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Résumé

L'eau qui alimente destructures d’élevage ou encore des plateformesriexgeétaleg
aguacoles (et potentiellement I'equi en est issue) peut étre contaminée par dessagatihogene
infectant les coquillages, et plus particulierement kgires, ou encore par des agents pathog
entériques représentant un risque pour les constearsa Par ailleurs, la production poss
d'huitres tétraploides dans les installations dage implique 'Btude de solutions de traitemg
adaptées pour éviter tout rejet de gametes, laotesaissain d’animaux polyploides ds
I'environnement.

Le projet DESIMER a donc pour objeatifetudier et de comparer différentes technique
désinfection de I'eau de mela:chloration, I'ozonation et le rayonnement UVhalie définir quelle
approches techniques sont les plus adaptées tpuéeant en compte la création éventuelle de s
produits de désinfection.

Ainsi, trois techniques de désinfection de I'eati@g ciblées :

- la chloration, étudiée comme solution de référararemise en ceuvre dans de nombre
structures aquacoles pour des opérations de ngatade traitement des eaux intégrant diffierg
installations d’¢levage de I’Ifremer;

- l'ozonation, mise en ceuvre notamment dans quelgraads aquariums frangais
- l'irradiation UV, largement utilisée a plusieé@tapes des circuits d'eau de mer afitapt leq
installations d’élevage d’écloseries privées eladalateforme expérimentale de Bou®e procéd
présente l'avantagepriori de ne pas créer de sous-produits.

Les travaux ont donc porté sur I'adaptation dedifé&rentes techniques a I'échelle du laboratoi
sur la mise au point des méthodes d’analyses (@traaren flux, biologie moléculairefPCR) et d
suvi des performances des désinfections pour inacties pathogenes, les gameétes et larve
I'huitre creuseCrassostrea gigas
Un suivi des souproduits de désinfection a aussi été réalisé pmudifférents traitements afin
les qualifier et de les quantifier.

Les doses pour les trois techniques ont été datémniafin de satisfaire ces objectifs en faisgmid
a des outils et méthodologies fiables permettantédidier les performances de ces techniques
plus, la question de la création de spusduits de désinfection a été traitée et a pedaisonfirme
la formation de substances telles que le bromof@pnes chloration et ozonation de I'eau de n

Mots-clés — Désinfection, Traitement de I'eau, sous-produitsjbrio aestuarianus OsHV-L,
Crassostrea gigas

Words keys — Disinfection, Water Treatment, By-product¥jbrio aestuarianus OsHV-1,
Crassostrea gigas.

ous-

n

ee

er.



L.
1.

1.

V.

Table des Matiéres

TABLE DES MATIERES
Introduction 9
La désinfection physico-chimique 11
1.1 Principe général 11
1.1.1 Définition 11
11.1.2 Le parametre CT 12
1.2 Les principales méthodes de désinfection (Degremont — Suez, 2005) 12
11.2.1 La désinfection par chloration 12
1.2.2  La désinfection par ozonation 13
11.2.3 La désinfection par rayonnements ultraviolets 14
1.3 La mise en ceuvre en aquaculture 14
1.3.1  Pour I'inactivation de pathogenes 14
1.3.2  Pour I'inactivation de gametes et larves d’huitres 17
Introduction 17
L'ajout d'acide chlorhydrique (HCI) 17
La filtration frontale et tangentielle 18
L'ozonation 19
Le rayonnement UV 20
Synthése des traitements expérimentés pour I'élimination de gametes et larves d'huitres 21
Matériels et méthodes mis en ceuvre pour la réalisation de tests de désinfection 23
.1 La caractérisation de I'eau 23
II.1.1 Les analyses physico-chimiques 23
11.L1.2  Comptage et tests de viabilité par cytométrie en flux 24
11.L1.3  Détection d’ADN viral par biologie moléculaire 25
1.2 Les tests biologiques 25
11.2.1  Gameétes 25
11.2.2  Larves 26
1.3 Les protocoles expérimentaux 27
I1I.3.1  Chloration 27
Dispositif expérimental 27
Vibrio aestuarianus 27
Gameétes et larves d’huitres 27
111.3.2  Ozonation 28
Dispositif expérimental 28
Vibrio aestuarianus 28
OsHV-1 29
Gametes et larves d’huitres 29
111.3.3 Irradiation UV basse pression 29
Dispositif expérimental 29
Vibrio aestuarianus 30
OsHV-1 30
Gametes et larves d’huitres 31
Les performances de désinfection 32
v.1 Chloration 32




V.

Iv.3 Rayonnement UV basse pression

V.3 Traitements complémentaires
V.
Vil.

DESIMER

IV.1.1  Vibrio aestuarianus

32

IV.1.2 Gameétes et larves d’huitres

33

Tests de viabilité des ovocytes par cytométrie en flux

33

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gamétes
Tests biologiques pour les larves

34

35

V.2 Ozonation

IV.2.1  Vibrio aestuarianus

36
36

IV.2.2  OsHV-1

36

IV.2.3  Gameétes et larves d’huitres

37

Tests de viabilité des gamétes par cytométrie en flux

37

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gamétes
Tests biologiques pour évaluer la viabilité des larves

39

39

IV.3.1  Vibrio aestuarianus

40
40

IV.3.2 OsHV-1

41

IV.3.3 Gameétes et larves d’huitres

43

Tests de viabilité des gamétes par cytométrie en flux

43

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gamétes
Tests biologiques pour évaluer la viabilité des larves

44

45

Les sous-produits de désinfection

V.1 Introduction

V.2 Résultats

Vv.2.1 Les sous-produits recherchés

47
47

47
47

V.2.2 Chloration

48

V.2.3 Ozonation

49

V.2.4 Rayonnement UV

50

V.2.5 Conclusion

50

Conclusion

Références bibliographiques

50
51
53



Introduction

. Introduction

Le Laboratoire de Sécurisation des Productionsarckyliculture (LSPC) est localisé sur la
station Ifremer de Bouin, située dans le polderéostle ou sont implantées plusieurs écloseries et
nurseries. Depuis 2012, grace aux financements d@egion Pays de la Loire, du FEDER et du
Département de Vendée, un nouveau batiment a yautepour la mise en ceuvre de projets des
professionnels de la conchyliculture et des équgmsecherche, dans le cadre de la Plateforme
Régionale pour I'lnnovation Biosécurisation de Mistjues Bivalves d’Intérét Commercial.

