le test de Student (test-1) conclut que les
concentrations obtenues suite d la purification par IMS sont significativement inférieures & celles obtenues avec
le protocole faisant appel a la purification par flottation pour une gamme de turbidité comprise entre 67 et 554

NTU (p < 0,05).

En résumé,

Lors de la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence dans des eaux usées, 'IMS$
se révéle étre une technique de purification satisfaisante puisque les concentrations en kystes totaux
sont significativement supérieures a celles obtenues suite a une séparation FEA suivie par une flottation
sur solution de Percoll™-saccharose. Par contre, lors de la détection des kystes par PCR en temps réel,

I'IMS est une technique moins intéressante pour l'analyse de prélévements d’eaux usées puisque les
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concentrations sont significativement inférieures a celles obtenues suite a la flottation. Ces observations
concordent avec les concentrations plus faibles en kystes PI positifs observées suite a I'IMS, mais pour

ces résultats les différences de concentrations ne peuvent étre considérées comme significatives.

Lors de ces expérimentations effectuées sur des prélévements d'eaux us€es prétraitées
(degrillage, dessablage, déshuilage) provenant de deux stations d’épuration et d'un abattoir, nous avons
sélectionné deux protocoles de purification permettant la détection des kystes de Giardia par
immunofluorescence et surtout par PCR en temps réel. Ces deux procédures de purification appliquées
en amaont de la détection par immunofluorescence ou par PCR en temps réel se distinguent au niveau de
I'étape de séparation diphasigue et sont présentées sur [a figure 12. Nous avons €galement développé

un protocole d’extraction de I'ADN adapté a ces échantillons complexes.

Prélevement

;

Filtration sur tamis de porosité : 300 pm, 2 cenfrifugations (2000g, 15 min)

/’—A\‘

Séparation FEA P s s o
5 t I'Acétate d'éthyle
(Formaldéhyde-Acétate déthyle) eparatian dfrcelate dethy

\u\/”_——/

Flottation sur solution de Percoli™-saccharose (densité : 1,10)

Marquage Extraction de 'ADN
Détection par immunofluorescence

Protocole optimisé pour la lyse des kystes,
l'adsorption des inhibiteurs et caractérisé par une double étape
de digestion des protéines et de purification sur colonne

v

Détection par PCR

Figure 12 : Schémas des protocoles appliqués pour la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence et PCR dans
les eaux usées
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Lors de la réalisation de cet+e troisitme éfape de nos expérimentations, nous utilisons les techhiques
développées au cours des deux étapes précédentes afin d'analyser des prélevements d'eaux usées et des
échantillons de selles humaines. Ainsi, les systémes de détection par PCR des kystes de Giardia lamblia et de
quatre génotypes de cette espece, développés et validés sur des suspensions purifiées de kystes sont tout
d'abord utilisés pour Fanalyse d'eaux usées prélevées sur trois sites en faisant appel aux protocoles de
concentration et de purificatien deg kystes mis au point dans la deuxiéme étape de nos travaux. Lors de cette
troisieme étape, fes systemes de détection développés précédemment vont également nous permettre de réaliser

le- génotypage de kystes isolés & partir de selles humaines.

1%%E PARTIE : Les kystes de Giardia dans les eaux usées :

détection spécifique de I'espéce Giardia lamblia et de ses génotypes par PCR

Les analyses d'eaux usées par immunofiuorescence et par PCR sont réalisées sur 12 séries de
prélévements effectués entre mars et juillet 2004 sur trois sites: station d'épuration de Nancy, station
d'épuration de Metz et abattoir de Metz caractérisés par l'origine de leur contamination fécale. Ainsi, pour ia
station d'épuration de Nancy, les prélévements sont réalisés & l'entrée de la filizre urbaine qui ne regoit pas d'eau
usée provenant d'un abattoir. En revanche, I'eai usée prélevée & l'entrée de la station d'épuration de Metz
correspond & une contamination urbaine et industrielle. 'abattoir de Metz constitue le troisiéme site de
prélévement de notre étude, Feau est alors prélevée avant son acheminement & la station d'épuration. Sur ces
trois sites, les eaux sont prétraitées (dégrillage, dessablage, déshuilage) en ament de leur point de prélevement.

Ces trois sites de prélévement ont ét€ choisis en fonction de l'origine de feur contamination fécale afin
d'évaluer I'excrétion des kystes de Giardia lamblia par différents hites de ce protozoaire. Une premiére analyse
par PCR en temps réel est effectuée afin d'évaluer le niveau global de la contamination de ces eaux par l'espéce
&. lamblia et de comparer cette technique de détection & 'immunofluorescence pour des échantillons caractérisés
entre autre par des différences importantes au niveau de leur turbidité. L'analyse au niveau de quatre des sept
génotypes qui composent cette espéce devrait fournir des données plus précises concernant notamment la
présence des génotypes A et B en fonction de l'origine de la contamination fécale. La présence du génotype C
devrait signer une contamination due aux enimaux domestiques. La détection du génotype E dans ces différents
échantillons devrait apporter des renseignements trés intéressants vis-a-vis de la spécificité de cet assemblage

pour les animaux d'élevage et permettre de comparer la présence des génotypes A, B et E chez ces animaux.

1- Caractéristiques des prélévements d’eaux usées des trois sites.

Les mesures de pH, de turbidité et I'évaluation de la concentration en coliformes thermotolérants
constituent les premiéres analyses effectudes pour ces 12 séries de prélévements. Les valeurs obtenues pour ces

trois éléments ainsi que les dates de prélévement des échantillons sont regroupées pour chaque site dans les
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tableaux 1 & 3. Pour les eaux usées provenant de l'abattoir de Metz, les différents fypes d'animaux

correspondant & chaque prélévement sont également précisés dans le tableau 3.

Tableau 1 : Valeurs de pH, de furbidité et de concentration en coliformes thermotolérants pour les prélévements d'eaux
usées de la station d’épuration de Nancy

Date de prélévement Dénomination pH Turbidité Colifermes thermotolérants
{(NTV) {log UFC.100 mL™)
22-03-2004 N-1 8,20 180 6,66
1-04-2004 N-2 7,40 155 6,74
18-05-2004 N-3 7.96 273 6,68
1-06-2004 N-4 8,20 195 664
9-06-2004 N-5 7.93 175 6,65
15-06-20604 N-6 7.53 140 6,61
30-06-2004 N-7 7.33 192 6,81
6-07-2004 N-8 8,19 168 6,77
13-07-2004 N-9 790 154 6,75
15-07-2004 N-10 7,89 189 6,73
20-07-2004 N-11 778 152 6,30
22-07-2004 N-12 7,82 g7 ) 6,30
Valeurs moyenhes 7,84 +0,30 1725+41,7 6,64 017

Tableau 2 : Valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes thermotolérants pour les préléevements d'equx
usées de la station d’épuration de Metz

Date de prélevement Dénomination pH Turbidité Coliformes thermotolérants
. (NTL) {log UFC.100 mL'")
20-04-2004 M-1 8,40 225 6,92
27-04-2004 M-2 8,40 190 6,55
18-05-2004 Mm-3 8,42 233 6,77
1-06-2004 M-4 7,71 246 6,53
9-06-2004 M-5 7.98 195 6,72
15-06-2004 M-6 8,01 181 6,77
30-06-2004 M-7 7.39 275 6,95
6-07-2004 M-8 7,61 195 6,79
13-07-2004 M-9 8,52 198 6,64
15-07-2004 M-10 7.88 198 6,78
20-07-2004 M-11 7,80 189 6,58
22-07-2004 M-12 7.99 150 6,43
Valeurs moyennes 8,01+0,36 206,3+ 33,2 6,70+ 016

Tableau 3 : Valeurs de pH, de turbidité et concentration en coliformes thermotolérants pour les prélévements d'eaux
usées de l'abattoir de Metz

Date de prélévement Dénomination pH Turbidité Coliformes thermotolérants  Animaux
(NT) (log UFC.100 mL™")
20-04-2004 A-1 6,62 4400 7.01 Bovins
27-04-2004 A-2 6,76 1225 708 Bovins, Ovins
18-05-2004 A-3 6,80 4870 6,89 Boving, Ovins
1-06-2004 A-4 6,99 5890 6,61 Boving, Ovins, Porcins
9-06-2004 A-5 6,93 2860 718 Bovins
15-06-2004 A-6 6,89 1320 7,22 Bovins, Ovins
30-06-2004 A-7 6,76 970 734 Baovins, Porcins
6-07-2004 A-8B 6,97 3312 7,45 Bovins
13-07-2004 A-9 6,97 3040 6,84 Bovins
15-07-2004 A-10 6,42 7600 693 Boving
20-07-2004 A-11 6,86 2200 7A7 Bovins
22-07-2004 A-12 7,02 1768 778 Bovins
Valeurs moyennes 6,83:018 3288 + 2053 7.15+£0,32
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D'aprés le tableau 3, les bovins apparaissent comme la principale source de contamination fécale de ces
eaux usées puisqu'ils sont présents pour le totalité des prélevements effectués a abattoir. Par contre, les
porcins et les ovins, meins fréquemment mis en cause, sont reportés respectivement pour deux et quatre
prélévements de cette série danalyse. Ainsi, l'analyse de ces prélévements d'eaux usées de ['abattoir nous
apportera essentiellement des données concernant la présence de Giardia lamblia et de ses génotypes chez les

bovins.

1.1- Comparaison des valeurs de turbidite.

Les valeurs de turbidité obtenues pour les trois types d'eaux usées sont reportées sur la figure 1(A).
Pour Fabattoir, la turbidité des eaux usées est trés élevée puisquelle varie de 970 & 7600 NTU. Par contre, les
eaux usées prélevées dans les deux stations d'épuration présentent une turbidité nettement plus faible. Au vu de
Fécart trés important entre les eaux usées des stations d'épuration et de l'abattoir, les valeurs mesurées pour
les deux stations d'épuration sont également présentées séparément de celles de I'abattoir sur la figure 1(B).
Ainsi, pour la station d'épuration de Nancy, la turbidité est comprise entre 97 et 273 NTU. Les valeurs de

turbidité varient de 150 & 275 NTU pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz.
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Figure 1 : Représentations graphiques des valeurs de turbidité (NTU) pour les 12 séries d'échontillons d'eaux usées
{A) : stations d'épuration de Nancy et de Metz (STEP Nancy et STEP Metz) et abattoir de Metz
(B) : stations d'épuration de Nancy et de Metz
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Le test d'égalité des variances (test de Snedecor) montre que la comparaison des moyennes observées
pour les trois sites est réalisable uniquement pour les stations d'épuration. D'aprés le test de Student (test-1), la
turbidité des eaux usées de Nancy est significativement plus faible que celle des prélévements de Metz

{p < 0,05).
1.2- Comparaison des valeurs de pH.

Les valeurs de pH observées pour les eaux usées des deux stations d'épuration et de l'abattoir sont
présentées sur la figure 2. Pour les stations d'épuration, fe pH des eaux usées est compris entre 7,33 et 8,20
pour le site de Nancy et varie entre 7,39 et 8,52 pour le site de Metz. Pour l'abattoir de Metz, les valeurs de pH
apparaissent globalement plus faibles et s'échelonnent entre 6,42 et 7,02.

Le test d'égalité des variances monire que le test de Student {test-1) ne peut pas Etre utilisé pour la
comparaison des moyennes observées pour la station d'épuration et 'abattoir de Metz, mais il peut &tre utilisé
pour les autres comparaisons. Concernant les deux stations d'épuration de Nancy et de Metz, le test de Student
ne montre pas que de différence significative des valeurs de pH pour ces deux sites {p > 0,05). Par contre, les
valeurs de pH des eaux usées de Fabattoir sont significativement plus faibles que celles observées pour la station

d'épuratien de Nancy (p < 0,05).
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Figure 2 : Représentation graphique des valeurs de pH pour les 12 séries d'échantillons d'eaux usées des
deux stations d'épuration (STEP Nancy et STEP Metz) et de l'abattoir de Meiz

1.3- Comparaison des concentrations en coliformes thermotolérants.

Les concentrations en coliformes thermotolérants des échantillons d'eaux usées prélevées sur les trois
sites sont présentées sur la figure 3. Concernant les stations d'épuration, les concentrations en coliformes
thermotolérants sont comprises entre 6,30 et 6,81 log UFC.100 mL™* pour le site de Nancy et varient entre 6,43
et 6,95 log UFC.100 mL™ pour le site de Metz. Les valeurs observées pour ['abattoir présentent une plus grande

variabilité que celles des stations d'épuration et sont comprises entre 6,61 et 7,78 log UFC.100 mL™.
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Le test de Snedecor montre que la comparaison des moyennes observées pour fes frois sites ne peut &tre
realisée que pour les stations d'épuration. D'aprés le test de Student (test-1), les concentrations en coliformes
thermotolérants observées dans les eaux usées de ces deux stations d'épuration ne sont pas significativement

différentes (p > 0,05).
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Figure 3 : Représentation graphique des concentrations en coliformes thermotolérants (log UFC.100 mt™") pour les 12
séries d'échentillons d'eaux usées des deux stations d'épuration (STEP Nancy et STEP Metz) et de Febattoir de Metz

1.4- Evaluaiion de la corrélation entre les paramétres physico-chimiques et la concentration en

coliformes thermotolérants.

La corrélation entre la concentration en coliformes thermotolérants et les valeurs de turbidité et de pH
est évaluée pour chacun des sites de prélévement. Le tableau 4 présente les valeurs des coefficients de

corrélation et des probabilités critigues abservées entre ces valeurs avec le test de Spearman.

Tableau 4 : Tests de corrélation (rang de Spearman, r.) entre la concentration en coliformes thermotolérants et les
valeurs de turbidité et de pH

Turbidité pH Site
re p re P
0,49 0,101 -0,05 0,890 STEP Nancy
Colifomes thermotolérants 0,57 G054 -0,15 0,640 STEP Metz
-0,62* 0,029 0,27 0,400 Abattoir Metz

p : probabilité critique / * : significatif au seuil de 5 %

I appard®t alors que la concentration en coliformes thermotolérants est corrélée négativement a la
turbidité (p < 0,05) pour les eaux usées de fabattoir de Metz. En revanche, aucune corrélation n'est montrée

entre la concentration en coliformes et les deux paramétres physico-chimigues pour les deux autres sites.

En résumé,
En se basant sur les valeurs de turbidité, de pH et les concentrations en coliformes

thermotolérants déterminées pour chaque échantillon d'eau usée, il est possible de distinguer deux
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groupes l'un. étant constitué par les échantillons des stations d'épuration et Fautre correspondant aux
préfévements effectués a F'abattoir.

En effet, les eaux usées de la station d’'épuration de Nancy présentent une turbidité plus faible
que celles de Metz, mais leurs valeurs de pH et leurs concentrations en coliformes thermotolérants ne
sont pas significativement différentes. En revanche, les échantillons prélevés a la sortie de l'abattoir se
distinguent des eaux usées prélevées dans les stations d’épuration notamment sur le site de Nancy pour

les trois parameétres mesurés lors de cette étape préliminaire.

2- Concentrations en kystes de Giardia observées par immunofiuorescence pour les trois sites.

Suite a cette €tape de détermination des valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes
thermotolérants des 12 séries de prélevements, les kystes de &iardia présents dans les échantillons d'eaux usées
sont concentrés par centrifugation puis les deux protocoles de purification destinés a Fanalyse des échantillons
soit par immunofluorescence, soit par PCR sont réalisés en paralléle.

Les concentrations totales en kystes de Giardia et les concentrations en kystes contenant des noyaux
visibles par marquage au PI sont déterminées pour chaque échantillon d'eau usée. La durée d'observation
microscopique d'un échantillon varie suivant sa turbidité et nécessite généralement entre trois et sept heures
pour des prélévements provenant respectivement de la station d'épuration de Nancy ou de 'abattoir de Metz. Les
concentrations en kystes totaux et en kystes PI positifs sent alors comparées entre chaque site. La recherche
de corrélations entre ces valeurs obtenues par immunofluorescence et les valeurs de pH, de turbidité et de

concentrations en coliformes thermotolérants est également réalisée.
2.1- Concentrations totales en kystes de Giardia.
Les concentrations totales en kystes de Giardia relevées pour les 12 séries de prélevements effectués

sur les trois sites sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Concentrations totales en kystes de Giardia (kystes.L™) observées par immunoflucrescence dons les eaux
usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de I'abattoir de Metz

Site
STEP de Nancy STEP de Metz Abattoir de Metz
Prélevement Concentration Prélévement Concentration Prélévement Concentration
N-1 3,610 M-1 2,010° A-1 2 410°
N-2 2310° Mm-2 4310° A-2 1,2.10°
N-3 2,0.10% M-3 4310% A-3 6,9.10°
N-4 15.10° M-4 3,8.10° A-4 47.10°
N-5 4510° M-5 1,1.10° A-5B 3,2.10°
N-6 3,2.10° M-6 6,8.10° A-6 1,210°
N-7 2.9.1¢° M-7 9,0.10° A-7 4,110°
N-8 28108 M-8 2,8.10° A-8 3,5.10°
N-9 1,4.10° M-9 4,6.10° A-9 3,5.10°
N-10 28108 M-10 2,6.10° A-10 25.10°
N-11 1.4.10° M-11 11.10° A-11 2 5.10°
N-12 5,3.10% M-12 19.10° A-12 2,7.10°

Moyenne & écart-type

2,410°+1110° 4510%+ 2,9.10° 3,2.10%+15.10°
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Les concentrations observées pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy sont comprises
entre 5,3.10% (N-12) et 4,5.10° (N-5) kystesL™. Pour la station d'épuration de Metz, les valeurs s'échelonnent
entre 11.10° (M-11) et 1,1.10* (M-5) kystesL' d'eau usée. Les concentrations totales en kystes de Giardia varient
de 1,2.10° (A-2) & 6,9.10° (A-3) kystesL d'eau usée pour les prélévements de l'abattoir de Metz.

D'aprés le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé pour ces frois séries de valeurs, la
comparaison des moyennes observées est réalisable uniqguement pour la station d'épuration de Nancy et l'abattoir
de Metz au risque de B %. Par contre, daprés ce test, les valeurs moyennes obtenues pour les deux sites de Metz
peuvent Efre comparées au risque de 1 %. Le fest de Student (test-t) réalisé pour la station d'épuration de Nancy
et l'abattoir de Metz ou pour les deux sites de Metz ne montrent pas de différence significative des

concentrations totales en kystes de Giardia (p > 0,05).

2.2- Concentrations en kystes de Giardia positifs aprés marquage au Pl

2.2 1- Comparaison des concentrations en kystes PI positifs entre les différenis siles.

Les concentrations en kystes de &iardia dont les noyaux sont mis en évidence par marquage au PT pour

les 12 séries de prélévements effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Concentrations en kystes de &iardia PI positifs (kystes.L™") observées par immunofluorescence dans les eaux
usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de Fabattoir de Metz

Site
STEP de Nancy STEP de Metz Abattoir de Metz
Préiévement Concentration Prélévement Concentration Prélévement Concentration
N-1 2,6.10° M-1 1,4.10° A-1 6,010
N-2 1,9.10° m-2 3,2.10° A-2 6,5.10°
N-3 1,110° M-3 9,8.10° A-3 1,8.10°
N-4 97.10° M-4 2.110° A-4 3010°
N-5 3,210° M-5 7.6.10° A-5 2,010°
N-6 2,210° M-6 5510° A-6 7,0.10°
N-7 2,210° M7 7.110° A7 3,4.10°
N-8 2,010° M-8 2110° A-8 1,8.10°
N-9 1,110° M-9 3,310° A-9 2.3.10°
N-10 2,3.10° M-10 2110° A-10 14.10°
N-11 9,3.107 M-11 9,6.10° A-1 1,9.10°
N-12 3,7.10° M-12 . 1,6.10° A-12 22108

Moyenne + écart-type

1,7.10% + 8 3107 3,110° + 2,3.10° 15.10° + 96,107

Les concentrations observées pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy sont comprises
entre 3,7.10% (N-12) et 3,2.10° (N-5) kystesL L. Pour la station d'épuration de Metz, les valeurs apparaissent
globalement plus élevées et s'échelonnent entre 9,6.10° (M-11) et 7,6.10° (M-5) kystes.l”! d'eeu usée. Les
concentrations en kystes positifs aprés marquage au PI pour les prélévements de ['abattoir de Metz sont proches
de celles de la station d'épuration de Nancy et varient de 6,0.10' (A-1) & 3,4.10° (A-7) kystes L™ d'eau usée.

D'aprés le test de Snedecor (test d'égalité des variances) réalisé pour ces trois séries de valeurs, la
comparaison des moyennes cbservées est réalisable uniquement entre la station d'épuration de Nancy et
Iabattoir de Metz (p> 0,05). Le test de Student (test-1) ne montre pas de différence significative pour la

concentration en kystes présentant des noyaux visibles au PT pour ces deux sites {p > 0,05).
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2.2.2- Comparaison entre les concentrations totales et les concentrations en kystes Pl positifs.

D'aprés le test de Snedecor, les concentrations totales et les concentrations en kystes positifs suite &
un marguage au PT peuvent étre comparées pour chacun des sites (p > 0,05). Le test de Student (test-1) conclut
alors qu'il n'existe pas de différence significative entre ces concentrations au niveau des deux stations
d'épuration (p > 0,05). En revanche, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI
sont significativement plus faibles que les concentrations totales en kystes de Giardia pour les prélévements

d'eaux usées de l'abattoir {p < 0,05).

2.3- Evaluation des corrélations entre les concentrations en kystes et les caractéristiques des

prélévements d’eaux usées.

La mise en évidence de corrélations entre la concentration totale en kystes ou la concentration en kystes
positifs par marquage au PI et les valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes thermotolérants
est effectuée pour chacun des sites de prélévement. Le tableau 7 présente les valeurs des coefficients de
corrélation et des probabilités critiques obtenues pour ces différentes caractéristigues avec le test de
Spearman, Au vu des résultats de ce test, aucune corrélation n'est montrée entre les concentrations en kystes de

Giardia observées par immunofiuorescence et les valeurs de ces différents paramétres pour ces trois sites.

Tableau 7 : Tests de corrélation (rang de Spearman, r.) entre les concentrations en kystes observées par
immunofiucrescence et les valeurs de turbidité, de pH et de concentration en coliformes thermotolérants (p : probabilité
critique)

Turbidité pH Coliformes Site
thermotolérants
s P Ps 4 Ps p
Concentrations 0,25 0,3427 -0,006 0,584 0,52 0,082 STEP Nancy
Totales en kystes 0,32 0,313 -0,18 0562 0,35 0,268 STEP Metz
0,38 Q222 017 0594 0,34 0,285 Abattoir Metz
R
Concentrations 0,14 0,650 -0,06 0,845 0,54 0,071 STEP Nancy
en kystes PT 0,20 0,534 -0,29 0,358 0,33 0,281 STEP Metz
positifs -0,36 0,253 0,21 0,621 046 0,130 Abattoir Metz

En résumé,

Globalement, nous n’observons pas de différence significative au niveau des concentrations
totales en kystes de Giardia entre les prélevements des stations d’épuration et ceux de l‘abattoir.
Concernant les concentrations en kystes dont les noyaux ont pu étre mis en évidence, les valeurs de la
station d'épuration de Nancy et de I'abattoir de Metz ne montrent pas de différence significative. Par
contre, les concentrations obtenues pour la station d’épuration de Metz semblent plus élevées, mais il
n’a pas été possible de valider cette observation de facon statistique.

Au niveau de l'analyse par site, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par
marguage au PI ne sont pas significativement différentes des concentrations totales pour les stations
d‘épuration de Nancy et de Metz. Par contre, les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles
par marquage au PI sont significativement plus faibles que les concentrations totales en kystes pour les
eaux usées de labattoir. Enfin, aucune corrélation n'a été mise en évidence entre ces différentes
concentrations en kystes et les valeurs de pH, de turbidité et de concentration en coliformes

thermotolérants pour ces trois sites,
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3- Concentrations en kystes de Giarvdia lamblia observées par PCR en temps réel pour Ies trois sites.

La concentration en kystes de Giardia lambiia dans ces prélévements d'eaux usées est déterminée par
PCR en temps réel en parallele de I'analyse par immunofluorescence. Contrairement & l'immuncfluorescence, la PCR
en temps reel permet d'obtenir une détection spécifique d'espéce et danalyser de fagon rapide et simultonée

Jusqu'a 30 échantillons en triplicat,
3.1- Comparaison des concentrations en kystes de Giardia lamblia pour les trois sites.
Les concentrations en kystes de Giardia lamblia observées par PCR en temps réel pour les 12 séries de

prélévements effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Concentraticns en kystes de &iardia lamblia (kystes.L'') observées par PCR en temps réel {n = 3) dans les
eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de Fabattoir de Metz

Site
STEP de Nancy STEP de Metz Abattoir de Metz
Prélévement Concentration Prélévement Concentration Prélévement Concentration
N-1 15.10° M-1 3,010° A-1 1,2.10°
N-2 1,210° M-2 4,5.10° A-2 1,3.10°
N-3 1,9.10° M-3 2,4.10° A-3 1,110°
N-4 7.3.10¢ M-4 1,6.10° A-4 16.10°
N-5 74107 M-5 3,8.10° A-b 1,6.10°
N-6 1,3.10° M-6 2.4.10° A-b 2,6.10°
N-7 2,3.10° M-7 4210° AT 11.10%
N-8 3,4.10° M-8 3.9.10° A-8 1,8.10°
N-9 6,3.107 M-9 3,210° A-9 11108
N-10 1.3.10° M-10 4,6.10° A-10 1,2.10°
N-11 3,2.10° M-11 1,5.10° A-11 3,4.10°
N-12 X M-12 3.210° A-12 1,7.10°

Moyenne + écart-type

1,0.10°: 69.10° © 3,210°+ 1,1.10° 15.10°+7,310°

1010° + 6 7.10° ©
X pes d'émission de fluorescence / (a)}: moyenne obtenue en considérant I'échantillon N-12 comme négatif / {b) : moyenne
obtenue en considérant I'échantilion N-12 au seuil de détection (1,8.10° kystes L™}

Pour la station d'épuration de Nancy, les concentrations observées pour les 11 échantillons positifs par
PCR sont comprises entre 3,2.10° (N-11) et 2,3.10° (N-7) kystesl ™. Leé concentrations sont plus élevées et
g'échelonnent entre 1,510° (M-ll) et 4,6.10° (M-10) kystes.L” d'eau usée pour la station d'épuration de Metz. Pour
les prélévements de l'abattoir de Metz, les concentrations en kystes de Giardia famblia varient de 2,6.10° (A-6) &
3,4.10° (A-11) kystes L.

D'apreés le test de Snedecor (test d'égalité des variances), la comparaison des moyennes est réalisable
pour l'ensemble des données. Concernant la comparaison des variances des deux stations d'épuration ou de
abattoir de Metz et de la station d'épuration de Nancy, ces variances ne sont pas significativement différentes
au risque de 5 %. Par contre, le test de Snedecor ne montre pas de différence significative entre la station
d'épuration et labattoir de Metz pour un risque de 1 %,

D'aprés le test de Student (test-1), les concentrations en kystes de &iardia lamblia de la station

d'épuration de Nancy et de Fabattoir ne différent pas de fagon significative (p > 0,05). Par contre, les
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concenirations en kystes des eaux usées de la station d'épuration de Metz apparaissent comme significativement

plus élevées que celles de la station de Nancy ou de 'abattoir de Metz.

3.2- Comparaison des concentrations en kystes en fonction de la méthode de détection.

Suite & cette premiére série d'analyse, nous comparons les valeurs de concentrations obtenues par PCR
en temps réel (PCRq-/amblia) et par immunofluorescence (kystes totaux et kystes positifs par marquage au PI)

pour chacun des sites.

3.2 I- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d ’épuration de Nancy.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia obtenues avec la PCRq-lamblia, ainsi que les
concentrations totales en kystes de Giardia et en kystes PI positifs observées par immunofiuorescence sont
représentées sur la figure 4 pour les 12 prélévements de la station d'épuration de Nancy.

Le test d'égalité des variances (test de Snedecor) montre que la valeur moyenne obtenue avec la PCRg-
lamblia peut &tre comparée avec les moyennes obtenues par immunofluorescence {p > 0,05). D'oprés le Test de
Student (test-t), les concentrations en kystes de Giardia famblia détectées par PCR sont significativement plus
faibles gue les concentrations observées par immunofluorescence (concentrations fotales et concentrations en
kystes PI positifs) pour les eaux usées de Nancy {p < 0,05). Le test de Spearman ne montre pas de corrélation

entre les concentrations observées par PCR en temps réel et celles obtenues par immuneflucrescence (p > 0,05).
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Figure 4 : Concentrations en kystes de Giardia (kystes.L™) observées par immuncfluorescence (kystes totaux, kystes PI
positifs) et en kystes de &iardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 prélévements de la station
d'épuration de Nancy
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3.2.2- Comparaispn des concenirations en kystes pour lg station d’épuration de Metz.

Les concentrations en kystes de Giardia Jamblia obtenues avec la PCRg-famblia, ainsi que les
concentrations totales en kystes de Giardia et en kystes PI positifs observées par détection microscopique sont
représentées sur la figure B pour les 12 prélévements de la station d'épuration de Metz.

Suite aux valeurs élevées des coefficients de variation des concentrations en kystes observées par
immunofluorescence, le test d'éqalité des variances (test de Snedecor) conclut qu'il n'est pas possibie de
comparer les valeurs moyennes obtenues par PCR en temps réel avec celles observées par immunofluorescence
{p < 0,05). De plus, le test de Spearman ne monire pas de corrélation entre les concentrations observées par PCR

en temps réel et celles obtenues par immunofiuorescence (p > 0,05).
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Figure 5 : Concentrations en kystes de Giardia {kystes.L') observées par immunofluorescence (kystes totaux, kystes PI
positifs) et en kystes de Giardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 préléevements de la station
d'épuration de Metz

3.2.3- Comparaison des concentrations en kvstes pour abatioir de Metz.

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia obtenues avec la PCRq-lamblia, ainsi que les
concentrations totales en kystes de &Giardia et en kystes positifs par marquage au PT, pour les 12 prélévements
de l'abattoir de Metz, sont représentées sur la figure 6. .

D'aprés le test d'égalité des variances (test de Snedecor), la comparaison des moyennes observées est
réalisable uniquement pour les concentrations obtenues avec la PCRg-famblia et les concentrations en kystes PL
positifs (p > 0,05). Le test de Student (test-1) ne montre pas de différence significative entre les concentrations
en kystes de Giardia lamblia détectées par PCR en temps réel et les concentrations en kystes de &iardia positifs
par marquage au PI (p> 0,05). Le test de Spearman ne montre pas de corrélation entre les concentrations
observées par PCR en temps reel et celles obtenues par immunofiuorescence (p > 0,05).
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Figure & : Concentrations en kystes de Giardia {kystes.L™) observées par immunofluorescence {kystes totaux, kystes PI
positifs) et en kystes de Giardia lamblia obtenues par PCR en temps réel pour les 12 prélévements de I'abatioir de Metz

En résume,

Les concentrations en kystes de Giardia lamblia détectees avec la PCRg-famblia sont
equivalentes pour la station d'épuration de Nancy et I'abattoir de Metz. En revanche, les concentrations
en kystes de cette espéce dans les eaux usées de la station d'épuration de Metz s‘avérent
significativement plus élevées que celles des deux autres sites.

Les concentrations en kystes de Giardia /lamblia observées avec la PCRq-famblia sont inférieures
a I'ensemble des concentrations (Kystes totaux et kystes PI positifs) relevées par immunofluorescence
pour les prélévements de la station d'épuration de Nancy.

Pour les prélévements de la station d‘épuration de Metz, les moyennes des concentrations
obtenues avec ia PCRg-famblia et par immunofluorescence semblent trés proches mais le test de
comparaison des moyennes n‘a pas pu étre réalisé pour ces échantilions.

Concernant les échantillons de I'abattoir, les concentrations totales en kystes observées par
immunofluorescence n‘ont pu étre comparées aux valeurs obtenues par PCR mais sont significativement
supérieures aux concentrations en kystes PI positifs. Les concentrations relevées avec ta PCRg-famblia

ne sont pas significativement différentes des concentrations en kystes PI positifs.

4- Détection de quatre génotypes de Giardia lamblia par PCR en temps réel et PCR qualitative.
Suite & la détection des kystes de Giardia avec la PCRg-lamblia dans les 12 séries d'échantillons d'eaux
usées, une analyse plus précise est réalisée en détectant quatre assemblages de l'espéce Giardia lamblia. Ainsi,

les génotypes C et E sont mis en évidence par PCR qualitative et nous faisons appel d la PCR en temps réel pour

détecter les génotypes A et B,
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4.1- Détection du génotype C.

Jusqu'é présent, le génotype C de Giardia fambiia a £té isolé majoritairement chez les chiens, mais aussi
dans un isolat félin fors d'une étude réalisée par Read et al, (2004). Il ne nous a pas été possible dobtenir des
suspensions purifiées de kystes appartenant a ce génotype, nécessaires & la réalisation d'une gamme étalon lors
de fa quantification par PCR en temps réel. Ainsi, le génotype C est détecté per PCR qudlitative pour les séries de

12 prélevements provenant des trois sites.