Dans les structures d’élevage de type éclosenerserie, les eaux entrante et sortante peuvent étr
contaminées par des agents pathogenes infectacbdeslages, notamment le virus OsHV-1 et la
bactérieVibrio aestuarianusyesponsables de mortalités chez I'huitre crélrsssostrea gigaDe
plus, la production d'huitres tétraploides dansnstallations d’élevage s’accompagne de mesures
de gestion des effluents. C’est dans ce contextdauSPC a développé le projet DESIMER, afin
d’étudier des solutions de traitement adaptées mwatéger les élevages de contaminations
biologiques et éviter le rejet dans I'environnemdat polluants ainsi que de gametes, larves ou
naissains d’animaux tétraploides.

La désinfection fait partie des pratiques trés antes pour éliminer divers organismes biologiques,
et celle-ci est majoritairement réalisée gracesandéthodes d'oxydation (chloration, ozonation, ...) :
une des activités du LSPC en matiere de rechetaéveloppement est de définir quelles approches
techniques sont les plus adaptées pour mener aéiendésinfection. En plus de I'efficacité vis-a-
vis des contaminants ciblés, un des criteres dx @omatiere de méthodes de désinfection passe
par la maitrise de I'innocuité des produits trait€ependant, dans I'eau de mer, la question de la
création de sous-produits de désinfection estragmment prise en compte malgré l'existence de
nombreuses publications sur ce sujet (Abarnou, 1882arova et al, 1999; Schroeder et al, 2011,
Shi et al, 2013). Dans le cadre de traitement de l'eau temstallations d’expérimentation et
d’élevage, il est donc indispensable d'étudier gifier I'absence de sous-produits d'oxydation
problématiques pour I'environnement. En effet, despéces oxydantes (désinfectantes) réagissent
aussi avec le brome, composé présent a hauteuy ohg dans I'eau de mer, en créant notamment
le bromoforme (dans des conditions particulierasf)stance toxique pour lI'environnement aquatique.
Ainsi, afin de mettre en ceuvre des solutions déetreent adaptées, il est nécessaire de réaliser en
amont un certain nombre de tests a I'échelle durdabire. Ces tests permettent de vérifier I'effita
de désinfection par différents procédés sur les pomés d'intérét dans le domaine de la
conchyliculture, et d'identifier la présence ou miensous-produits d'oxydation problématiques. Les
procédeés étudiés sont :

— la chloration, choisie comme solution de référence car mise @realans de nombreuses

structures pour des opérations de nettoyage eaidenhent des eaux

— l'ozonation, utilisée au sein d'établissements aquacoles e encore dans quelques

aquariums en France

— lirradiation UV , déja mise en ceuvre a plusieurs étapes des sictadu de mer alimentant

la majorité des écloseries conchylicoles. Ce prégrdsente I'avantage priori, de ne pas créer

de sous-produits de désinfection. Un systéme U\ségsression, « classique » pour les

professionnels, fait I'objet de tests dans cetie&t



DESIMER

Le projet DESIMER prévoit donc trois volets distsqui sont :
I. la définition des moyens analytiquesécessaires a la caractérisation de I'eau dearsedés

différents tests afin de vérifier les performandes différentes technologies ciblées

ii. I'évaluation des performancesdes trois technologies citées plus haut pourdtiration de
gametes et larves d’huitres, et de pathogeneddire creus€rassostrea gigagels que le
virus OsHV-1 et la bactéridibrio aestuarianusDans ce volet, I'impact de facteurs tels que
la température ou la présence de matieres en sispesur les performances de traitement
est étudié

iii. la recherche de sous-produits de désinfectiomour les trois technologies et une premiéere
approche bibliographique pour identifier les moydages éliminer si nécessaire.

Dans ce rapport, apres une premiere partie prédamta rapide étude bibliographique sur les trois
techniques ciblées et leur application pour in&etibes pathogénes, des gamétes et des larves, une
seconde partie présentera les matériels et méthadesn place pour la réalisation des différerdtste

La partie 3 présentera ensuite les performancenobs pour les différentes techniques alors que la
partie 4 abordera la question des sous-produitiedimfection.

Enfin, un document technique sur les opérations de désimton de l'eau de meren
conchyliculture est adossé a ce projet pour informer précisémesnttllisateurs de ces techniques et
les parametres a prendre en compte pour sécueserlévages et éviter tout rejet de substances
néfastes pour I'environnement.
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La désinfection physico-chimique

ll. La désinfection physico-chimique

[I.L1 Principe général

[1.1.1 Définition

Selon le mémento technique de I'eau (Degremontez,2005), la désinfection consiste a
inactiver les organismes pathogenes tels que [&énes, les virus et les parasites. Elle se djggn
de la stérilisation qui vise I'élimination totalesdgermes.

L'action germicide des désinfectants est baségesumécanismes d'oxydoréduction. L'efficacité d'un
désinfectant chimique est donc directement lié®ra gouvoir oxydant, lui-méme fonction de la
température et du pH.

L'efficacité de la désinfection physico-chimiqué esprimée en unité logarithmique du pourcentage
d'organismes vivants résiduels (voir Tableau csdes).