Chaque prélévement est analysé par PCR qualitative en triplicat et aucune amplification n'est observée
quelque soit l'origine de ['échantillon. De plus, la réalisetion d'une double PCR (h = 1) en utilizant les mémes
amorces sens et antisens pour les deux étapes d'amplification, ne permet pas d'obtenir un signal pour les trois
séries de prélévements. Toutefois, aucun témoin positif d'amplification n'a pu &tre utilisé lors de cette détection.
Ainsi, lors de nos expérimentations, les kystes de 6. lamblia appartenant au génotype C ne sont pas détectés dans

les échantillons de I'abattoir de Metz et des deux stations d'épuration de Nancy et de Metz.

4.2- Détection du génotype E.

Le génotype E de Giardia lamblia est actuellement considéré comme étant spécifique au bétail (bovins,
ovins, porcins..). Comme dans le cas du génotype €, nous ne disposons pas de kystes en suspensions purifiées
appartenant d ce génotype. Lors de notre étude, la mise en évidence du génotype E est réalisée par PCR

qualitative pour les 12 séries de prélévements issus des trois sites.

4.2 1- Résultats de la défection du génotype F par PCR gualitative,

Pour les eaux usées des stations d'épuration de Nancy et de Metz, la détection du fragment est réalisée
en triplicat. Pour les 12 prélévements réalisés d Fabattoir de Metz, la détection est réalisée quatre fois
séparément pour chaque échantillon. Les résultats obtenus pour chaque amplification sont présentés dans le

tableau 9.

Tableau 9 : Résultats obtenus lors de la détection des kystes de Giardia lamblia, génotype E dans les prélévements
d'equx usées des stations d'épuratien (STEP) de Nancy (n = 3) et de Metz (n = 3), et de l'abattoir de Metz (n = 4)

STEP de Nancy N-1 N-2 N-3 N-4 N-5 N-6 N-7 N-8 N-g N-10 N-11 N-12

Résultats (n = 3) - - - - - - - - - - - -

STEP de Metz M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 MO MIC M1t M2

Résultats (n = 3) - - - - - - - - - - - _

R R S e R R R R R Y

Abattoir de Metz A-1 A-2 A-3 -4 A-5 A-6 A7 A-8 A-9 A-10 A-11 A-12

Résultats n°1 -

{n=4) n°2
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Pour les eaux usées prélevées dans les stations d'épuration de Nancy et de Metz, aucun signal n'est
observé pour 'ensemble des prélévements par PCR simple, Comme dans le cas de la détection du génotype C, une
double PCR est testée sur ces 24 échantiflons, mais celle-ci s'avére également négative dans la fotalité des cas.
Contrairement & la station d'épuration de Nancy qui regoit uniquement des eaux usées domestiques, la station
d'épuration de Metz regoit des eaux usées domestiques ainsi que la totalité des eaux usées de I'abattoir. Le
génotype E nest détecté dans aucun des 12 prélévements effectués dans cette station d'épuration. Toutefois ces

eaux usées constituent moins de 1 % du volume total des eaux usées traitées par la station d'épuration de Metz.

Par contre, lors de l'application de cette PCR sur les 12 échantillons d'eaux usées de ['abattoir, les
résultats sont trés différents de ceux obtenus pour les deux stations d'épuration. En effet, un signal est obtenu
pour 11 échantillons (91,6 %) avec au minimum deux amplifications positives et quatre prélevements (A-2, A-9, A-
11 et A-12) s'avérent positifs pour la totalité des amplifications. Seul I'échantillon A-6 ne permet pas d'obtenir un
signal correspondant au génotype E de fespéce &. lamblia par PCR simple. La réalisation dune double amplification
sur cet échantillon (n = 2) aboutit également d un résultat négatif.

D'aprés le systéme PCR développé fors de notre étude, 91,6 % des 12 prélevements d'eaux usées de
Fabattoir de Metz contiennent des kystes de Giardia famblia appartenant au génotype E considéré comme
spécifique au bétail. La figure 7 correspond a la photographie du gel d'élecirophorése obtenu suite & la premiére

amplification pour laguelle neuf échantillons (75 %) sont positifs pour ce génotype E.

500 pb

165 pb
106 pb

t 2 3 4 5 6 M 7 8 92 10 1 12

Figure 7 : Photographie de gel d'électrophorése aprés la PCR n°1 (tableau 9) lors de la détection
de kystes de &. lamblia, génotype E dans les 12 prélévements d'eau usée de I'abattoir de Metz

4.2.2- Confirmation du cénotype par séquencage.

Suite a l'obtention de 11 prélévements positifs avec le systéme PCR spécifique au génotype E parmi les 12
prélevements d'eaux usées de I'abattoir, nous avons séquencé le fragment de 165 pb obtenu pour la totalité des
échantillons positifs ofin de confirmer que 'amplicon obtenu par électrophorése sur gel d'agarose correspond
effectivement au génotype E. Ce séquengage est réalisé par la société Genome Express.

Nous constatons que les 11 séquences sont parfaitement identiques enire elles. Les résultats du
séquengage sont alors regroupés en une seule séquence présentée dans le tableau 10. Afin de pouvoir comparer
ces résultats avec les données actuellement disponibles pour Giardia nous effectuons un alignement de ces

différentes séquences en utilisant le logiciel ClustalX. Ainsi, une séquence du géne de la TPI provenant de la base
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de données Genbank est reportée dans le tableau 10 pour chacun des six génotypes (A, B, C, E, I et G) de

l'espéce &. lamblia, mais aussi pour les espéces 6. muris, 6. ardeae et 6. microti en parallele du résultat obtenu

pour les eaux usées de I'abgttoir.

Tableau 10 : Résultat du séquencage des 11 prélévements d'eay usée de Fabattoir de Metz positifs pour le génotype E
par PCR et comparaison par alignement avec des séquences référencées dens la base de données Genbank

La séquence, iden'riqﬁe pour ces 11 &chantillons, est dlignée avec les séquences des six génotypes de l'espéce 6. lamblia
(A, B, C, E, F et 6) et des espéces &. muris, 6. ardeae et &. microti disponibles sur la base de données Genbank.

Les bases avec fond grisé correspondent aux variations de séquence par rapport au génotype E. Les séquences des
amorces sens et antisens correspendent aux nucléotides écrits en caractéres gras pour la séquence des 11 prélévements.

&. muris RéF. Genbank @ AFO69565
&. ardeae Réf. Genbank : AF069564
&. microti Réf. Genbank : AY228648
&. lamblia, A Souche WB Réf. Genbank : LO2120

&. lamblia, B Souche 65/M  Réf. Genbank : L02116

G. lamblia, C Souche Ad-136 Réf. Genbank : AF069558
&. lamblia, F Souche Ad-23  Réf. Genbank : AF069558
&, lamblia, 6 Souche Ad-157 Réf, Genbank : AFO69562
&. famblia, E Souche P-15 Réf. Genbank : AFO69559

Résultat du séquengage :
11 séquences A-1 a A-5 et A-7 a A-12

ACA AGA AGA T6T  ACC
ACA AGA AGA TET  AXC
ACA AGA AGA TCT Al
_ ACA 6G6A AGA T6T ACC
CTA TT6 (G A AZA ABA AGA T6T A¥C
ACA AGA AGA T6T ACC
ACA AGA TAG (66 CGC AGA T6T ACC
] ACA AGA  TAG (66  C6C  AGA T6T ACC
CTA_TTG CAG CAA _ACA AGA _TAG (GG CGC_ AGA T6T  ACC
CTA TT6 CAG CAA ACA CGT CAA AAC AGT TGA AGA TAG (66 (6C AGA ATG TGET ACC
AGA  TGC A
£ TE6  AGA  TGC A
IT6  AGA  TGC AC
G & TTG AGA TeC TTC A6G ACA
% ABG GGA A %;r GGA £6 AGA CAA GEG TEG AGA T6C TEBC 66 ACA
€6 AGE GRA A T GGA CBG 606 AGA CAA G616 TT6 AGA T6C TTC A6G  ACA
TAG AGG GGA AL £6 (6T GGA (06 GT6 AGA CGA GE6 TT6 AGA T&C AGG  ACA
186 AGG  GEA  ACG C6T 66A (&6 GEc ARA CBA o6 Té6 AGA  TEC %c F66  aca
TAG AGG GGA ATG6 GAG C6T GGA CTG GTG  AGA C6A  GTG  TTG AGA T6C TIC AGG ACA
TAG AGG GGA ATG GAG C6T GGA CT6 6T6 AGA C6A GTG TTE AGA T6C TIC AGG ACA

AGT
AGT

ACG

ACG




Résultats : Chapitre 3

Les séquences obtenues pour les 11 prélévements de l'abattoir montrent une homologie parfaite avec les
séquences référencées pour le génotype E de Giardia lemblia. En revanche, 20 4 56 variations nucléotidiques sont
observées entre les séquences disponibles pour les cing autres génotypes (A, B, C, F et &) de &. lamblia et les
prélévements environnementoux ou la séquence référencée pour le génotype E. Parmi ces cing génotypes, le
génotype B présente le nombre le plus élevé de variations de séquence par rapport au génotype E, De plus, les
séquences provenant des prélévements d'abattoir présentent entre 50 et 70 variations nucléotidiques par
rapport aux séquences des espéces &. muris, 6. ardeae, 6. microti pour ce fragment de 165 pb.

Ainsi, nous constatons d'une part une homologie compléte entre les séquences des amplicons obtenus avec
les prélévements de l'abatteir et les séquences référencées pour le génotype E et d'autre part un nombre
relativement élevé de variations nucléotidiques avec les autres espéces du genre Giardia ou les autres génotypes
de &. lamblia pour ce fragment de 165 pb. Ce constat permet de confirmer la présence de kystes de &. lamblia

appartenant au génotype E spécifique du bétail dans 91,6 % des 12 prélévements provenant de l'abattoir de Metz.
4.3- Détection des génotypes A et B de Giardia lamblia par-PCR en temps réel.
La détection des kystes de 6. /lamblia appartenant aux génotypes A et B est réalisée par deux

amplifications distinctes. Comme dans le cas de la détection de I'ensemble des kystes de Giardia, les résultats

sont comparés par site pour ces deux systémes, mais gussi par rapport d la détection par immunoflugrescence.

4.3 1- Détection du genotvpe A par PCR en temps réel.

Les valeurs de concentrations en kystes de &. lamblia appartenant au génotype A pour les 12 séries de

prélévement effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotype A (kystes.L') détectées avec la PCRq-A {n = 3} dans
les eaux usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de l'abattoir de Metz

Site
STEP de Nancy STEP de Metz Abattoir de Metz
Préléevement Concentration Prélévement Concentration Prélévement Concentration
N-1 2,3.10° M-1 2,7.10° A-1 X
N-2 1,2.10° M-2 3,0.10° A-2 X
N-3 X M3 3,9.10° A-3 3,110°
N-4 9,9.10° M-4 15.10° A-4 1,4.10°
N-5 16.10% M-5 6,2.10° A-B 25.10°
N-6& 1,410° M-6 4910 A-6 X
N-7 2,9.10° M7 8,8.10° AT X
N-8 1,4.10° M-8 2,2.10° A-8 X
N-9 14.10° M-9 4510 A-9 2,110°
N-10 1,010° M-10 18.10° A-10 1,8.10°
N-11 18.10° M-11 42107 A-11 41.10°
N-12 6,7.10° M-12 2,3.10° A-12 15.10°
Moyenne + écarf-type
15.10°: 6 4107 @ 3,8.10° + 2, 1.10° 2310°:9510° @
15.10°+ 61160 © 1910° £ 9.2.10° @

X : pas d'émission de fluorescence par PCR / a: moyenne obfenue en considérant les échantillons négatifs en l'absence
d'émission de fluorescence / b : moyenne obtenue en considérant ces échantillons au seuil de détection (1,25.10° kystes.l™)

11 prélévements de la station d'épuration de Nancy permettent d'obtenir un signal avec la PCRg-A.

D'aprés ce systéme PCR, les concentrations sont comprises entre 6.7.10° (N-12) et 2,9.10° (N-7) kysTes.L'1 d'eau
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usée pour ce site. La totalité des prélévements de la station d'épuration de Metz s'avérent positifs avec des
concentrations plus élevées que celles de Nancy et qui s'échelonnent entre 1,5.10° (M-4) et 6,2.10° (M-5)
kystesL™. Parmi les 12 prélévements de l'abattoir de Metz, seulement sept permettent d'obtenir une
amplification. Les concentrations de ces échantillons varient de 1,4.10° (A-4) & 4,1.10° (A-11) kystesL ™. Au vu des
concentrations observées pour les prélévements positifs de la station d'épuration de Nancy et de l'abattoir de
Metz, les échantillons négatifs peuvent probablement Etre considérés comme proches de la valeur seuil de
détection.

D'aprés le test d'égalité des variances (test de Snedecor), il n'est pas possible de comparer les valeurs
moyennes observées pour les stations d'épuration de Nancy et de Metz (p < 0,05). Par contre, toujours daprés ce
test, les valeurs obtenues pour ia station d'épuration de Nancy et Fabattoir de Metz peuvent €ire comparées
(p > 0,05). Le test de Student conclut que les concentrations en kystes de 6. lamblia du génotype A de fabattoir
sont significativement plus élevées que celles de la station d'épuration (p < 0,05), toutefois seulement 58 % des

échantillons (n = 12) sont positifs pour les eaux usées de l'abattoir.

4.3.2- Détection du génotype B par PCR en temps réel.

Les valeurs de concentrations en kystes de &. lamblia appartenant au génotype A pour les 12 séries de

prélévement effectués sur les trois sites sont présentées dans le tableau 12,

Tableau 12 : Concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotype B (kystes.L™) détectées avec la PCRq-B dans les eaux
usées provenant des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de 'abattoir de Metz

Site
STEP de Nancy STEP de Metz Abattair de Metz
Prélévement Concentration Prélévement Concentration Prélevement Concentration
N-1 13.10% M-1 19.10° A-1 X
N-2 1,2.10° M-2 1,7.10% A-2 X
N-3 6,2 102 M-3 15.10° A-3 X
N-4 X M-4 19.10° A-4 X
N-5 X M-5 1,7.10° A-B X
N-6 19108 M-6 1,8.10° A-6 X
N-7 X M-7 2,0.10° A-7 X
N-8 X M-8 1110° A-8 X
N-9 X M-g X A-9 X
N-10 11.10° M-10 1,1.10° A-10 X
N-11 X M-11 11.10° A-11 X
N-12 X M-12 6.7.10° A-12 X
Moyenne + écart-type
12108 +4810° 7 1410° £ 44108 ©

15.10°+ 6,1.10° @
X : pas d'émission de fluerescence par PCR / * : moyenne des échantillens positifs

Seulement cing prélevements de la station d'épuration de Nancy permettent d'abtenir un signal avec la
PCRq-B et les concentrations sont comprises entre 6,2.10° (N-3) et 1,9.10° (N-6) kystes L d'eau usée. Au vu des
concentrations cbservées pour les prélévements positifs, les sept échantilions négatifs peuvent probablement
contenir des kystes de 6. lamblia, génotype B d des concentrations proches de la valeur seuil. Pour les

prélévements de la station d'épuration de Metz, 11 g'averent positifs avec des concentrations qui s'échelonnent
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entre 6,7.10° (M-12) et 1,9.10° (M-1 et M-4) kystesL™. Par contre, aucun signal d'amplification n'est observé pour
les 12 prélévements de l'abattoir de Metz.

Suite au fest d'égalité des variances, les valeurs moyennes observées pour les deux stations d'épuration
peuvent &tre comparées (p > 0,05). Les concentrations en kystes de Giardia lamblia du génotype B ne sont pas
significativement différentes d'aprés le test de Student (p > 0,05), toutefois seulement 42 % (n = 12} des

échantillons de Nancy sont positifs avec ce systéme PCR.

4.3.3- Comparaison des concentrations en génotyvpes 4 et B.

Pour les 12 séries de prélévements, le génotype A est détecté plus fréquemment que le génotype B.
Ainsi, 11 et seulement cing échantillons sont positifs respectivement pour le génotype A et le génotype B pour les
prélévements de la station d'épuration de Nancy. La différence entre ces deux génotypes est beaucoup plus
marquée pour les eaux usées de l'abattoir puisque sept échantillons sont positifs pour le génotype A alors que le
génotype B n'est détecté dans aucun de ces prélévements. Par contre, pour la station d'épuration de Metz, le
nombre d'échantillons positifs pour ces deux génotypes est équivalent. En effet 12 et 11 prélévements sont
positifs pour les génotypes A et B respectivement, toutefois les concentrations du génotype A apparaissent plus
élevées que celles du génotype B.

D'aprés le test de Snedecor (€galité des variances), les valeurs de concentration des génotypes A et B ne
peuvent Etre comparées que pour les prélevements de la station d'épuration de Nancy au risque de 5 %. Le test
de Student (test-t) conclut que les concentrations de ces deux génotypes ne sont pas significativement

différentes (p > 0,05).

4.3 4- Comparaison des concentrations en kystes observées par PCR et par immunofluorescence.

Les valeurs représentant la somme des concentrations obtenues avec les deux PCR gquantitatives
spécifiques des génotypes A et B sont comparées avec les valeurs observées avec la PCRg-lamblia ou par
immunofluorescence. Au vu du faible nombre d'échantillons positifs lors de la détection spécifique de ces deux
génotypes dans les prélevements effectués a l'abattoir, cette étape de comparaison est effectuée uniquement
pour les prélévements provenant des stations d'épuration.

4.3.4.1- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d'épuration de Nancy.

Les valeurs sommes des concentrations en kystes de Giardia lamblia des génotypes A et B obtenues avec
les systémes PCRg-A et PCRg-B pour les échantillons de la station d'épuratien de Nancy sont regroupées dans le
tableau 13. La concentration moyenne en kystes de & Jamblia obtenue avec la PCRq-/amblia pour la station
d'épuration de Nancy est de 1.10° + 6,9.10% kystesL™.

D'aprés fe test de Snedecor, ces concentrations correspondant aux génotypes A et B peuvent Etre
comparées avec les valeurs obtenues avec la PCRq-lamblia pour I'ensemble des kystes de &. famblia (p > 0,05). Le
test de Student montre que ces concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont

significativement supérieures aux concentrations en kystes de I'espéce Giardia lamblia (p < 0,05).
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Tableau 13 : Somme des concentrations en kystes de Giardia lamblia, génotypes A et B (kystes.L™'} détectées avec les
PCRq-A et PCRq-B dans les eaux usées de la station d'épuration de Nancy

Prelévements | N-1 | N-2 | N-3 | N4 | N5 | N6 | N-7 | N-8 | N-9 | N-10 | N-11 | N-12
Concentrations | 4 ¢ 108 | 2,410° | 6,210° | 9.9.107 | 1,6.10° | 33.20° | 2.9.10° | 1,410° | 1.4.10° | 2,1.10° | 1.8.10° | 6,7.107
{kystes.L ™}

Moyenne + écart-type : 19.10°+ 9,8.10°

Les concentrations concernant les kystes de &. lamblia des génotypes A et B obtenues par PCR en temps

réel, sont représentées en fonction des concentrations en kystes totaux et PI positifs détectées par

immunofluorescence sur les figures 8{A) et 8(B) respectivement, pour les échantillons de la station d'épuration

de Nancy.

(A)

(B)

Coneentrations en kystes de Gjamblic des

Concentration en kystes de &, lamblia des
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5,0E+03

génotypes A+E par PCR {kystes L")
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3,08+03 4
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)2 .
0,0E+Q0 : T \ T :
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b
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o
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Concenteations en kystes de Giardia PT positifs (kystest )

Figures 8{A) et 8(B) : Comparaison entre les concentrations (kystes.L™') obtenues par immuncfluorescence et par PCR
(5. lamblia, génotypes A + B) pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy
{A) : concentrations totales en kystes de Giardia par immunofluorescence

(B) ¢ concentrations en kystes de Giardia PT positifs par immunofluorescence

D'aprés le test de Snedecor, les concentrations en kystes de &. famblia des génotypes A et B sont

comparables avec les concentrations totales en kystes de &ierdia mais aussi avec les concentrations en kystes
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positifs par marquage au PI (p > 0,05). Le test de Student ne menire pas de différence significative entre les
valeurs obtenues par PCR en temps réel et celles détectées par immunofivorescence (p > 0,05).

Le test de Spearman ne montre pas de corrélation entre les concentrations totales en kystes de Giardia
et les concentrations correspondant aux génoiypes A et B {p>0,08). Par contre, daprés ce test les
concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont corrélées aux concentrations en kystes positifs
par marquage au PI (p = 0,030 ; r, = 0,625).

4.3.4.2- Comparaison des concentrations en kystes pour la station d'dpuration de Metz.

Les valeurs sommes des concentrations en kystes de Giardia lamblia des génotypes A et B obtenues avec
les systémes PCRq-A et PCRg-B pour les échantillons de la station d'épuration de Metz sont regroupées dans le
tableau 14. La concentration moyenne en kystes de &. lamblia obtenue avec la PCRg-lamblia pour la station
d'épuration de Metz est de 3,2.10° + 1,1.10° kystes.L™.

Les valeurs sommes des concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B semblent
supérieures aux concentrations en kystes de &. lamblia obtenues avec la PCRg-/amblia. Toutefois, le test de
Snedecor conclut que les concentrations regroupant les génotypes A et B de 6. lamblia ne peuvent pas &tre

comparées avec les valeurs obtenues avec la PCRq-lamblia pour l'ensemble des kystes de &. Jamblia (p < 0,05).

Tableau 14 : Somme des concentrations en kystes de Glardia lamblia, génotypes A et B (kystes.L™) détectées avec les
PCRg-A et PCRg-B dans les eaqux usées de la station d'épuration de Metz

Prélévements N-1 N-2 N-3 N-4 N-5 N-6 N-7 N-8 N-9 N-10 | N-11 | N-12

f:;;‘;':‘:f;"“s 4610° | 4710° | 5,410° | 3.410° | 7.910° | 67.10° | 97.10° | 3,3.10° | 4510° | 2.9.10° | 5.3.10° | 3,0.10°

Moyenne = écart-type ¢ 5110° £ 2 110°

Les concentrations en kystes de 6. lamblia des génotypes A et B obtenues par PCR en temps réel, sont
représentées en fonction des concentrations en kystes totaux et PI positifs détectées par immunofluorescence

sur les figures 9(A) et 9(B} respectivement, pour les échantillons de la station d'épuration de Metz.

1,2E+04

1,0E+04
8,0E+03 / -
6§ 0E+03
» *
: /
4,06+03

2,0E+03

(A)

Concentrations en kystes de &lamblia des
génotypes A + B par PCR (kysfes.L'l}

0,0E+OO T T T T T
OOE+00° 20E+03 40E-03 60E+03 B80E+03 10E+04  1,2E+04

Concentrations totales en kystes de Giardia (kys'res.L'l)

Figure 9(A) : Comparaison entre les concentrations (kystes.L™') obtenues par immunofluorescence {concentrations totales
en kystes de Giardia) et par PCR (6. lamblia, génotypes A + B} pour les eaux usées de la station d'épuration de Metz
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Concentrations en kystes de Giardia PI positifs (kysfes.LﬁI)

Figure 9(B) : Comparaison entre les concentrations (kystes.L™!) obtenues par immunofluorescence (concentrations en
kystes de Giardia PL positifs} et par PCR (&. lamblia. génotypes A + B) pour les eaux usées de la station d'épuration de
Metz

Le test de Snedecor montre que la comparaison des concentrations en kystes de 6. famblia des
génotypes A et B est réalisable avec les concentrations totales en kystes de Giardia mais qussi avec les
concentrations en kystes positifs par marquage au PT {p > 0,05). Le test de Student ne montfre pas de différence
significative entre les valeurs obtenues par PCR en temps réel et les concentrations totales en kystes de Giardia
(p > 0.08). Par contre, les concentrations en kystes correspondant aux génotypes A et B sont supérieures aux
concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PT {p < 0,05).

D'aprés le test de Spearman, les concentrations en kystes appartenant aux génotypes A et B sont
corrélées aux concentrations totales en kystes (p = 0,01 ry = 0,832) et aux concentrations en kystes positifs par

marquage au PT (p = 0,01 : r, = 0,812).

En résume,

Lors de cette étude nous avons développé des outils permettant une détection spécifigue des
génotypes A, B, C et E. Si le génotype C isolé chez .des animaux domestiques n’est detecté dans aucun
préi‘evement, en revanche ies génotypes A, B et E sont détectés lors de notre étude.

Ainsi, dans les eaux usées de la station d’épuration de Nancy caractérisée par une contamination
domestique, nous détectons uniguement les génotypes A et B. Concernant les prélévements provenant
de la station d’épuration de Metz, seuls les génotypes A et B sont également mis en évidence. Au niveau
de la station d’épuration de Metz, la faible proportion correspondant aux eaux usées provenant de
I'abattoir peut expliguer i‘absence de détection du génotype E. Ainsi, pour les eaux usées dont la
contamination est majoritairement d’origine domestique, seuls les génotypes pathogénes pour I'Homme
sont mis en évidence. Par contre, dans les 12 prélévements effectués a l’abattoir de Metz, nous
détectons le génotype A pathogéne pour I'Homme dans sept échantillons et fe génotype E considéré
spécifigue des animaux d'élevage dans 11 d’entre eux. Le génotype B n’est mis en évidence dans aucun
.de ces prélévements provenant de l'abattoir. La détection des génotypes A et B de G. famblia par PCR
en temps réel permet d'obtenir des concentrations en kystes équivalentes aux concentrations totales en

kystes de Giardia observées par immunofluorescence. Globalement, le génotype A semble plus fréquent
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gue le génotype B dans ces eaux caractérisées par une contamination domestique (station d'épuration
de Nancy), une contamination due aux animaux d’'élevage (abattoir de Metz) ou une contamination
provenant de ces deux origines (station d’épuration de Metz).

D’aprés nos résultats, les animaux d’élevage peuvent constituer une source non négligeable de
kystes de G. /lamblia potentiellement pathogénes pour I'Homme. Ainsi, le génotype A est détecté au
niveau des trois sites. Le génotype B semble plus fréquent au niveau des eaux usées caractérisées par
une contamination domestique. En revanche, la mise en évidence du génotype E semble signer la
présence d'une contamination due aux animaux d'élevage et apparait comme un marqueur potentiel de

contamination non-humaine,

Lors de notre étude, des selles humaines positives a Giardia provenant de plusieurs hépitaux sont
également analysées afin de réaliser le génotypage des kystes. Les échantillons utilisés dans le cadre de cette
étude correspondent 4 une période de quatre ans comprise entre octobre 2000 et septembre 2004.
Actuellement, aucune étude n'est publiée concernant le génotypage de kystes provenant de cas de giardiose,

sporadiques ou regroupés, diagnostiqués en France,

1- Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia isolés de selles humaines.
1.1- Les différents profils électrophorétiques observés.

41 prélévements de selles humaines ont été analysés par PCR et PCR-RFLP suivant trois méthodes
développées soit au laboratoire, soit par Amar et al. (2002) ou Read et af. (2004). Au vu des résultats obtenus
avec la séparation & l'acétate d'éthyle lors de nos expérimentations effectuées sur les préléevements d'eaux
usées, cette technique est également utilisée pour purifier les 27 échantillons de selles regus au laboratoire
depuis mai 2004. Les résultats obtenus lors de notre étude, par migration électrophorétique sur gel d'agarose

aprés PCR et PCR-RFLP sont présentés sur les figures 10 et 11 respectivement.

PCR laboratoire :
1 : 148 pb, génotype A
500pb 2 : 81 pb, génotype B
PCR Amar ef af. (2002) :

500pb

100pb 3 : 577 pb, génotype A

4 : 209 pb, génotype B
PCR Read et al. (2004) :
5 : 432 pb, génotype A ou B

Figure 10 : Photographie de gel d'électrophorése aprés PCR M : marqueur de taille
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(A) ®} {€) (D)

500 pb 500 pb 500 pb
100 pb

100 pb 100 pb

M 4

Figure 11 : Photographies de gels d'éfectrophorése aprés PCR-RFLP
{A) : Digestion par Rsa I aprés PCR génotype A de Amar et al. (2002), 1 : 202 et 336 pb, génotype A-II.
(B) : Digestion par Nla IV aprés PCR de Read et al. (2004), 2 et 3 : 72, 77, 87 et 123 pb, génotype A-II,
{C) : Digestion par Nla IV aprés PCR de Read et al. (2004). 4 : 123 et 291 pb, génotype B
(D) : Digestion par Rsal aprés PCR de Read et al. {2004): 5 : 133 et 297 pb, génotype B-III ; 6 : 432 pb, génotype
B IV.

M : marqueur de taille

1.2- Génotypage des cas sporadigues.

1.2, 1- Détection des génotypes A et B.

Lors de ces travaux, 26 selles humaines correspondant d des cas sporadiques de giardiose sont analysées
par les trois méthodes de PCR et PCR-RFLP. Parmi ces 26 échantillons, 8 proviennent de I'h8pital militaire
Legouest & Metz et 18 correspondent a des cas de giardiose de patients d'hdpitaux civils dont 11 du CHU de
Nancy-Brabois. Pour ces cas sporadiques, les données concernant I'8ge et le sexe des patients ont é1é obtenues
majoritairement pour les patients des hépitaux civils. La répartition des patients en fonction des ces deux
données est représentée sur la figure 12. Ces 18 cas sporadiques diagnostiqués dans les hdpitaux publics

concernent essentiellement des adultes (61 % des cas) de sexe masculin (77,8 % des cas).

Répartition des patients suivant l'&ge—‘ Répartition des patients suivant le @

Non Renseigné Nen renseigné
56 % (n=1) 56% (n=1)

Sexe féminin

Enfants 16,6% (n=3)

(9 mois & 2 gns) Sexe masculin

Adultes
(21 a6l OHS) 77.8% (ﬂ - 14)

333 % (n=6)
61% (n=11)

Figure 12 : Graphigues en secteurs représentant la répartition des patients en fonction de leur dge et de leur sexe
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Ces prélévements ont été diagnostiqués positifs & &iardia par les différents laboratoires hospitaliers et
une observation par immunofluorescence est également réalisée au laboratoire préalablement a F'analyse par PCR.
Le protocole développé au laboratoire et la méthode proposée par Amar et af (2002) permettent de différencier
les génotypes A et B par PCR simple alors que la méthode publiée par Read et af. (2004) comporte une PCR suivie
par une restriction enzymatique. En effet, la restriction avec 'enzyme NlaIV permet de distinguer les génotypes
A-I, A-IT et B.

Parmi les 26 échantillons de selles corresponrdant & des cas sporadiques, 21 (80,7 %) sont positifs avec
les frois méthodes et 25 (96,1 %) sont positifs avec une des méthodes. La PCR élaborée au laboratoire permet
d'obtenir 96,1 % de résultats pesitifs alors que la méthode publiée par Read et al. (2004) aboutit a seulement
80,7 % d'échantillons positifs. Les résultats obtenus avec chacune de ces méthodes sont présentés sur les

graphiques en secteurs de la figure 13.

PCR Laboratoi PCR Amar et al. (2002): PCR-RFLP Read et al. {2004}
e mositite é i iti % 21 échantill i1ifs (80,7 %
25 échantillons positifs (96,1 %) Génotype A 24 échantillons positifs (92,3 %) échantillons positifs ( )
36% Génotype A
Génotype B
61,9%

Génotype B ‘
625% .
(n=15)

(n=13)

Génotype 5 I8

64 % .

{n=16) Non déterminé
L 48%
{n=1)

Figure 13 : Graphiques en secteurs représentant les proportions des génotypes A et B détectés par les trois méthodes
parmi les cas de giardiose sporadiques

La PCR développée au laboratoire permet d'obtenir 25 échantillons positifs avec 9 génotypes A et 16
génotypes B, La PCR publiée par Amar et al. (2002) aboutit & 24 échantillons pesitifs dont 9 génotypes A et 15
génotypes B. Concernant la PCR proposée par Read et af. (2004), certains échantillons sont analysés par double
PCR afin d'obtenir une amplification du fragment recherché et seulement 21 échantillons s'avérent positifs avec
ces amorces. Ces échantillons positifs contiennent 13 génotypes B, 7 génotypes A et 1 échantillon pour lequel le
génotype n'a pas pu Etre déterminé. Les résultats au niveau des génotypes A et B sont concordants entre les
différentes méthodes et le génotype B prédomine puisqu'il représente 64 % des échantillons positifs.

Les résultats détaillés obtenus avec chacune des trois méthodes lors de la détermination des génotypes
A et B pour les 26 cas sporadigues sont présentés dans le tableau 15 (page 193) pour les hépitaux civils et dans

le tableau 16 (page 194) pour I'hdpital militaire.

1.2.2- Mise en évidence des sous-genotvpes A-I, A-II, B-III et B-IV.

Un génotypage plus précis des isolats est ensuite réalisé par restriction enzymatique avec les méthodes
de Amar et af. (2002} et de Read et af. (2004). En effet, aprés détection du génotype A avec les amorces
proposées par Amar et al. (2002), la digestion enzymatique par Rsal permet de déterminer si les kystes

appartiennent aux sous-génotypes A-T ou A-II. Le protocole publié par Read et al. (2004) différencie les sous-
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génotypes A-I, A-IT et B grdce & la digestion enzymatique avec NlaIV et l'utilisation de ['enzyme Rsal permet
ensuite de distinguer les sous-génotypes B-IIT et B-IV. Les résultats obtenus avec ces deux méthodes sont

présentés sur les graphiques en secteur de la figure 14.