Taux d'inactivation | 90,00%| 99,00%| 99,90% 99,99%  100,00%

Unité log 1 2 3 4 5

Tableau 1 : Unité d'inactivation

Un Log d'inactivation est une mesure du pourcentigenicro-organismes inactivés pendant une
opération de désinfection et est défini comme:suit

loginactivation = log(Ny/Nr)
avec,
No = concentration initiale en micro-organismes vigan
Nt = concentration en micro-organismes au temps ffastement

Les principaux oxydants utilisés en désinfectiomt so
- l'oxygene;
— le chlore et I'nypochlorite
— le dioxyde de chlore
- l'ozone;
— le permanganate
— le peroxyde d'hydrogéne
— l'acide peracétiqug
- lesrayons UV
— les systemes d'oxydation avances.

Cependant, au regard de leur pouvoir oxydant enfiesant, les techniques a base de chlore, d'ozone
et de rayonnements UV sont les plus utilisées.

11



DESIMER

Le Tableau 2 présente les applications potentidibeses principaux désinfectants.

Agent désinfectant | Chlore Chloramines Dioxyde de chlore Ozone uv
InactJ\/_atlon des ++ + 4 it ++
bactéries
Inactivation des virus +++ + ++ +++ ++
Inactivation des 0 0 0 + 4t

kystes de protozoaires
Effet rémanent + ++ + 0 0
0 sans effet, + effet positif faible, ++ effet pgdsinoyen, +++ effet positif excellent

Tableau 2 : Applications potentielles des principaésinfectants (Degremont Suez, 2005)

I1.1.2 Le parametre CT

L'inactivation microbienne est réalisée sur la ldee « tables CT » développées pour la loi
United States Environmental Protection Agency (PAEL999a et 1999b) qui concerne le traitement
des eaux de surface. « C » est la concentraticsuede en désinfectant (mg/l) et « T » est le temp
de contact (minutes) entre I'eau a traiter et Erdéctant. Ces tables indiquent les valeurs de CT
(produit des deux parametres) pour des niveauadiiration en fonction de différentes conditions
opératoires. Différentes tables existent pour thffiés désinfectants. Quand la valeur de CT augmente
un meilleur rendement d'inactivation est obtenulpalésinfectant chimique concerné. Ainsi, le CT
et donc le niveau d'inactivation peuvent étre augasen appliquant des doses plus grandes de
désinfectant ou en augmentant le temps de coftacexemple, pour un objectif d’inactivation de 4
Log de virus dans une eau ayant un pH compris éndte9 et une température de 15 °C, une valeur
de CT de 4 a été définie par 'US EPA. Ainsi, daas conditions, une concentration de 1 mg/l de
chlore libre et un temps de contact de 4 minutesaitehéoriquement suffire a réduire de 4 Log une
population virale.

C'est ainsi que le concept « CT » est utilisé eatigque pour comparer l'efficacité des difféerents
désinfectants chimiques. Les autres parametregradg en compte pour juger de la qualité de
désinfection sont :

- larémanence de I'oxydant

— la reviviscence des micro-organismes sous l'eftetddveloppement de mécanismes de

réparation.

1.2 Les principales méthodes de désinfection (Degr  emont — Suez, 2005)

[1.2.1 La désinfection par chloration

La chloration des eaux est effectuée a partir tlrelyazeux ou des hypochlorites de sodium
et de calcium, plus faciles a mettre en ceuvre.ddahlorite de sodium, majoritairement utilisé par
de nombreux établissements, est formé par disealdii chlore gazeux dans une solution de soude
en exces. La solution agueuse commerciale conrugelsmom « eau de javel » est un liquide jaune
verdatre de pH 11,5 a 13. La solution techniquecasictérisée par une concentration de 47 a 50°
chlorométriques correspondant a 149-159 g/l deretdotif. L'eau de javel pour usage ménager est a
15° chlorométriques environ (47,5 g/l de chlorefact
Le temps de contact nécessaire est essentielldidemta cible visée, a la présence de composés

12



La désinfection physico-chimique

interférents (MES, composés oxydables) et aux tiomdi d'application du chlore : concentration en
chlore libre, pH, température de l'eau et qual#élad mise en contact (mélange, hydraulique du
réacteur).

Parmi les facteurs dont dépend l'efficacité du iehlte pH et la température de I'eau ont un effet
prépondérant :
— le pH conditionne la distribution des especes ahimchloreux et anion hypochloriter
I'acide hypochloreux, reconnu comme le plus geneicprédomine en milieu acide a neytre
— lavitesse d'inactivation des micro-organismes argma tempeérature croissante.

Ainsi le pH de I'eau de mer étant situé autouradealeur de 8,2, les performances de chloration en
aquaculture ne peuvent pas étre maximales.

[I.2.2 La désinfection par ozonation

L'ozone est capable d'oxyder beaucoup de substargasiques et inorganiques dans l'eau.

Sa solubilité dans I'eau (570 mg/l) est 12 foissghmible que celle du chlore, ce qui explique des
concentrations mises en ceuvre le plus souvent e¢eespentre 0,1 et 1 mgl/l.
L'ozone réagit rapidement avec les micro-organisehesorte que les valeurs de CT sont en général
faibles. L'ozone est capable de détruire les graex organismes pathogénes rencontrés. Il apparait
que :

— les micro-organismes les plus résistants sontri@®poaires qui peuvent impliquer des CT

plus de 100 fois supérieurs a ceux nécessairesgpbactériee. coli;

— un CT égal a 2 mg.min/l est suffisant pour détrai® % les bactéries, les virus et I'ensemble

des kystes d6iardia.

L'action de l'ozone sur les micro-organismes dépaesl conditions du milieu dont le pH, la
température, la présence d'autres composes oxgdetldle concentration en MES. En effet :
— le pH conditionne la décomposition de l'0zom@e augmentation de cette derniére vers des
pH basiques a pour effet de réduire la concentratio ozone dissous et donc l'efficacité de
désinfection
— bien que la température joue en sens inverse sswolldilité de I'ozone et sur la vitesse
d'inactivation, l'efficacité de désinfection augreea température croissante
— les matiéres organiques contribuent a la demande@me de I'eau et entrent en compétition
avec les micro-organismes
— les matiéres en suspension peuvent protéger le®4miganismes et, de ce fait, rendre la
désinfection plus difficile.

La formation de bromates, au cours de l'ozonatisylte de I'oxydation des ions bromures selon un
mécanisme complexe dans lequel I'ozone et le dabigdroxyle sont impliqués. Dans les eaux
naturelles de pH compris entre 6 et 8, I'ozone jaoerble clé dans la formation de l'acide
hypobromeux (HOBr) que le radical hydroxyle (HOxyde ensuite en ion bromite (BsDalors
facilement converti en ion bromate (BffOpar l'ozone. La formation de composés organobsomé
reste un phénomeéne minoritaire. Il s'ensuit queolaversion des bromures en bromates peut étre
minimisée moyennant :

— le contréle du pH pour limiter la décompositionldzone en radical hydroxyle et orienter

I'équilibre HOBI/BrO ;

— l'addition d'ammoniaque qui réagit tres rapidenaseic I'acide hypobromeuyx

— lamaitrise de I'nydrodynamique du contacteur adaptation des conditions d'application de

13



DESIMER

l'ozone.

[1.2.3 La désinfection par rayonnements ultraviolet s

Le rayonnement utilisé en traitement de désinfac® situe dans la gamme UVC qui définit
le domaine germicide. En effet, les constituants detériaux cellulaires, protéines et acides
nucléiques, absorbent la lumiere entre 200 et 8d@vec un maximum d'absorbance a 260 nm pour
I'ADN.

Ce rayonnement UV est produit majoritairement dippde lampes a gaine de quartz et a vapeur de
mercure a faible ou a moyenne pression. Selon #ss KEmission est respectivement quasi-
monochromatique a 254 nm ou polychromatique. Leamiéme d'action germicide est basé sur
l'absorption des photons par les bases pyrimided'ADN, principalement thymine mais aussi
cytosine. L'irradiation provoque alors la dimérisatde bases voisines avec rupture de la chaine ADN
de telle sorte que la réplication ultérieure ebilige. L'efficacité du rayonnement UV est prouvee
concernant I'élimination des bactéries, sous faspwrulée ou non, des rotavirus, poliovirus et des
kystes de protozoaires tels que les kystes de @pptidium. En revanche, les ceufs d'Helminthe ne
seraient pas inactivés.

La reviviscence de certains micro-organismes peilitelr la qualité de désinfection. Ce probleme est
lié au développement de mécanismes capables deérégéa structure ADN. Les études montrent
gue la photo-réactivation est possible pour lesngsrcoliformes totaux et fécaukscherichia coli
Streptomycesierobactey Penicillium, Saccharomycest Micrococcus

Les rayonnements UV appliqués en désinfectionsmités pour leur production minimale de sous-
produits. Les composés chimiques présents dans tei absorbent aux longueurs d'onde émises
pour la désinfection, peuvent cependant donner dida formation de produits secondaires. Ce
phénomene est d'autant plus important que le speetitumiére propre au systéme de production UV
est large par rapport a la longueur d'onde germi@ds des lampes moyenne pression).

La dose UV (mJ/cRA) est fonction du ou des micro-organismes visétedtobjectif de désinfection
recherché. Cette dose augmente avec la sévéritébjiectif a atteindre et cette relation n'est pas
linéaire en présence de matieres en suspensiontyaoééger voire encapsuler les micro-organismes.

1.3 La mise en ceuvre en aquaculture

[1.3.1 Pour l'inactivation de pathogénes

En 1995, Torgersen et Hastein ont tenté d'étabbrrégles afin de réduire au minimum les
opérations et donc les quantités de désinfectaistemoeuvre en aquaculture. L'étude portait sur les
élevages de saumons, mais les auteurs ont consjgérlés procédures et principes de désinfection
étaient équivalents pour d'autres types d'élevegiesne par exemple les mollusques bivalves.

14



Le tableau ci-aprés montre les différentes méthodes de désinfection mises en ceuvre en aquaculture.

La désinfection physico-chimique

Process Indications Method of use * Comments
Physical
Desiccation, light Fish pathogens on earthen Dry for three months at an average Drying period can be reduced by
bottoms temperature of 18°C the use of a chemical disinfectant
Dry heat Fish pathogens on concrete, Flame-thrower, blow-lamp
stone, iron, plastic surfaces .
Damp heat Fish pathogens in Steam at 100°C or higher for 5 min

Ultra-violet rays

Chemical
Quaternary ammonium
compounds

Calcium oxide

Calcium hypochlorite **

Calcium cyanamide

Formalin

Iodine (iodophors)

Ozone

Sodium hydroxide

Sodium hypochlorite **

transportation vehicle tanks

Viruses and bacteria in water
Myxosporidia spores in water
IPN virus in water

Virus, bacteria, hands
Gill bacteria, plastic surfaces

Fish pathogens on dried
earthen base

Bacteria and viruses on all
clean surfaces and in water

Spores on carthen base

Fish pathogens in sealed
premises

Bacteria, viruses on hands and
smooth surfaces

Eyed eggs

Gametes during fertilisation
Tanks

Fish pathogens, water,
sterilisation

Fish pathogens on resistant
surfaces with cracks
(unpainted concrete, etc.).
May be used in dried
carthen ponds

Bacteria and viruses on all
clean surfaces and in water

Nets, boots, clothing, hands

5 mJ/em? Minimum lethal dose
35 mJ/em?

125 mJ/cm?

1 mg/l for 1 min IPN virus resistant

2 mg/l for 15 min

0.5 kg/m? for one month Replace in water and empty
disinfected pools, keeping

the effluents at pH < 8.5

Can be neutralised with sodium

thiosulphate **

Solution with chlorometric degree of
0.01 (i.e. 30 mg Cly/1) left to inactivate
for several days

3,000 kg/ha on dry surfaces; leave in
contact for one month

Released from formogenic substances,
generally trioxymethylene.