Amar et of. (2002) Read et al. {2004)

B non déterminé AT

AT A
A non déterminé 0% 4.7% 0%
8,3% (n=1 - A-IT
{n=2) 8TV > 333%
23 B% Aln=7)
{n=5)
E
B k : ‘ . ... L
62,5% PR
(n=15) 381%

(n=8)

Figure 14 : Grephiques en secteur représentant la répartition des génotypes A-I, A-IL, B-III et B-IV parmi les cas
de giardiose sporadiques d'aprés les méthodes de Amar et al. (2002) et de Read et al. (2004}

Pour les neuf isolats appartenant au génotype A d'aprés la PCR développée au laboratoire, six sont
classés dans le sous-génotype A-II par les deux méthodes et deux isolats sont identifiés par une seule méthode.
Au totdl, huit isolats appartiennent au sous-génotype A-II. Le sous-génotype A-I n'est détecté dans aucun isolat
et un de ces échantillons ne peut &tre classé de fagon plus précise avec les deux protocoles proposés par Amar ef
al. (2002} et Read et o/l (2004). Les 16 isolats appartenant au génotype B d'aprés la PCR développée au
laboratoire sont identifiés de fagon plus précise en faisant appel & la procédure de Read et al (2004). Huit
isolats appartiennent au sous-génotype B-III, cing sont classés dans le sous-génotype B-IV et trois ne peuvent
étre classés plus précisément. Les résultats sont concordants entre les deux méthades au niveau de le mise en
évidence du sous-génotype A-II.

Le résumé des résultats obtenus pour les 26 cas sporadiques, avec chacune de ces trois méthodes, sont

présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Résumé des résultats obtenus avec les irois méthodes de génotypage pour les 26 cas sporadigues

B:16 (64 %) B:15 (625 %) B:13(61,9 %) B-ITT: 8

B-IV:5

Méthode ) Laboratoire Amar et al. (2002) : Read et al. (2004)
Nombre d'échantillons pesitifs 25 _.5_ 24 ' 21
(Pourcenfage) (96,1 %) ' (92,3 %) ; (80,7 %)
Génotypes ; 1 1 non défini
A:9(36%)  1A:9(375%)  ATI:0 PA7(333%) AI:0
; A-TIL7 \ A-IL:7
__________________ oo BmONdEfINS el
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Parmi les neuf isolats appartenant au génotype A, huit sont classés dans le sous-génotype A-IT et un seul
ne peut pas &tre analysé de fagon pius précise. Les 16 isclats classés dans le génotype B par notre PCR, sont
répartis dans les sous-génotypes B-IIT et B-IV pour huit et cing d'entre eux respectivement, Trois isolats
classés dans le génotype B avec notre protocole n'ont pas pu 8tre classés de fagon plus précise. Les pourcentages
de chaque génotype observés lors de l'analyse des 25 cas sporadiques de giardiose, positifs suite a Famplification

par PCR, sont représentés sur la figure 15,

B non déterminé A-I

12% 0%
{(n=3) A-1T
b 32%
Génotype B {n=8) Génotype A
64 % B-1V 36 %
20%
(h=5)

A non déterminé

4%
(n=1)
B-ITT
32%
(n=8)

Figure 15 : Graphique en secteurs représentant la proportion de chaque génotype et sous-génotype
aprés analyse avec les trois méthodes pour les 25 échantillons positifs par PCR

Aingi, troie génotypes différents sont mis en évidence dans ces prélévements de selles. Globalement, le

génotype B prédomine pour cette analyse, en revanche lorsque {'analyse est plus précise aucune prédominance

n'est observée entre les sous-génotypes A-II, B-ITI et B-IV lors de notre étude.

- 192 -



Résultats : Chapitre 3

Tableau 15 : Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia provenant de cas sporadiques diagnestiqués dans des hdpitaux civils de Nancy et Paris (n = 18}

Patient Résultats des différents génotypages
Date Sexe Age Laboratoire Amar et al, (2002) Read et al. (2004) Résultat final
(années) PCR (n = 2) PCR RFLP Rsa I pCR RFLP Nia IV RFLP Rsa T
A | B A B | AL  AII AT | AII | B | BIII | BIV
CHU NANCY-BRABOTS (n = 11)

10/2000] M 54 /- | +/+ - v B A« - I - + B-IV

01/2001 F 1 -/ - +/ * - + / + - - + - + B-IV
12/06/2001 M 34 -/ - +/ + - + + - - + B-IV

06/2002| M 1 -/- v/ + - + / //ﬁ + - - + B-ITT

06/2002| M 39 +/ + -/ - + - - + = {W A-TT
09/2002| M 21 +/+ -/ - - W - - + - + - A-IT
09/2003| M 50 +/ -/- + S - R + - N - ﬁ A-IT

10/2003] F 37 -/- +/+ N N/ - - - B-III

12/2003| M 1 +/+ -/ - + > - + + - + - ;’/ A-II
30/04/2004] M 33 v/ + -/ - + - - - + - + - A-IL
24/08/2004 M 29 + /* -/ - + - - + + - + - }4 A-IT

Hévital de la PITIE-SALPETRIERE, PARIS (n = 6)

01/2004] M 38 /- | 4/« B + 7 + - - + B-III
13/04/2004 | NR NR -/- -/ - - - - W W Négatif
06/05/2004 M 61 -/ - +/ - + + _ - B-TIT
28/06/2004| F 9mois | - /- +/ + - + F // + - + B-IV
28/06/2004] M | 9mois | -/- | -/(+) | - - //f S Ea W // // B
09/07/2004| M | 2 +/+ -/ - + - + - A-IT

Hopital BICHAT, PARIS (n = 1)
12/07/2004] M | 37 | -/- [ w/+ | - |« V77 () V0 ;

Case héichurée : expérimentation non effectuée / NR : Non Renseighé / (+) : bande trés faiblement marquée / * : double amplification
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Tableau 16 : Résultats du génotypage des kystes de Glardia lamblia provenant de cas sporadiques diagnostiqués & I'hépital militaire Legouest de Metz

Patient Résultats des différents génotypages
Date Sexe Age l.aboratoire Amar et al. (2002) Read et af (2004) Résultat final
(années) PCR(n=2) PCR RFLP Rsa I PCR RFLP Nla IV RFLP Rsa I

A | B A | B AT | ATI AI | a1z | B | BImr| erv

Hoprfu! Militaire LEGOUEST METZ {n=8) N
18/06/2001] NR NR +/+ | /- + - - - - B /:j///// W G A
03/2002] NR NR /- | 4/ . ’ﬁ N B-III
18/05/2004 | NR NR -/- +/+ - N ,/W/W //W/ 7 B
1/06/2004| NR NR -/ - “/+ - + + B-III
1/06/2004| NR NR -/ - +/ + - + - - + - + B-IV
1/06/2004] NR NR +/ 4+ -/- + - + - + - W A-II
1/09/2004| F 22 -/ - ./ + - + / + - - + + - B-IIT
1/09/2004| M 24 -/ v/ -+ + - - + + - B-III

Case hiichurée : expérimentation non effectuée / NR: Non Renseigné / * : double amplification
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1_3- Génotypage de cas regroupés de giardiose.

Lors de notre étude, 16 échantillons de selles provenant de 'hépital militaire Legouest sont
analysés. Les patients sont des gendarmes de la méme unité revenant d'une mission en Céte d'Ivoire. Parmi
ces échantillons, 15 ont pu étre analysés par PCR et PCR-RFLP.

Un échantillon est négatif avec les trois méthodes, les 14 autres prélévements sont classés dans le
génotype B d'apres la méthode développée au laboratoire et celle de Amar ef af (2002). L'utilisation de la
PCR-RFLF développée par Read et al {2004) montre que tous ces échantillons appartiennent au sous-
génotype B-III. Les résultats détaillés obtenus au cours des différentes PCR et digestions enzymatiques

sont présentés dans le tableau 18 (page 196).

Fn résumé,

Contrairement a ce qui est observé pour les prélévements environnementaux, le génotype
B et plus fréguemment isolé que le génotype A dans les échantillons de selles humaines. En effet,
le génotype B constitue 64 % des 25 échantiifons positifs (n = 26) pour les cas sporadigues ainsi
que la totalité des 14 cas regroupés de giardiose positifs par PCR, De plus, nous pouvons noter gue
le génotype B-III est isolé dans 32 % des cas sporadiques ainsi que pour I'ensemble des cas
regroupés,

Au niveau de la sensibilité des différents systémes PCR utilisés au cours de ces
expérimentations, des différences sont observées au niveau de I'analyse des cas sporadiques.
Ainsi, les amorces sélectionnées lors de notre étude et les amorces publiées par Amar et al. (2002)
ciblent le géne de la TPI et permettent d'obtenir 92 % a 96 % d'échantilfons positifs. Par contre, les
amorces proposées par Read et al. (2004) sont spécifiques du géne de la GDH et détectent
seulement 80 % d’eéchantillons positifs.
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Tableau 18 : Résultats du génotypage des kystes de Giardia lamblia provenant de cas regroupés,diagnostiqués & I'hdpital militaire Legouest de Metz

Dote Patient Résultats des différents génotypages
Sexe Age Laboratoire Amar et al, {2002} Read et al, (2004) Résultat final
{années) PCR (n=2) PCR RFLPRsaI PCR RFLP Nla IV RFLP Rsa I
A | B A | B AT | AIL AT | AIT | B |e-I11I| B-1V
Hapital Militaire LEGOUEST, METZ (n = 15)

M 29 B + T . N -] - e . |- B-III

5/05/2004 P - P y p N
N VP TR N N M
M 38 - + - + + - - + + - B-ITI
M 23 - + - * + - - + + - B-III
M 31 - + - + + - - + + - B-ITI
M 27 - * - - + - - + + - B-IIT
M 29 - + - + + - - + + - B-IIT
M 24 - + - + * - - + + - B-IIT
M 31 - + - + + - - + + - B-IIT
M 29 - * - + + - - + + - B-ITI
M 50 - + - + + - - + + - 8-IIT
M 25 - + - + + - - + + - B-TIT
M 28 - + - + /,.f + - - + * - B-IIT
M 31 - - - * +* - - + + - B-IIT
M 36 - + - + - 7 ﬁ + - - + + - B-ITT

Case hichurée : expérimentation non effectuée
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Discussion

Actuellement, la détection des kystes de Giardia dans les échantillons biologiques ou environnementaux
est classiquement réalisée par observation microscopique. L'immunofiuorescence est considérée comme la
technique de référence pour la mise en évidence de ce protozoaire parasite, notamment dans les eaux
environnementales. Parmi les six espéces appartenant au genre Giardia, . famblia est isolée chez 'Homme et de
nombreux mammiféres et &. muris est spécifique des rongeurs. De plus, seuls les génotypes A et B de
Giardia lamblia sont considérés comme pathogénes pour I'Homme et Fimmunofluorescence est une technique
longue, fastidieuse qui présente également [inconvénient majeur de ne pas permetire la distinction au niveau de
especes et des génotypes.

Notre objectif était alors de développer une technique capable de détecter et de quantifier les kystes
de ce protozoaire de fagon rapide, sensible, mais aussi de pouveir distinguer de fagon spécifique d'une part les
espéces Giardia famblia et Giardia muris et d'autre part les génotypes composant l'espéce Giardia lamblia, dans
des prélévements biologiques et environnementaux. Lors de notre étude, nous avong choisi de mettre au point des
systémes d'analyse basés sur la détection spécifique du génome par PCR qualitative et PCR en temps réel, en
effectuant en paralléle une détection par immunofluorescence. Contrairement & la PCR qualitative qui correspond
& une détection en fin d'amplification, la technique en temps réel permet la quantification des acides nucléiques
initialement présents dans un échantillon griice au suivi de chaque cycle d'amplification. Lors de la mise en place
de ces expérimentations, aucune étude n'était publiée sur la détection de &Giardia par PCR en temps réel et
seulement quelques travaux reportaient I'utilisation de cette technique pour la mise en évidence d'un autre

protozoaire parasite, Cryptosperidium.

La mise en ceuvre de ces expérimentations a nécessité, au préalable, la comparaison et la sélection des
cibles envisageables pour la réalisation de notre étude & partir des données bibliographiques et des séquences
référencées. Le développement et la validation de 'ensemble des systémes de détection ont été réalisés a partir
de kystes de Giardia en suspensions purifiées. L'adaptation de ces techniques de détection d l'analyse d'eaux
usées naturellement contaminées par ce protozodire a été réalisée par l'évaluation de techniques de
concentration et de purification des kystes de Giardia, mais aussi de protocoles d'extraction de IADN.

Le protocole résultant de ces différentes étapes a alors permis d'évaluer la concentration en kystes de
Giardia famblia par PCR en temps réel dans des eaux usées caractérisées notamment par l'origine de leur
contamination fécale, en paraliéle de I'analyse par immunofluorescence. Une analyse plus précise de ces
prélévements a également pu étre effectuée gréce aux systémes permettant fa détection spécifique de quatre
génotypes de Giardia lamblia, dont deux sont pathogénes pour I'Homme. En parailele de l'analyse de ces
prélevements environnementaux, les systémes PCR spécifiques des génotypes A et B pathogenes pour 'Homme

nous ont permis de génotyper 26 cas de giardiase sporadiques, mais aussi 15 cas regroupés.

S¢lection des genes cibles

L'étape de sélection des génes cibles constituait la base de notre étude puisque les amorces et les
sondes devaient autoriser soit la détection spécifique de Giardia lamblia et Giardia muris, soit la distinction entre

les génotypes de 6. lamblia. Dans le premier cas, nous recherchions un géne cible dont les séquences présentaient
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une fréquence de variations entre les espéces du genre Giardia suffisante pour permettre la sélection de
systémes d'amplification spécifiques, soit de Giardia muris, soit de 'ensemble des génotypes de Giardia lamblia.
Dans le deuxigme cas, le géne cible devait tre caractérisé par un niveau d'hétérogénéité relativement élevé et
autorisant alors la sélection de systémes d'amplification qui seient spécifiques d'un seul génotype de l'espéce
. lamblia. Lors de la mise en piace de notre étude, des séquences étaient disponibles dans la base de données
Genbank pour plusieurs espéces et génotypes composant le genre Giardia pour quaire génes : ARNr 185, TPI,
EF1A et GDH.

Seul FARNr 185 était séquencé pour cing espéces dont &. lamblia et 6. muris, et aurait pu constituer une
cible idéale. Weiss et al. (1992) constatent que Famplification de cette cible par PCR qualitative nécessite une
modification des conditions d'amplification avec incorporation de glycérol et de DMSO dans le milieu réactionnel.
Weiss ef al. (1992) justifient ces modifications des conditions d'amplification par le pourcentage élevé de bases
G et C (GC %) contenu dans cette séquence et par la présence possible de structures secondaires stables. En
utilisant des conditions d'amplification identiques, Rochelle et al (1997) ne parviennent pas & détecter des kystes
de Giardia dans des eaux usées aprés dopage. Johnson et al. (2003) constatent également que I'addition de
DMSO (6 %} dans le milieu réactionnel est indispensable pour la détection de trophozoites appartenant aux
génotypes A et B en suspensions purifiées. Une des conditions pour la sélection d'amorces et de sondes est
d'éviter les répétitions de bases identiques afin de limiter la formation de diméres d'amorces et de diminuer le
risque de quenching de la fluorescence notamment pour la guanine. Les essais réalisés sur cette cible avec le
logiciel Primer Express n'ont pas permis de sélectionner un systéme d'amplification respectant ces contraintes.
Les données de la littérature ginsi que nos observations fors de I'étape de sélection d'amorces et de sondes pour
Famplification de 'ARNr 185 ont alors conduit & I'abandon de cette cible.

Le géne de la GDH n'était séquencé que pour deux espéces: G. lamblia, et &. ardeae ; les génes de IEF1A
et de la TPI étaient séquencés pour une espéce supplémentaire : 6. muris. Les alignements de séquences et les
arbres phylogénétiques réalisés pour les génes de 'EF1A et de la TPI ont permis de monirer que 'EF1A pouvait
étre utilisé comme cible pour distinguer les espéces Giardia lamblia et Giardia muris, alors que la plus grande
hétérogénéité des séquences de la TPI permettait de réaliser une détection au niveau des génotypes de
Giardia lamblia. Lors de J'analyse d'isolats humains appartenant aux génotypes A et B, Lu et al. (2002) observent .
23 % de divergence de séquence pour le géne de la TPT alors que Weiss et al. (1992) relévent seulement 0.5 % de
variation de séquence pour le géne de 'ARNr 185, Monis et al. (1999) comparent le niveau d'évolution des génes
de la TPI, de I'EF1A et de la GDH et constatent que le géne de la TPT est le moins conservé des trois et présente
ainsi le plus haut niveau d'hétérogénéité de séquence entre les différents génotypes de l'espéce 6. famblia. Amar
et al. (2002} utilisent la TPI pour génotyper des kystes de Giardia isolés de selles humaines. Sulaiman ef af.
(2003} utilisent également cette séquence pour comparer, par séquengage, des kystes provenant de selles
humaines et animales. En utilisant 'ARNr 185, I'EF1A et la TPL pour comparer des isolats d'origine humaine et
animale, Traub ef al. (2004) concluent que la TPI constitue un géne plus approprié pour distinguer les différents
génotypes de Giardia lamblia.

Des études publiées récemment par Caccio et al. (2002 et 2003) et Guy et af. (2003 et 2004) sont

basées sur la détection du géne de la B-giardine qui est une protéine spécifique de Giardia. Au vu du faible
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nombre de séquences disponibles pour cette cible, ces équipes ont été amenées & effectuer une étape de
séquencage soit pour mettre en évidence des sites de restriction pour une détection par PCR-RFLP, soit pour
sélectionner des systémes d'amplification permettant une quantification spécifique des génotypes A et B de
Giardia lamblia. La rédlisation dune étape de séquengage pour le développement de PCR nécessite toutefois de
disposer d'un nombre suffisant d'isolats provenant de différentes espéces du genre Giardia, mais aussi de
différents génotypes de 6. Jamblia. Suite au séquengage d'un fragment de la B-giardine pour 83 isolats humains et

animaux, Lalle et af. (2005) montrent que cette cible permet de distinguer les sept génotypes de &. fambfia.

Evaluation des systémes d’amplification sur des kystes en suspensions purifiées
P

Suite au choix des deux cibles et des systémes PCR destinés soit & la quantification des kystes de
G. lamblia ou de G. muris pour le géne de 'EF1A, soit & la détection spécifique de quatre génotypes de &. Jamblia
pour le géne de la TPI, les étapes dextraction de FADN et d'amplification par PCR sont optimisées et évaluées &

partir de suspensions purifiées de kystes.

L'évaluation de la spécificité des amorces et des sondes constituait une étape majeure de notre étude
puisque ces systémes étaient destinés & la détection des especes Giardia lamblia et Giardia muris mais aussi des
génotypes de 6. lamblia dans des eaux usées et des selles. La spécificité des différents systémes a été évaluée
d'une part en faisant appel & la recherche BLAST qui est basée sur les séquences référencées dans la base de
données Genbank et d'autre part en utilisant la PCR. Ces deux étapes ont permis de conclure que les systémes
permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia et de V'espéce Giardia muris étaient spécifiques
de leur cible, Par contre, la PCRq-lamblia ne détecte pas uniquement les kystes de 6. lamblia et peut également
amplifier ADN de 6. ardeae. Lors de cette étude, il n'a pas été possible dobtenir des kystes appartenant aux
espéces &. microti, G. psittaci et 6. agilis pour lesquelles aucun fragment nest actuellement séquencé pour le
géne de 'EF1A. Ainsi, les amorces et les sondes n'ont pas été testées par PCR sur ces espéces isolées chez des
rongeurs sauvages (rats musqués, campaghols), des oiseaux et des amphibiens. Si la possibilité dune
contamination par des féces provenant de ces gnimeux ne doit pas €fre totalement écartée, elle peut
certainement tre considérée comme mineure pour des equx usées domestiques ou provenant d'un abatteir. Etant
donné que les PCRq-famblia et PCRg-muris utilisent les mémés amorces sens et antisens, nous avons également
évalué l'impact de la présence de kystes de 6. muris sur les étapes d'extraction de 'ADN et d'amplification des
kystes de 5. lamblia. Nous avons dlors remarqué une influence de la présence de &. muris pour un ratio
&. muris/G. lamblia supérieur & 100. L'utilisation de la PCRq-famblia permettra d'augmenter la spécificité de
détection par rapport & I'immunofluorescence et de réaliser une premiére évaluation de la PCR en temps réel pour
la détection de ce protozoaire dans des prélévements environnementaux.

Johnson et af, (2003) valident la spécificité de leurs systémes PCR destinés & la quantification des
génotypes A et B de 5. lambfia en les testant sur les génotypes B et A respectivement. Par contre, en utilisant le
test BLAST, nous constatons que ces deux PCR quantitatives qui utilisent 'ARNr 185 comme cible, peuvent
détecter dautres génotypes de 6. famblia et la PCR destinée au génotype B amplifie également 'ADN de
&. microti. Verweij ef al. (2003) utilisent également FARNr 185 comme cible pour la quantification des kystes de
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&. lamblia dans des selles humaines, toutefois le test BLAST conclut que le systéme proposé dans cette étude
amplifie également 'ADN de 6. microti. De plus, l'amorce sens ne présente pas une homologie compléte avec
lensemble des séquences appartenant a &. lamblia. Enfin, Guy et al. (2003 et 2004) utilisent deux PCR en temps
réel basées sur le géne de la B-giardine pour quantifier les génotypes A et B dans des eaux usées et des selles.
Ils constatent alors que la PCR destinée & la détection du génotype B peut €galement amplifier I ADN de 6. muris
ou du génotype A de &. lamblia mais avec des valeurs de Ct (cycle seuil) nettement plus élevées. Ils concluent
alors que la présence d'ADN appartenant & ce génotype ou & cette espece ne devrait pas modifier la sensibilité de
détection du génotype B. Par conséquent, le développement de systemes de détection spécifiques nécessitent de
dizposer d'un nombre de séquences suffisant mais aussi d'outils de contréles appropriés. Ainsi, Baruch et al.
(1996) effectuent le séquengage du géne de la TPT & partir d'isclats appartenant aux génotypes A et B pour
développer une PCR-RFLP permettant la distinction de ces deux génotypes lors de I'étape de restriction
enzymatique, ils proposent alors cette technique pour étudier notamment la transmission zoonotique de
6. lamblia. Le séquengage de ce géne pour d'autres génotypes de &. lamblia ou d'autres espéces du genre Giardia

ont ensuite montré le manque de spécificité de cette technique (Monis et Andrews, 1998).

La deuxieéme partie des expérimentation réalisées d partir de suspensions purifiées a porté sur
I'évaluation de la sensibilité de détection. Nous avons alors observé des différences importantes au niveau de la
sensibilité des différents systémes d'amplification par PCR en temps réel. Ainsi, la PCRq-famblia et la PCRq-muris
présentent respectivement une sensibilité de 0,45 et 45 kystes par réaction d'amplification. Les valeurs de
sensibilité des PCRg-A et PCRq-B sont plus proches et correspondent respectivement 4 3 et 4,5 kystes par
réaction. Par PCR en temps réel, Verweij et al. (2003} observent une sensibilité équivalente & 05 kyste par
réaction et Guy et al. (2003} détectent jusqu'd 0,1 kyste par réaction. Johnson et al (2003) obtiennent une
sensibilité de détection de 87 et 63 trophozoites par réaction pour les génotypes A et B respectivement. Ainsi,
hormis pour le systéme PCRg-muris, les systémes de PCR en temps réel développés lors de notre étude
présentent une sensibilité satisfaisante par rapport aux données de la littérature. Concernant les PCR
qualitatives, seule la sensibilité des PCR destinées d la détection des génotypes A et B de &. famblia est testée
puisque nous n'avons pas pu obtenir des suspensions purifiées de kystes appartenant aux génotypes C et E. La
sensibilité de ces PCR est alors de 6 et 4,5 kystes par réaction pour les génotypes A et B respectivement.
Mahbubani et af. (1991, 1992) font appel & la PCR couplée d une détection par Southern-blot et obtiennent une
sensibilité quivalente & un kyste par réaction pour des suspensions purifiées. Rochelle et af (1997) utilisent la
méme technique associant la PCR & une révélation par hybridation avec une sonde moléculaire radio-marquée pour
des kystes en suspension purifiée et observent une sensibilité comprise entre 1 et 10 kystes par réaction suivant
le couple d'amorces utilisé.

En fonction du protocole de concentration-purification des kystes de &iardia utilisé pour les
prélevements d'eaux usées et daprés les valeurs de sensibilité observées avec des suspensions purifiées, une
sensibilité de 180 kystes de Giardia lamblial™ d'eau usée pourra &tre atteinte. Par contre, pour la PCRg-muris, la
sensibilité sera de 1,8.10" kystesL® La faible sensibilité de détection des kystes de 6. muris malgré

Foptimisation des conditions d'extraction de 'ADN et d'amplification, ainsi que l'absence de variations de

- 200 -



Discussion

séquence par rapport d la séquence référencée ont conduit & I'abandon de cette PCR pour la suite de nos
expérimentations. Les PCR en temps réel destinées d la quantification des génotypes A et B de &. lamblia
permettront de détecter respectivement 1,25.10% et 1,8.10% kystes.L™ d'eau usée. Mahbubani et af. (1998) font
appel & un protocole associant une séparation immunomagnétique des kystes a une étape de lyse de leur paroi par
des cycles de congélation / décangélation en présence de Chelex-100 et obtiennent une sensibilité comprise
entre 3 et 3.10% kystes.mL™ & partir de concentrats d'eau de riviere dopés en kystes. En utilisant des conditions
expérimentales similaires, Rimhanen-Finne et af. (2002} obtiennent un seuil de détection de 50 kystes pour 2L
d'eau de surface aprés dopage. D'aprés les données de la littérature, les concentrations en kystes de Giardia
relevées pour les eaux usées brutes, en France, sont globalement comprises 10° et 10" kystes.L™”. Une étude
réalisée en 1991 par Gassman et Schwartzbrod sur des échantillons d'eaux usées & l'entrée de la station
d'épuration de Nancy, a abouti & des concentrations comprises entre 8.10% et 1,410° kystesL™. Ainsi, nos
systémes d'amplification au niveau des espéces et des génotypes devraient permettre de détecter les kystes

appartenant a l'espéce &, lamblia et aux génotypes A et B dans les eaux usées.

La pente de la droite standard de la PCRq-Jamblia est ~ 3,34, ce qui correspond a un rendement de 99 %.
Pour les PCRg-A et PCRg-B, les pentes des droites standard ont pour valeur - 4,00 et - 3,50 respectivement, ce
qui correspond & des rendements de 78 % et 93 %. Pour les droites standard des PCR en temps réel spécifiques
de génotypes A et B développées lors de leur étude, Johnson et al. (2003) observent des valeurs de pente de
- 3,61 et - 3,80 correspondant @ des rendements d'amplification de 89 % et 83 % respectivement, Lors de leurs
expérimentations, Guy et al. (2003) développent une PCR en temps réel pour la détection de Giardia famblia qui
est évaluée seule (PCR simplex) puis associée & une PCR permettant la quantification de Cryptosporidium parvum
{PCR multiplex). L'utilisation de cette PCR en détection multiplex entrdine alors un passage du rendement de
lamplification de 99 & 80 %.

Concernant les trois PCR en temps réel, les coefficients de variation sont compris entre 0,8 et 2,1 %
pour la variation intra-essai de I'étape d'amplification et ils s'échelonnent entre 05 et 2.4 % pour la variation
inter-essai. Pour I'étape d'extraction de 'ADN, la variation inter-essai a été évaluée avec la PCRq-famblia, les
valeurs des coefficients de variation varient de 1,43 & 2,86 %. Fontaine et Guillot (2003) observent des
coefficients de variation compris entre O,i4 et 2.6 % pour la variation intra-essai et qui varient de 0,7 4 2 % pour
la variation inter-essai de l'amplification pour une PCR en temps réel spécifique de Cryptosporidium parvum.

Cette étape rédlisée 4 partir de kystes en suspensions purifiées a permis de valider les PCR en temps
réel destinées & la détection de &. Jamblia et des génotypes A et B. Nous disposons également de couples

d'amarces permettant la mise en évidence des génatypes Cet E.

Adaptation des technigques de détection &4 Panalyse d’eanx usées

La deuxieme phase de hos expérimentations a porté sur la comparaison de techniques de concentration
et de purification des kystes de Giardia & partir dequx usées, mais aussi sur Foptimisation du protocole
d'extraction de 'ADN. En effet, les eaux usées sont caractérisées par une turbidité élevée et de fortes

concentrations en débris mais aussi en inhibiteurs de PCR. Lors de la détection par immunofiuorescence, les
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débris présents dans ces prélévements peuvent masquer les kystes de Giardia ou entrdiner un bruit de fond élevé
di & un défaut de spécificité des anticorps. Un niveau de purification insuffisant peut également savérer
préjudiciable au niveau de I'extraction des acides nucléiques et de leur détection par PCR, La présence de débris
peut ainsi diminuer le rendement de 'extraction des acides nucléiques au niveau de I'étape de lyse de la parci des
kystes, De plus, 'étape d'amplification par PCR est sensible & de nombreux inhibiteurs qui peuvent €tre encore
présents suite 4 Fétape d'extraction.

La cenirifugation est la méthode couramment appliquée pour la concentration des kystes & partir de
prélevements d'eaux usées. Par contre, la floculation n'est décrite que dans quelques publications (Grimason et al.
1996 ; Ho et al, 1995 Wiandt et af,, 1995 et 1998), Wiandt et af (1995) comparent ces deux méthodes d une
concentration par simple sédimentation sur des préléevements d'eaux usées brutes et observent des
concentrations significativement plus élevées en kystes de Giardia par centrifugation ou floculation. Lors de
notre étude, nous constatons que les concentrations observées par immunofiuorescence pour la totalité des
kystes et ceux confenant leurs noyaux sont plus élevées par centrifugation en comparaison avec la floculation au
carbonate de calcium pour deux prélévements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy (n=3). Suite & ces
expérimentations, la concentration des kystes de Giardia est réalisée par centrifugation {2000 g, 15 min) pour

l'analyse des eaux usées par immunofluorescence et par PCR.

Les techniques de purification des kystes & partir d'eaux usées ont également constitué une étape
importante de nos expérimentations. Parmi les techniques basées sur la densité des micro-organismes a purifier,
la flottation sur solution de Percoll™-saccharose (densité : 1,10) est considérée comme étant la méthode de
référence pour la purification des kystes de Giardia et des oocystes de Cryptosporidium & partir de
prélévements environnementaux. LeChevallier et al. (1995) observent un rendement de 100 % & partir de
concentrats d'eau de riviére dopés en kystes de Giardia, pour une solution de Percoll™-saccharose de densité
1,10. Lors de notre étude, nous avons comparé cette technique avec un protocole basé sur un gradient de
saccharese afin d'établir un protocole permeftant la détection des kystes de Giardia par immunofluorescence
dans des eaux usées. Ces deux techniques, précédées par une séparation diphasique au FEA (Formaldéhyde-
Acétate d'éthyle), ont été comparées sur des prélévements d'eaux usées de la station d'épuration de Nancy. La
purification par flottation permet globalement d'obtenir des concentrations totales et des concentrations en
kystes contenant leurs noyaux qui sont plus élevées que le gradient de densité. La technique basée sur le gradient
de densité s'avére plus performante au niveau de la diminution de la turbidité, mais semble difficilement
applicable a des échantillons trés turbides comme les eaux usées d'abattoir qui nécessiteraient la répartition d'un
méme échantillon sur plusieurs gradients. Cette premiére comparaison nous a conduit & sélectionner un protocole
composé d'une séparation au FEA suivi par une flottation sur solution de Percoll™-saccharose pour l'analyse des

échantillons par immunofluorescence,

Au niveau de la détection par PCR, nous avons tout d'abord évalué impact de différentes variantes de
notre protocole d'extraction des acides nucléiques testé initialement sur des suspensions purifiées. Au cours

d'expérimentations réalisées par Maux et af. (2002), le protocole non medifié a permis d'obtenir une sensibilité
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équivalente & un kyste par réaction & partir de selles humaines naturellement contaminées. Parmi les
modifications apportées au protocole initial, ia répétition des étapes de digestion des protéines et de purification
des acides nucléigues sur colonne de silice s'est avérée étre la plus performante. Le protocole d'extraction
optimisé au niveau de I'ensemble des étapes de lyse des kystes, dadsorption des inhibiteurs et surtout de

digestion des protéines et de purification sur colonne a alars été retenu pour la suite de nos expérimentations.

Afin de pouvoir transférer la détection par PCR en temps réel & lanalyse de prélevements d'eaux usées,
nous avons évalué d'une part des techniques de purification des kystes de Giardia et d'autre part des procédés
dont l'abjectif est doptimiser la détection des acides nucléiques en présence de débris ou d'inhibiteurs de PCR.

Cancernant les techniques de purification basées sur la taille et la densité des kystes de Giardia, nous
avons comparé la filtration, la flottation sur solution de Percoli™-saccharose (d : 1,10) et trois méthodes utilisant
un gradient de densité de saccharose, de bromure de potassium ou de Nycodenz. Parmi ces quatre techniques de
purification testées par PCR en temps réel sur des prélévements d'eaux usées de la station de Nancy, la
flottation sur solution de Percoll™-saccharose a permis d'obtenir les concentrations en kystes les pius élevées.
Lors de la comparaison de techniques de purification d'cocystes de Cryptosporidium & partir de matrices
environnementales de turbidité élevée (floculats d'eau de riviére et d'eau usée, boues résiduaires), Chesnot et
Schwartzbrod (2004) constatent que la flottation sur solutien de Percoll™-saccherose est une méthode
intéressante par rapport au critére de rendement de récupération. Par contre, en prenant également en compte
le niveay de purification de 'échantillon par mesure de la turbidité, les gradients de Nycodenz ou de bromure de
potassium devraient €tre privilégiés. Lors de nos expérimentations, des concentrations trop faibles en kystes de
Giardia dans ces échantillons non dopés pourraient expliquer l'absence d'amplification par PCR en utilisant ces
techniques busées sur les gradients de densité.