Comply with instructions

> 200 mg/] for a few seconds See special recommendations **

100 mg/l for 10 min
25 mg/l for several hours

1 mg/l for 1 min Costly

Mixture: The most active disinfectant
- sodium hydroxide 100 g (Ca[OH},) stains the surfaces
—teepol 10 g treated; teepol is a tensio-active
- calcium hydroxide 500 g agent.
~water 10 1. Turn water on, checking pH

Surfaces: spray 0.1 //m?, leave for 48h.
Earth ponds: spray 2 I/'m?, Jeave
for at least 2 weeks

Chlorometric degree of solution =0.01 Based on bleach
(i.e. 30 mg/1 chlorine).

Leave to inactivate for a few days or

neutralise with sodium thiosulphate

after3h

Chlorometric degree of solution = 0.06.
Leave for 20-30 secs; rinse with clean

water or neutralise with sodium thiosulphate

IPN: infectious pancreatic necrosis
* Concentrations indicated are those for the active substance
** Chlorine and iodine are highly toxic for fish and, in order to prevent serious accidents which could result from a manipulation error, it is
recommended to neutralise these products with sodium thiosulphate, as follows:
5Na,5,0, +4Cl, + 5H,0 — 2HSO,~ + 8CI™ + 4H,0 +4S +4S0, + 10Na*. ,

Hence, five moles of thiosulphate neutralise four moles of chlorine; the proportions are the same for iodine. It is therefore possible to prepare a thiosulphate
solution at 1%, in which case the neutralising volumes (in ml) will be as follows:

~ for chlorine: 28.5 (number of litres of the disinfecting solution x concentration mg/1)/100

~ for iodine: 7.8 (number of litres of the disinfecting solution x concentration mg/1)/100

Tableau 3 : Les difféerentes méthodes de désinfection mises en ceuvre en aquaculture

(Torgersen et Hastein, 1995)

Selon ce tableau, des doses de 30 mg/l d’hypochlorite de sodium (temps de contact non précisé), de
1 mg/l d’ozone pendant 1 minute et de minimum 5 mJ/cm? seraient suffisantes pour l'inactivation de
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bactéries et virus. Concernant le traitement pgsmaement UV, cette valeur a été confirmée lors du
projet européen Bivalife lors duquel des testsatiivation du virus OsHV-1 ont été réalisés avec
une efficacité démontrée dés 3 mFenontrant la forte sensibilité du virus aux UVC fiRart final
Bivalife, 2014).

Plus recemment, Hiclt al.(2016) ont évalué la stabilité de I'herpées virgH9-1 dans I'eau de mer

et des tissus d’huitre apres désinfection parrdiffies techniques de traitement. Des tests lali@ato
en petits volumes ont été menés afin d’évaluefidatité de désinfection de méthodes diverses dont
lirradiation UV et I’hypochlorite de sodium, comnirediqué dans le tableau suivant pour des essais
dans I'eau de mer.

Disinfection of OsHV-1 in seawater assessed using a bipassay in conjunction with gPCR. The concentration of OsHV-1 in the seawater before treatment was 3.5 » 102 OsHV-1
genome copesul

Treatment  Disinfection method Binassay result
[ind

Trearment Diose/description Buffer Quantity OsHV-1"  n  Mortality (%)  gPCR ovsters Outcome
exchange (after treatment)

Mo, positive  Quantity OsHY-17

{Range)
1 No treatment Positive control No 1.7 = 10¢ & 100 6 14 x 10°-29x 10*  Positive
2 Mo treatment Positive control Yes 19« 10° 3 100 3 30> 10°-9,5 % 10°  Positive
3 heat 42 °C 5 min No 81 x 10 6 83 6 83 x 10°-1,2 x 10°  Positive
4 LV irradiation - 1000 mW/cm?® 10 min Mo 14 » 10 5 ] 0 0 MNegative
5 Sodium hypochlonte 50 ppm available chlonne 15 min Yig 1.8 = 10¢ 5 ] 0 0 Megative
6 Sodium hypochlorite  10% v/v foetal bovine serum + Yes 22 x10* 5 100 5 10 = 10%1.7 % 10°  Positive
50 ppm available chlonne 15 min
7 Virkon 1%w/v 15 min Yes [i] 4 0 ] ] Negative

* 0sHV-1 genome copies/mg tssue or ul seawater,

Tableau 4 : Résultats de tests de désinfectiorudideamer pour inactiver OsHV-1 (Hick et al., 2016)

Les performances de traitement ont été vérifieésega des tests biologiques et des analyses gPCR
pour déterminer la quantité d’ADN viral présent sldfeau. Les résultats montrent une nette
diminution du nombre de copies d’ADN par pl (deadice de 95 %) apres traitement par irradiation
UV (1000 mW/cn pendant 10 minutes) et ajout d’hypochlorite deiwmd(50 mg/l pendant 15
minutes soit un CT de 750), et une absence totateaitalité d’huitres maintenues 7 jours dans I'eau
traitée. Par ailleurs, une diminution des perforeesnd’une désinfection par ajout d’hypochlorite de
sodium lorsque d’autres composés sont présentsl@ans(ici du sérum de feetus bovin), montre
limportance de connaitre la qualité de I'eau dév@ime traitée afin de prendre en compte la
compétition pouvant exister entre les especes détsminactivées et les autres composés présents
dans I'eau. A noter que les doses mises en ceunsecaite etude sont élevées et dans des conditions
opératoires de laboratoire avec des tests de d@ésori réalisés sur 10 ml d’'eau de mer. Ces
conditions sont donc éloignées d'un traitement endtions réelles, particulierement pour le
traitement par irradiation UV pour lequel la plupdes systéemes utilisés ne permettent pas d’ateeind
de telles doses.