Nous avons également évalué Fintérét de procédés visant soit & limiter l'effet de composés inhibiteurs
de la PCR, soit & optimiser la lyse de la paroi des kystes en présence de fortes concentrations en débris. Les
réactifs visant & limiter I'effet des composés inhibiteurs de la PCR peuvent &tre utilisés lors de Fextraction des
acides nucléiques ou pendant leur amplification. Lors de notre étude, la BSA, le glycérol et le DMSO incorporés
dans le milieu réactionnel de la PCR, n'ont pas permis d'augmenter la sensibilité de détection. Concernant les
techniques visant & faciliter I'action des réactifs lors de la lyse des micro-érgunismes, nous avons évalué l'impact
des ultrasons et de cycles de congélation-décongélation lors de l'analyse d'eaux usées au hiveau de deux stations
d'épuration et d'un abattoir. Ces procédés ont également été associés & des traitements par le Chelex-100 et la
PVP-360. Le Chelex-100 est une résine échangeuse d'ions pouvant chélater les ions plurivalents, alors que la PYP-
-360 serait capable de piéger les molécules comportant un groupement phénolique présent notamment dans les
acides humiques. Les ions divalents et les acides humiques sont parmi les principaux composés inhibiteurs de la
PCR décrits lors de Tanalyse de préléevements environnementaux. L'utilisation de cycles de congélation-
décongélation en présence de Chelex-100 est une technique couramment utilisée lors de lanalyse de
préléevements environnementaux par PCR {Mahbubani et al, 1998 ; Rimhanen-Finne ef af, 2001 Quintero-
Betancourt et af, 2003). L'hétérogénéité des résultats en fonction du type d'eau usée, rend délicate la sélection

d'un protocole. Toutefois, nous avons constaté que les cycles de congélation-décongélation ne permettaient pas
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d'augmenter la sensibilité de la PCR en temps réel. Par contre, le traitement par les ultrasons permettait
d'augmenter la quantité d'ADN détectée pour F'ensemble des prélévements. Pour les eaux usées provenant de la
station d'épuration de Metz et correspondant & une contamination domestique et industrielle, le Chelex-100
permettait d'augmenter les concentrations obtenues par PCR lors de son utilisation seule ou en association avec le
PVP-360 durant Fétape d'extraction de 'ADN. Guy et al. (2003) constatent que lutilisation des ultrasons permet
unhe forte augmentation du rendement de Fextraction. Ainsi, le pourcentage d'ADN récupéré est estimé & 20 %
pour le protocole non modifié alors qu'il est de 80 % suite a l'utilisation des ulrasons. Lors de cefte étude, le
rendement de I'extraction est évalué par quantification avant I'étape d'amplification pour des suspensions
purifiées contenant 1,5.10° kystes par analyse. Lors de l'analyse d'eaux prélevées dans des lacs et d'eaux usées,
ces auteurs observent que Futilisation d'une étape supplémentaire faisant appel au Chelex-100 et & la PVP-360
est indispensable & l'analyse par PCR en temps réel. Toutefois, Guy et al. (2003} nutilisent aucune technique de
purification des kystes, ['extraction de I'ADN est effectuée directement aprés I'étape de concentration par
centrifugation. Le traitement par PVP a également été utilisé pour le génotypage d'oocystes de Cryptosporidium &
partir de selles non purifiées (Mclauchlin et af, 1999). Lors de notre étude, les ultrasons, les cycles de
congélation-décongélation ou les traitements par Chelex-100 et PVP-360 ont été évalués suite & une étape de
purification des kystes par flottation sur solution de Percoll™-saccharose.

Au vu de la faible amélioration obtenue avec ces traitements, nous avons évalué l'intérét d'une séparation
d l'acétate d'éthyle en amont d'une purification par flottation. En effet, lors de la purification des kystes par
flottation sur une solution de Percoli™-saccharose, nous avons ebservé une accumulation de débrig a linterface
entre I'échantillon & purifier et la solution de densité 1,10 plus importante en l'absence de la séparation au FEA
qui est utilisée pour Fanalyse par immunofluorescence. Cette accumulation de débris, trés marquée pour les eaux
usées provenant de I'abattoir, entrdine une diminution du rendement de purification de la flottation. Etant donné
que le formaldéhyde est un composé inhibiteur de la PCR (Higgins et af., 2001), nous avons utilisé un protocole de
séparation & Facétate d'éthyle basé sur la technique FEA. Cette séparation & l'acétate d'éthyle a permis de
diminuer fortement le volume de culot avant extraction des acides nucléiques et surtout d'obtenir des
concentrations nettement plus élevées par PCR en temps réel, pour l'ensemble des prélévements d'eaux usées.
Chesnot et Schwartzbred (2004) observent une forte diminution du rendement de récupération des oocystes de
Cryptosporidium lors de la séparation FEA. Toutefois, l'utilisation de cette technique de séparation diphasique
pour Fimmunofluorescence et la PCR nous a permis de détecter des kystes de &iardia dans l'ensemble des
échantillons et surtout d'augmenter la sensibilité de Ja détection par PCR & partir de ces échantillons
caractérisés notamment par une turbidité élevée.

La séparation immunomagnétique (IMS) est actuellement la technigue de référence pour la purification
des kystes de &Giardia et des oocystes de Cryptosporidium & partir d'eau de surface, d'eau potable et d'eaux
usées trartées (AFNOR, 2001 ; US-EPA, 2001). Cette technique est également utilisée pour la détection de ces
protozeaires par PCR & partir d'eaux de riviere (Fontaine et Guillot, 2003 :. Mahbubani et al, 1998). Toutefois,
FIMS est sensible & des concentrations trop élevées en debris, mais aussi en fer dissous (Yakub et Stadterman-
Knauer, 2000). Rimhanen-Finne et af. (2001) utilisent cette technique pour la purification de kystes a partir de

boues résiduaires d 10 % dans de I'eau désionisée, la sensibilité de I'ensemble du protocole est alors équivalente &
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125 kystesml™ et 20 % des échantillons sont positifs. Toutefois, ces échantillons ne sont pas analysés par
immunofluorescence et aucun contréle d'inhibition de la PCR n'est effectué. Fontaine et Guillot (2003) utilisent
également I'TMS pour la détection d'oocystes de Cryptosporidium et observent une diminution du rendement de
récupération lors de I'analyse d'eau de riviére. Durant nos expérimentations, 'TMS a été évaluée pour des eaux
usées issues des deux stations d'épuration, La turbidité trop élevée de l'equ usée de l'abattoir ne permettait pas
d'enviseger son analyse par cette technique. Lors de la détection par PCR en temps réel, les concentrations en
kystes de &. famblia obtenues suite & 'TMS se sont avérées inférieures & celles résultant du protocole combinant
la séparation & 'acétate d'éthyle et la flottation. La modification du protocole de I'TMS par une lyse directe des
kystes & partir des complexes entre les billes et les kystes pourrait augmenter la sensibilité de détection
(Fontaine et al, 2003 ; Quintero-Bétancourt et al, 2003 ; Rimhanen-Finne et al., 2002). Toutefois, lors de notre
étude les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI étaient plus faibles apres
I'TMS en comparaison avec le protocole associant la séparation diphasique et la purification sur solution de

Percoll™-saccharose.

Détection spécifique de Giardia lamblia ef de ses génotypes par PCR

Suite au développement de protoecoles adaptés & la détection des kystes de Giardia dans les eaux usées
par immunofluorescence et PCR, nous avons analysé 12 séries de prélévements provenant de trois sites
caractérisés notamment par 'origine de leur contemination fécale. La PCR en temps réel a permis de détecter
d'une part 'ensemble des kystes appartenant a Fespéce Giardia lamblia et d'autre part les génotypes A et B, La
détection des génotypes C et E de &. famblia a été réalisée par PCR qualitative. Ces prélévements ont également
ét¢é analysés par immunofiuorescence en paraliele de la détection par PCR.

Au niveau de la détection par immunofluorescence, aucune différence significative n'est observée pour
les concentrations totales en kystes pour les trois sites. Concernant les concentrations en kystes dont les noyaux
sont visibles, les valeurs semblent plus élevées pour la station d'épuration de Metz, mais cette différence n'est
pas significative. Les concentrations en kystes dont les noyaux sont visibles par marquage au PI sont
significativement plus faibles que les concentrations totales uniquement pour les prélévements effectués a
labattoir de Metz.

Lors de Fanalyse de ces prélévements avec la PCRq-lamblia, les concentrations en kystes de &. lamblia
observées pour la station d'épuration de Metz sont significativement plus élevées que celles obtenues pour la
station d'épuration de Nancy et l'abattoir de Metz. Les concentrations observées par PCR en temps réel sont
significativement inférieures aux concentrations totales et aux concentrations en kystes contenant leurs noyaux

uniguement pour les eaux usées de la station d'épuration de Nancy,

Ces 12 séries de prélevements ont ensuite été analysées de fagon plus précise en effectuant la détection
des génotypes A, B, C et E. Les génotypes A et B sont pathogénes pour I'Homme mais ils sont également isolés
chez de nombreux mammiféres, par contre les génotypes C et E sont considérés comme étant respectivement

spécifiques des chiens et des animaux d'élevage.
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La détection des génotypes A et B a été réalisée par PCR en temps réel pour I'ensemble des
prélévements, Le génoype A est alors mis en évidence dans 11 prélévements de la statien d'épuration de Nancy et
dans la totalité des prélévements de la station d'épuration de Metz. Par contre, seulement sept prélévements
issus de l'abatteir contiendraient le génotype A. Le génotype B semble moins fréquent que le génotype A et les
valeurs observées sont proches de la limite de détection. Ainsi, nous avons abservé respectivement cing et onze
prélevements positifs pour les stations d'épuration de Nancy et de Metz, mais aucun prélévement positif pour les
eaux usées de Fabattoir. Les concentrations totales en kystes appartenant aux génotypes A et B de &. lamblia
sont équivalentes aux concentrations totales en kystes de Giardia lamblia observées par immunofluorescence
pour les deux stations d'épuration. Ainsi, la détection au niveau des génotypes n'entraihent pas de sous-estimation
des concentrations en kystes lors de I'analyse des eaux usées. Lors de leur étude, Guy ef al. (2003) comparent les
concentrations fotales observées par immunoflucrescence et par PCR en temps réel pour les génotypes A et B
dans des prélévements deaux usées et concluent que les concentrations sont équivalentes pour les deux
Techniques. Ces auteurs observent également des concentrations plus élevées pour le génotype B dans les six
prélevements effectués sur deux sites, Caccio et al. (2003) détectent également les génotypes A et B dans des
eaux usées mais utilisent la PCR-RFLP. Le génotype A est alors détecté dans les 16 échantillons provenant de
quatre stations d'épuration et le génotype B n'est détecté que dans la moitié d'entre eux. Lors dune étude
réclisée par séquengage du géne de ja TPI sur 131 échantillons d'eaux usées, Sulaiman et af. (2004) mettent en
évidence une prédominance du génotype A qui est présent dans 85 % des cas alors que le génotype B est détecté
dans 15 % des préiévements, aucun de ces échantilions ne contient ces deux génotypes.

Concernant le génotype C, aucune amplification n'a été observée pour I'ensemble des prélévements. La
contamination des eaux usées par ce génotype ne peut éfre exclue, mais peut certainement &tre considérée
comme mineure par rapport aux génotypes A et B. Par contre, les amorces spécifiques du génotype E ont permis
d'obtenir un signal pour 11 prélévements provenant de ['abattoir de Metz dont lea contamination est
essentiellement due & des selles de bovins. Le prélévement négatif pour le génotype E est celui pour lequel la
PCRg-lamblia aboutit & la plus faible concentration en kystes de 6. famblia. Aucune amplification n'a été observée
pour ce génotype E d partir des prélévements issus des stations d'épuration. Le volume d'eau usée provenant de
I'abattoir est 400 m® par jour alors que la station d'épuration de Metz regoit un volume global de 60 000 m* d'eay
usée par jour. Ainsi, les eaux usées de l'abatioir constituent moins de 1 % des effluents traités au niveau de la
station d'épuration de Metz. La dilution des effluents de Fabatteir par les eaux résiduaires d'origine domestique
et industrielle explique certainement I'absence de détection du génotype E dans les prélévements effectués au
hiveau de la station d'épuration de Metz, Lors de l'analyse d'eaux usées contaminées exclusivement par des selles
d'animaux d'élevage, nous avons mis en évidence la présence du génotype E spécifique de ces animaux mais aussi
du génotype A pathogéne pour |'Homme. Ainsi, les animaux d'élevage pourrait constituer un réservoir en kystes de
Giardia lamblia potentiellement pathogénes pour FHomme. D'aprés notre étude bibliographique, 75 % des isolats
prélevés chez des bovins correspondent au génotype E et le génotype A constitue le génotype le plus fréquent
pour les autres échantillons. Pey d'études réalisent la détection des génotypes A et B dans des prélévements

environnementaux et aucune ne détecte d'autres génotypes de 6. lamblia.
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Lors de cette étude, nous avons pu effectuer le génotypage de kystes de Giardia lamblia isolés & partir
de selles humaines. Actuellement, aucune étude ne reporte ce type d'analyse pour des cas de giardiose
diagnostiqués en France. Parmi les 41 prélévements analysés, 26 sont des cas sporadiques de giardiose provenant
de quatre hopitaux et 15 sont des cas regroupés, diagnostiqués & I'hdpital militaire de Metz pour lesquels la
contamination n'a pas eu lieu en France. En effet, les patients qui correspondent & ces cas regroupés sont des
gendarmes de la méme unité revenant d'une mission en Cte d'Ivoire.

Les amorces sélectionnées au cours de notre étude pour le génotypage des kystes de Giardia isolés a
partir de ces différents échantilions, ont également été utilisées pour la détection par PCR en temps réel dans
les prélevements d'eaux usées. Les résultats de ces deux PCR qualitatives ont été comparés avec ceux obtenus en
faisant appel aux protocoles publiés par Amar et al (2002) et Read et al. (2004). Nos amorces et celles
proposées par Amar et al (2002) détectent le géne de la TPI, alors que les amorces de Read et al {2004) sont
basées sur le géne de la GDH. Les deux systémes d'amplification développés au laboratoire, nous ont globalement
permis d'obtenir 96 % d'échantillons positifs par rapport eu diaghostic par microscopie. Les deux PCR qualitatives
proposées par Amar et al (2002} ont abouti & 92 % d'échantilions positifs, mais elles ont nécessité une
amplification par double PCR pour huit échantillons. Lors de leurs travaux, Amar et af, (2002) observent 915 %
d'échantillons positifs pour un nombre total de 5% échantillons en effectuant la détection par semi-nested PCR.
Read et af. (2004) détectent Fensemble des génotypes par semi-nested PCR, la distinction des génotypes est
ensuite réalisée par une étape de restriction enzymatique. Ces amorces nous ont permis d'obtenir seulement 85 %
de prélévements positifs et la réalisation d'une double amplification a été nécessaire pour obtenir une
amplification pour six échantillons. Lors de l'analyse de 104 selles positives par microscopie, Verweij ef af, (2004)
obtiennent 98 % d'échantillons positifs a Giardia famblia par PCR en temps réel. Guy ef al. (2004) utilisent deux
PCR quantitatives utilisées dans une étude précédente pour I'analyse d'eaux usées (Guy et al,, 2003) et observent
une amplification dans la totalité des cas mais cette analyse est réalisée sur seulement 15 échantillons de selles.
Globalement, fes couples dumorces sélectionnés au laboratoire ainsi que ceux publiés par Amar et al (2002),
permettent d'obtenir une sensibilité satisfaisante alors que la PCR ciblant le géne de la 6DH (Read et af, 2004)
semble moins performante.

Au niveau de la répartition des génotypes A et B, les résultats obtenus avec les différents systémes
d'amplification sont concordants. Pour les cas sporadiques, nous avons observés 36 % de kystes pour le génotype
A et 64 % de kystes pour le génotype B. D'aprés l'ensemble des données regroupées cu cours de I'étude
bibliographique, le génotype B appardit également comme plus fréquent avec 59 % des cas sporadigues pour 12
publications. Au niveau des 15 cas regroupés, seul le génotype B est détecté. Lors de l'analyse de 24 échantillons
provenant d'une épidémie dans une créche britannique, Amar ef of. (2002) identifient également le génotype B.
De méme, une autre étude reporte la présence de ce génotype B dans deux cas issus d'une épidémie d'origine
alimentaire aux Etats-Unis (Sulaiman et af., 2003). En se basant sur les travaux de Amar et al. {2002} et de Read
et al. (2004), nous avons également pu réaliser une analyse plus précise en détectant les saus-génotypes A-I, A-
II, B-IIT et B-IV par restriction enzymatique. Concernant les cas sporadiques, cette analyse n'a pas abouti pour
8 % des kystes appartenant au génotype A et pour 12 % des isolats correspondant au génotype B. Les sous-

génotypes A-IT et B-IITI représentent chacun 32 % des cas et le sous-génotype B-IV constitue 20 % des cas. En
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revanche, le sous-génotype A-T n'est pas détecté. Pour les cas de giardiose regroupés, seul le sous-génotype B-
III est mis en évidence et semble confirmer une contamination de ces 15 personnes par & une source cotmimune.
Actuellement, peu d'études réalisent une analyse aussi précise au niveau des génotypes. Ainsi, le protocele
proposé par Amar et af. (2002) permet de détecter les génotypes A-I, A-II et B au cours de leurs travaux, mais
il ne distingue pas les sous-génotypes B-IIT et B-IV.

Une étude récente a moniré une prévalence de 85 % pour le génotype A pour des cas de giardiose
symptomatiques (n=20), alors que pour des cas asymptomatiques le génotype B est prédominant avec une
prévalence de 92 % (n=24) (Aydin et af, 2004). Actuellement, les études prenant en compte le génotype et
'intensité des signes cliniques sont peu nombreuses et contradictoires (Homan et Mank, 2001; Read et af., 2002),
Guy et al (2004) expliquent les différences de prévalence des génotypes A et B par des localisations
géographiques variables suivant les populations étudiées. Dans le cadre de leurs expérimentations, ils constatent
une prédominance du génotype B dans les eaux usées et les selles humaines. Par contre, lors de notre étude, le
génotype B est plus fréquent pour les cas de giardiose sporadiques alors que I'analyse des eaux usées prélevées
ou niveau des stations d'épuration de Nancy et de Metz semble montrer une fréquence et des concentrations plus
élevées pour le génotype A.

Les protocoles de concentration et de purification des kystes de Giardia ont permis d'appliquer la PCR en
temps réel & I'analyse d'eaux usées caractérisées par une furbidité élevée et de fortes concentrations en
composés inhibiteurs pour cette technique de détection. La réalisation de prélévements sur différents sites
sélectionnés notamment en fonction de l'origine de leur contamination fécale tend & mentrer que la détection du
génotype E signe une contamination due aux animaux d'élevage. La mise en évidence du génotype A dans les eaux
usées d'abattoir montre que les animaux d'élevage peuvent également Etre considérés comme un réservoir en
kystes de Giardia pathogénes pour 'Homme. Ainsi, la mise en évidence des génotypes A et B ne suffit pas a
caractériser une contamination d'origine humaine. Ces techniques de génotypage au niveau des kystes de Giardia
pourraient €tre associées & d'autres paramétres notamment la détection des bactériophages ARN-F spécifique
du génotype IT , mais aussi ¢ la mesure du coprostanol et du ratio du coprostancl {coprostanol et épicoprostancl}
afin d'évaluer I'origine humaine ou non-humaine de la contamination fécale (Blanch et af.,, 20C4). En se basant sur
la norme AFNOR (2001) au niveau des étapes de concentration et de purification des kystes par filtration sur
caf"rouche et séparation immunomagnétique, I'évaluation du niveau de contamination d'equx environnementales

faiblement turbides pourrait également &tre envisagée.
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Dans les pays industrialisés, les épidémies d'origine hydrique & Giardia, Cryptosporidium et plus
récemment & Toxoplasma gondii ont mis en évidence I'importance de ces protozeaires longtemps sous-estimés par
rapport aux contaminations virales ou bactériennes. Ainsi, Giardia est responsable de plus de 100 épidémies
d'origine hydrique aux Etats-Unis entre 1960 et 1994. Actuellement, il existe des méthodes de référence
destinées 4 la détection des kystes de Giardia & partir d'equx potables, d'eaux de surface ou d'eaux souterraines.
Ces méthodes font appel & limmunofiuorescence au niveau de ['étape de détection des kystes, mais cefte
technique indique seulement le genre et ne permet de distinguer ni les six espéces qui constituent ce genre
Giardia, ni les sept génotypes de Giardia famblia. Par ailleurs, aucun de ces protocoles ne permet l'analyse de
matrices complexes ef notamment des eaux usées, or celles-ci constituent sans doute une des voies majeures de
contamination des ressources hydriques environnementales par ce parasite intestinal.

Les objectifs de notre étude visent & apporter dune part des informations qualitatives avec tout d'abord
la détermination de l'espéce & lamblia ou &. muris, puis une identification plus précise avec la recherche des
génotypes et sous-génotypes ; dautre part, des informations quantitatives concernant le niveau de contamination
de différentes matrices environnementales. Cette étude est réalisée a partir de prélévements envirannementaux
et biologiques, & savoir des equx usées prélevées sur trois sites choisis en fonction de l'origine de leur
contamination fécole et des selles humaines positives & &iardia par microscopie provenant de plusieurs hpiteux

frangais.

La premiére partie de notre éfude, réalisée uniquement sur des suspensions purifiées de kystes, porte
sur le’ développement de PCR en temps réel et de PCR qualitatives destinées & la détection spécifique de
6. lamblia, &. muris et des principaux génotypes de &. famblia. Parmi les suspensions purifiées utilisées dans le
cadre de notre étude, les kystes de 6. muris et du génotype B de & famblia correspondent & des souches
référencées. Concernant le génotype A de &. lamblia, les kystes ont été purifiés au laboratoire. Par ailleurs, il ne
noug a pas été possible d'obtenir des souches référencées pour les génotypes C et E, aupres d'autres équipes de
recherche, Cette premiére étape a permis de définir les conditions d'amplification mais aussi de valider des
systémes PCR notamment au niveau de la sensibilité et de la spécificité qui constituent des points clés lors de
Fanalyse de prélévements environnementaux. La PCRg-famblia n'est pas entiérement spécifique de 6. lamblia
puisquelle permettrait également la détection de &. ardeae. Toutefois, la PCR en temps réel constitue une
technigue de détection plus rapide et plus spécifique de &. lamblia en comparaison avec I'immunofluorescence. Le
niveay de sensibilité insuffisant de la PCRg-muris a conduit & sen abanden pour la suite de nos experimentations.
Au final, ces expérimentations effectuées sur des kystes en suspensions purifiées ont abouti a la mise en place
de trois systémes de PCR en temps réel permettant d'une part de détecter de fagon globale les kystes de
G. lamblia et d'autre part les génotypes A et B pathogénes pour i'Homme, mais aussi pour de nombreux
mammiféres. L'originalité de notre étude repose également sur le développement de PCR analytiques spécifiques

des génotypes € et E, isolés respectivement chez des animaux domestiques et d'élevage.

La deuxiéme partie de notre étude rédlisée uniquement sur des prélévements d'eaux usées visait a

développer des protocoles de concentration-purification des kystes adaptés & l'analyse par immunofluorescence
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et surtout par PCR. Les techniques de biologie moléculaire présentent les avantages majeurs d'augmenter de
fagon considérable la rapidité, la sensibilité et la spécificité de détection des micro-organismes, mais sont en
contre partie sensibles & un grand nombre de composés inhibiteurs pouvant alors entrdiner une sous-estimation
des concentrations en kystes dans ces échantillons. Concernant la détection par immunofluorescence, le protocole
sélectionné associe la centrifugation, la séparation FEA (Acétate d'éthyle - Formaldéhyde) et la flottation sur
solution de Percoll™-saccharose., Le protocole de purification sélectionné pour la détection des kystes par PCR se
distingue du précédent au niveou de la séparation diphasique qui utilise uniqguement Facétate d'éthyle. Le
protocole d'extraction de 'ADN est également optimisé, la répétition de étape de digestion des protéines et de
purification des acides nucléiques sur colonne de silice constituant la modification la plus performante lors de
l'analyse d'eaux usées. Les gradients de densité sur solutions de saccharose, de bromure de potassium ou de
Nycodenz comparés a la flottation sur solution de Percoll™-saccharose, ne permettent pas d'augmenter les
concentrations obtenues par PCR en temps réel. Les procédés festés pour une détection optimale en présence de
débris et d'inhibiteurs en combinaison avec la flottation sont les cycles de congélation-décongélation, les
ultrasons, ainsi que des composés destinés & piéger les inhibiteurs ou & limiter leur effet lors de ['étape
d'amplification. La séparation immunomagnétique (IMS) est également évaluée au cours de cette étape. Parmi les
techniques destinées a limiter la sous-estimation de la quantification par les inhibiteurs et les débris, les
ultrasons s'avérent efficaces pour I'ensemble des prélévements, mais aboutissent toutefois d des concentrations
plus faibles que la séparation diphasique & l'acétate d'éthyle. LIMS, technique recommandée pour la purification
des kystes a partir de prélévements de faible turbidité, permet d'obtenir des concentrations totales en kystes
satisfaisantes lors de 'analyse par immunoflucrescence. En revanche, lors de la détection par PCR en temps réel,
elle aboutit @ des concentrations plus faibles que celles obtenues suite a la flottation.

La freisieme partie de netre étude, destinée d valider sur des échantillons environnementaux et
biologiques les conclusions des étapes précédentes, concerne tout d'abord la détection de Fespéce
Giardia lamblia, puis celle des génotypes A et B par PCR en temps réel et enfin celle des génotypes C et E par PCR
qualitative,

Sur des échantillons d'eaux usées prélevés au niveau des stations d'épuration de Nancy et de Metz, et de
I'abattoir de Metz, les concentrations en kystes de Giardia lambfia observées par PCR en temps réel sont
globalement concordantes avec les concentrations observées par immunofluorescence. En revanche, au niveau des
génotypes, des différences sont mises en évidence entre ces trois sites ol sont détectés les génotypes A, B et E
de Giardia lamblia. Concernant les génotypes A et B des différences sont observées suivant les sites. Le génotype
A est isolé au niveat des trois sites, d des concentrations légérement plus élevées que le génotype B. Le génotype
B est moins fréquemment détecté que le génotype A au niveau de la station d'épuration de Nancy et il n'est mis
en évidence dans aucun prélévement d'eau usée effectué 4 l'abattoir. Ainsi, le génotype B semble posséder un
potentiel de fransmission zoonetique plus limité que le génotype A. Quant ou génotype E considéré comme
spécifigue danimaux d'élevage, il est détecte uniquement dans les prélévements effectués a I'abattoir. A Fheure

actuelle, aucune étude ne reporte la détection de ce génotype dans des prélévements environnementaux. La
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présence de ce génotype E semble donc signer une contamination fécale d'origine animale et pourrait alors Etre
envisagée comme marquetr de contamination non-humaine.

Les systémes PCR spécifiques des génotypes A et B ont également permis de génotyper des kystes de
Giardia famblia isolés de selles humaines. Au niveau de ces échantillons, le génotype B apperdit comme nettement
majoritaire pour Fensemble des préléevements quelque soit leur origine. Pour ces cas sporadiques provenant
d'hépitaux francais, le génotype B représente 64 % des cas alors que le génotype A ne constitue que 36 % de ces
échantillons. Concernant les cas sporadigues, les sous-génotypes A-IT, B-ITT et B-IV ont été détectés par contre
le sous-génotype A-I n'est mis en évidence dans aucun échantillon. Au niveau des cas regroupés, seul le sous-
génotype B-IIT est isolé ce qui conforte I'hypotheése d'une source commune de contamination.

Ces expérimentations démontrent lintérét des techniques de biologie maléculaire et plus
particuliérement de la PCR qualitative et en temps réel lors de l'analyse de prélévements environnementoux ou
biologiques. Ces techniques permeftent en effet d'obtenir une réponse rapide, sensible et surtout spécifique,
tout en étant capable d'effectuer la distinction au niveau des espéces, des génotypes et des sous-génotypes. Les
outils développés et validés au cours de cette étude sur un nombre limité d'échantillons environnementaux
pourront étre utilisés & plus grende échelle afin d'établir une cartographie plus large et plus précise de la
répartition des génotypes et des sous-génotypes de Giardia lamblia dans 'environnement, mais aussi d'étudier le

role des différents hotes de ce protozoaire au niveau de la contamination des ressources hydriques,
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Etude bio-informatigue : Alignements des séquences avec les amorces et les sondes permettant la détection de Giardia lamblia et Giardia muris
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i Alignements des séquences avec les amorces et sondes permettant la détection des génotypes A et B de Giardia lamblia
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Etude bio-informatique : Alignements des séquences avec les amorces et sondes permettant la détection des génotypes € et E de Giardia lamblia
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RESUME R

Dans les pays industrialisés, les nombreuses épidémies. d'origine hydrique dues aux profozogires

* ont souligné Timpertance de ces micro-organismes longtemps sous-estimés par rapport aux bactéries et
. aux virus. Parmi ces protozodires, Giardia famblia est une espece complexe composée de sept génotypes
dont seulement deux sont considérés comme pathogénes pour ['Homme, mais aussi pour de nombreux
mammiféres. Les méthodes de référence actuelles font appel & limmunofluorescence qui autorise
uniguement la détection de l'ensemble des kystes du genre Giardia. Dans ce confexte, notre étude a
pour objectif de développer des outils permettant une détection spécifique des espéces et des
génotypes, puis de les transférer & fanalyse d'échantillons environnementaux et biologiques.

' La premitre partie de notre étude est réalisée uniquement & partir de kystes en suspensions
purifiées. Dans un premier temps, nous avons sélectionné et validé un systéme de détection par PCR en
temps réel permetfant daugmenter la spécificité de détection pour lespéce Giardia lamblia par
rapport & limmunofluorescence. Au-deld de la mise en évidence de cette espéce, nous avons également

“mis en place deux PCR en temps réef assurant la détection spécifique des génotypes A et B pathogénes
pour I'Homme, ainsi que deux PCR analytiques destinées d la mise en évidence des génotypes C et E
spécifiques respectivement dammeux domestiques et d'élevage. La sensibilité, la Speaﬁcn‘e et la
rapidité de détection constituent les avantages majeurs de ces différents outils, -

. La deuxigme partie-dz nos travaux vise d transférer ces techniques de détection d fanalyse
d'échantillons environnementaux suite & Févaluation de protocoles de concentration et de purification

_ des kystes. Les techiniques basées sur la détection du génome sont en effet sensibles & de nombreux

composés inhibiteurs présents a des concentrations élevées dans les échantiltons biologiques et surtout
environnementaux, et pouvant alors entrdiner une sous-estimation de la contamination par ces micro-
organismes. Différentes techniques de purification basées sur la densité des éléments a purifier

(flottation et gradienty de densité), la séparation immunomagnétique (IMS), mais aussi des procédés

destinés & limiter I'effet des inhibiteurs de PCR lors de l'extraction des acides nucléiques ou de leur
amplification sont évalués au cours de ceite étape. Le protocole sélectionné suite & ces
expérimentations comporte une concentration par centrifugation suivie par une purification des kystes
par séparation diphasique d acéfate d'éthyle et une flottation sur solution de Percoll™-saccharose
(d: 1,10). L'étape d'extraction des acides nucléiques est également modlflee au niveau de la digestion
de protéines et de la purification des acides nucléiques. S
La troisiéme partie constitue 'étape majeure de notre étude puisqu'elle concerne tout d'abord
la détection de l'espéce Giardia kimblia suivie par une analyse plus fine au niveau des génotypes. La
détection de l'espéce & lamblia s'avére dlors positive pour l'ensemble des peélevements. Des disparités

- sont enstite mises en évidence pour les génotypes. Le génatype A est ainsi isolé au niveau des stations

- d'épuration et de l'abattoir, alors que le génotype B, plus rarement mis en évidence, nest détecté dans

aucun échantillon provenant de l'abattoir. La détection du génotype E confirme la différence observée
entre ces sites puisquil est détecté uniquement dans les eaux usées de Fabatioir et eppardit comme un
margueur potentiel de contamination non-humaine. Les systémes spécifiques des génotypes A et B ont

également permis de génotyper des kystes de Giardia lemblia isolés de, selles humaines. Le génotype B

appardlt alors comme nettement majoritaire pour Iensemble des prélévements quelque soit leur origine.

Cette premiére éfude réalisée en France per;mef de détecter les génotypes B et A dans 64 % ef 36 %

des cas sporadiques respec‘rlvemenf Lanalysa de cas regroupés aboutit egalemenT é la m(se en

évidence du génotype B.-

Ces expérimentations démontrent i'infér"él‘ des techniques de biclogie meléculaire pour une
© détection rapide, sensible et spec:f&que mais aussi pour le génotypage de ce protozoaire au niveau

: enwronnemenml et biclogique. - '

Mo?s clés.: Giardia, gene?ypage PCR en temps réel, tmmunoﬂuoreswnce selles, enwronnemeﬂf
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