Enfin, une autre étude a montré qu’une filtratiamaseuil de coupure de 5 pm était suffisante pour
protéger les élevages d’'une infection par OsHVdnssajout de systeme d'irradiation UV
(Whittingtonet al, 2015). L'efficacité de ce traitement simple n&pendant pas été démontrée pour
d’autres pathogenes tels que la bactéitieio aestuarianus
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11.3.2 Pour l'inactivation de gamétes et larves d’h  uitres

Introduction?

La production d’huitre€rassostrea gigatriploides issues d’huitres tétraploides en France
génere des effluents en sortie d’écloserie quit fapérativement traiter. L'objectif est d’éviteute
interaction dans I'environnement entre des animatnaploides et diploides. Dans ce contexte, peu
de travaux, hors Ifremer, ont été effectués ponattivation de gametes et larves d’huitres dasis le
effluents d’écloserie. Cette partie fera donc ppalement état d'études réalisées a I'lfremer
concernant I'efficacité de quelques techniquesadatection qui sont :

- I'ajout d’acide chlorhydrique

- lafiltration frontale et tangentielte
- l'ozonation;

- [lirradiation UV.

L'ajout d'acide chlorhydrique (HCI)

Des 2004, des tests d'élimination de larves osikie200 a 250 um ont été réalisés dans les
installations Ifremer de Bouin. Les quantités dlaathlorhydriquédilué au 1/10éme pour atteindre
des valeurs de pH inférieures ou égales a 2 (dassqméealables a pH 3 avaient montré une effieacit
insuffisante) étaient les suivantes.

pH Volume (ml) d'HCI 1/10 pour 200 ml d'eau
2 2,6

15 6
1 19,5

Tableau 5 : Proportion d'acide chlorhydrique a metn ceuvre pour différentes valeurs de pH

Les essais d'élimination des larves ont été ré&asisedes durées de 30 minutes, 3 heures, 5 tetures
24 heures, avec la vérification de la mortalitéed temps d'expérience pour des échantillons
« témoin » en eau de mer sans acide chlorhydrique.

Lefficacité du traitement a été suivie sur la bdséa perte d’activité des larves qui sont normaliet
mobiles. Dans des conditions de pH égal a 2 et potemps de mise en contact de trois heures, tous
les essais ont montré une absence totale d’actiggdarves grace a une observation au microscope.
Cependant, si des larves non actives étaient sgsitfinement observables, le traitement ne conduisait
pas a la destruction totale de ces derniéeres.

! Dans tous les essais laboratoire présentés opaedes mélanges de spermatozoides et d'ovodilteésurespectaient

un ratio 100/1 et la mise en contact des gameaétsréalisée avant la réalisation du traitementité® les expériences se
sont déroulées a I'échelle du laboratoire, c'abtéapour des volumes allant de 200 ml a 10 | maxmnd'eau de mer a

traiter.

2 Qualité non connue
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Ainsi, avec l'objectif d'un traitement efficace patdes rejets d'écloserie possédant des huitres
tétraploides, les quantités d'acide chlorhydriquécla apporter pourraient étre les suivantes :

Conditions expérimentales) Débit moyen | Débit maximum Volume annuel d'HCI
pH V =200 ml estimé : 1 ni/h | estimé : 5 ni/h pour Q =1 m¥h
2 0,0026 | 13 1/h 65 I/h 570
15 0,006 | 30 1/h 150 I/h 1314°m
1 0,01951 97,5 I/h 487,5I/h 427CG'm

Tableau 6 : Quantités d'acide chlorhydrique a neeetn ceuvre en fonction du débit d'eau a traiteledta valeur de pH
visée

Il est important de rappeler que les chiffres denti@ns le tableau précédent sont le résultat d’une
extrapolation faite a partir d'informations obtesymur de faibles volumes. Une étape de validation

serait de ce fait nécessaire. Cependant, au relgardolumes d’acide chlorhydrique a mettre en jeu

pour atteindre une valeur de pH de 2, du temp®dtact de 3 heures et d’'une étape de neutralisation
des effluents a prévoir avant rejet dans le mitiaturel, cette solution n’est pas envisageable.

La filtration frontale et tangentielle

Des essais ont été réalisés en 2006 en parteaaei@ta société Pall (Pall Corporation, 2006a
et 2006l; Martin, 2008) qui a effectué des tests de filtmatsur des solutions concentrées en
spermatozoides d'huitres creuses. Des tests ljakgiétaient ensuite réalisés avec des ovocytes et
comparés avec une fécondation témoin réaliséetia garspermatozoides non traités.

Deux types de filtration ont été envisagés :

- lafiltration frontale avec des médias filtrantsiséorme de plaques ou de disques. Les essais
étaient réalisés pour un débit de 20 ml/min. Detsteomplémentaires ont également étée
réalisés pour observer I'impact de la présencehgtoplancton sur le colmatage des médlias

- la filtration tangentielle de type microfiltraticevec des membranes (systéme MICROZA,
série UMP) possédant des diamétres de pores gar0,Rour un volume initial de 5 | a traiter,
le débit de perméat était d’environ 13 ml/min edébit de recirculation d’environ 160 ml/min.
Au bout de 360 minutes de filtration, le volumepgemeéat recueilli était d’environ 4,6 .
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Les résultats des tests biologiques pour ces deux configurations de traitement sont les suivantes® :

comptage larves | nb total |
) | 05ml | 0.5mI |
| Témoin | 180 | 230 | 16400

[ frontale 8mI/mn du
20/04
PDH4(K700+KS50) 20 23 1720
15p-1p

| sperme

[tangentielledu20/04 | 1 | 6 | 280

frontale 20ml/mn du

20/04

PDH4(K700+KS50) 0 0 0
15p-1p

| sperme

frontale monoseuil
21/04

KS50 1p
sp+ov+phyto

frontale double seuil du

21/04

PDH4(K700+KS50) 0 0 0
15p-1p

sp+ov+phyto

Tableau 7 : Résultats de tests biologiques suite a la filtration d'eau de mer contenant des spermatozoides, mis ensuite en
contact avec des ovocytes sains

Ces résultats montrent que la filtration frontale permet une absence totale de fécondation, sauf lors
du test a 8 ml/mn avec filtre PDH4 lors duquel le filtre a ét¢é endommagg¢ et ne remplissait donc plus
son role de barriére physique. Par contre, la filtration frontale nécessite une étape préalable de
filtration a un seuil de 25 pm en présence de phytoplancton, ceci afin d’éviter un colmatage accéléré
des médias filtrants.

En ce qui concerne la filtration membranaire, quelques larves ont pu étre comptées lors des tests
biologiques (moins de 2 % du nombre de larves comptées dans le ballon témoin).

La filtration membranaire a déja été étudiée a la station Ifremer de Bouin en 2005 (Batoula, 2005).
Les expériences étaient réalisées durant 1h30 avec un débit d’environ 2 ml/min en eau de mer
contenant uniquement des spermatozoides d’huitres. Tous les essais menés avec différents types de
membranes, minérales et organiques, ont montré 100 % d’efficacité, soit 0 larve D lors des tests
biologiques effectués apres filtration. Ceci indique que, dans les conditions d’essai, soit les
spermatozoides étaient arrétés physiquement par les membranes, soit ils pouvaient passer au travers
des membranes mais en subissant une altération suffisante pour leur faire perdre leur pouvoir
fécondant.

L'ozonation

En 2009, une étude d'élimination des gamétes d'huitres creuses* par ozonation a été réalisée
par Baudon et al. dans les installations Ifremer de Bouin. Le principe consistait a préparer une solution
de gametes males et femelles a différentes concentrations, puis de mettre cette solution en contact
avec l'ozone sur différentes durées.

3A confirmer par des essais a plus grande échelle
4 Les gamétes étaient mis en contact avant le traitement puis le taux de fécondation était évalué
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Les concentrations en ozone testées dans des ballons de 10 I étaient de 5 mg/l, 10 mg/l, 12,5 mg/I et
15 mg/l.

Le nombre de larves compté dans les différents ballons d'essai est présenté dans le tableau ci-dessous.

Concentration Nombre de Nombre de
en ozone (mg/l) |larves « témoin » | larves ballons 1
et 2 (moyenne)

6,02 4156 11
9,60 4462 4
12,60 6440 2
15,80 2428 0
16,14 4014 3

Tableau 8 : Résultats de tests biologiques suite a l'injection de différentes doses d'ozone

Les résultats montrent que, pour une concentration en ozone de l'ordre de 11 mg/l, le nombre de larves
D est plus de 99,9 % inférieur au nombre de larves D comptées dans les ballons témoin, sans ozone.

En 2010, une étude complémentaire a été réalisée par Chauvelot ef al. afin d'observer l'impact de plus
faibles concentrations en ozone dans I'eau, de 0,1 mg/l a 2 mg/l. Les solutions de gameétes ont été
préparées de fagcon similaire aux essais présentés ci-dessus. Les principaux résultats sont présentés
dans le tableau ci-apres.

[ Concentration ORT | Pourcentage de

(mg.l-1 eq O°) mortalité larvaire

(| 0.1 [ 99,56 '
. , 0.2 ’ 98,81
ot S
. _ 0.6 ‘ 99,65
, 18 ‘ 99,54
(| 19 , 99,05
, 6.0 _ 99,76
Essais | | 96 _ 99,87
2000 1| 12,6 . 99,97
16,0 [ 99,98

-

Tableau 9 : Mortalités larvaires suite a l'injection de différentes doses d'ozone

Les résultats montrent que, quelle que soit la concentration en ozone testée durant tous ces essais, le
nombre de larves D est de 98,7 % a 99,9 % plus faible que lors de fécondations « témoin ». Ainsi, des
concentrations en ozone de 0,1 4 0,2 mg/l permettraient d'obtenir une efficacité tres proche de ce qui
a été obtenu avec des concentrations supérieures en ozone. Dans ces conditions, la concentration en
ozone résiduelle serait inférieure a 0,02 mg/l, permettant ainsi le rejet dans le milieu naturel sans
traitement complémentaire (sans neutralisation).

Le rayonnement UV

En 2010, des essais succincts d'élimination de gameétes (ovocytes + spermatozoides) par
rayonnement UV ont été réalisés a la station Ifremer de Bouin, mais sur des appareils de faible
puissance destinés a effectuer de la climatisation d'eau en aquariophilie et équipés de lampes UV.
Dans les conditions testées, des taux de fécondation d'environ 50 % ont été observés et I’impact du

20



La désinfection physico-chimique

pompage n'a pas été évalué. Des essais doivemgtdeits avec un systéme de traitement UV congu
pour le traitement des eaux afin d'étudier I'effiad'un tel traitement vis-a-vis des gametearetls
d'huitres.

En 2000, Liet al ont étudié 'effet d'une irradiation UV sur dgsesmatozoides d’huitres creuses
Crassostrea gigasivec une lampe délivrant une dose de 72 erg/smipendant 60 s soit une dose
UV denviron 43 mJ/cfy une inactivation des spermatozoides a été olesegouésque toute
fécondation réalisée avec des ovocytes sains $'@@anis d'atteindre le stade de larve D. La dose
délivrée correspond aux systémes mono-lampes égtilisans beaucoup d'établissements
conchylicoles.

Synthese des traitements expérimentés pour I'élimination de gametes et larves d'huitres

Efficacité Méthode de N
. : e Co0t annuel
Traitement maximale | vérification des . Remarques
estimé
obtenue performances
Acide Non prise en compte d'une étape
, 0 . "
chlorhydrique 100% Tests biologiques  114k€ de neutralisation
10%
De 10 428 k€ | Etude réalisée pour un traitement
Filtration frontale 100% Tests biologiques selon les typescomplémentaire a I'ozone (5 m
de filtres par an)
Filtration Etude réalisée pour un traitement
. 100% Tests biologique$ 29 k€ complémentaire a I'ozone (5 m
membranaire
par an)
Non prise en compte de I'achat
ou la production d’oxygéne
Ozonation 99,9% Tests biologiques 4kE necessaire au pr,ocede et d un
traitement complémentaire afip
d’éliminer les sous-produits
d'oxydation
Comptage larves D Etude trés succincte, doit étre
Rayonnement UV | Environ 50% btag - approfondie avec du matérie
actives adapté

* ne tient pas compte des consommations électrigtides frais de maintenance / entretien.

Tableau 10 : Synthése des principales caractérissgdes traitements envisagés pour I'éliminatiogateétes et larves
d'huitres

Une durée de vie des équipements de 10 ans adgsiectomme base de calcul des montants
indiqués dans le tableau ci-dessus. Ainsi, pouplesédés de filtration et d’ozonation, les cobists
le résultat du codt d'investissement divisé palPblur les autres techniques, il ne s’agit que détsc
relatifs a I'achat de produits chimiques.

L'ozonation et la chloration semblent étre les timhs étudiées les moins chéres, mais n'‘ont pas
montré 100% d'efficacité lors de ces études etss@emt une surveillance accrue des espéeces
oxydantes résiduelles pouvant étre créées. De lpiphases de neutralisation et d'élimination des
sous-produits de désinfection éventuels n‘ont papréses en compte.
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De maniére générale, pour tous les procedeés téssgserformances doivent étre vérifiées vis-a-vis
de gameétes males seuls ou gameétes femelles sautela n'a pas ou peu été étudié dans les essais
présentés ici.
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lll. Matériels et méthodes mis en ceuvre pour la
réalisation de tests de deésinfection

1.1 La caractérisation de I'eau

[11.1.1 Les analyses physico-chimiques

En traitement des eaux, la caractérisation préaldéll’eau est une étape essentielle pour le
choix des techniques de traitement et la détermoimale parameétres opératoires pertinents. La partie
2 du présent rapport fait notamment référence & olegposantes de la qualité d’eau pouvant altérer
les performances de désinfection. Ainsi la rechedn carbone organique dissous, de fer ou encore
de manganese a été ciblée pour caractériser lgsugisées pour tous les essais. Ces analyses ont
été confiées a un laboratoire d’analyses envirommahes (Inovalys). Les paramétres mesurés et les
valeurs associées pour I'eau de mer mise en ceourel’pnsemble des expérimentations sont les
suivants :

Analyses Résultat
Brome < 0,11 mg/l
Brome total < 0,11 mg/
Bromures 60,8 mg/l
Azote Kjeldahl 0,7 mg (N)/

Carbone Organique Dissous 1,9 mg/|

Bromates <1 000 pg/l
Fer 0,02 mg/I
Manganése < 5,0 g/l

Tableau 11 : Caractérisation de I'eau de mer mise&uvre dans les expérimentations

Au regard de ces résultats, la qualité de I'eamde mise en ceuvre dans les expérimentations ne
présente pas d’élément a des teneurs susceptilalédretr les performances de désinfection par
oxydation.

Durant les tests de désinfection par oxydationndesures de potentiel Redox ont été réalisées mais
les sondes, peu adaptées au milieu eau de met, pesnpermis d’obtenir de mesures fiables, au
mieux d’observer une augmentation de ce potemi@irésence d’oxydant dans I'eau.
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l11.1.2 Comptage et tests de viabilité par cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d'analyse qualitative et quantitative de cellules en
suspension dans un flux de liquide (caractéristique optique/ excitation par laser). La détermination
des caractéristiques physiques (taille, complexité, ...) et chimiques (auto-fluorescences ou
fluorescences liées a l'incorporation de molécules sondes) permet le phénotypage des populations
cellulaires et 'évaluation de nombreuses fonctions cellulaires.

Un cytometre en flux de paillasse Cyflow Space PARTEC (2012) a été mis en ceuvre pour la
détermination des concentrations dans I’eau en bactéries Vibrio aestuarianus, en spermatozoides et
en ovocytes. L’appareil est équipé d’un laser bleu (488 nm) et d’une source UV (LED). Le signal peut
ensuite étre traité sur 6 paramétres : taille, forme, émission dans le vert, I’orange et le rouge.

Pour V. aestuarianus, une méthode a été¢ développée afin de compter de fagon juste et reproductible
les bactéries présentes dans un échantillon d’eau de mer. Cette phase de développement a été réalisée
en collaboration avec le Laboratoire de Génétique et Pathologie des Mollusques Marins (LGPMM)
de la station Ifremer de La Tremblade qui a réalisé la mise en culture de la bactérie et maitrisait déja
son analyse par cytométrie en flux.

L jGate: R1

1004

SSC -

1 10 100 1000
FL1 -

Figure 1 : Cytogramme montrant la zone de fluorescence de la bactérie V. aestuarianus

De la méme fagon, deux autres méthodes ont été développées afin de compter les gameétes et ainsi
maitriser les quantités mise en jeu lors des différentes expérimentations. Ces développements se sont
notamment appuy¢s sur les travaux menés par Le Goic ef al. (2014) sur I’évaluation de la viabilité
d’ovocytes d’huitre creuse Crassostrea gigas. Deux méthodes ont été développées pour les
spermatozoides et les ovocytes avec la possibilité de déterminer les concentrations cellulaires dans
un échantillon d’eau de mer et de distinguer la part de cellules viables de celles non viables comme
montré sur la figure suivante.

24



Matériels et Méthodes
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Figure 2 : Comptage et test de viabilité de speomaides et d’ovocytes d’huitre creuse Crassostigasg

[11.1.3 Détection d’ADN viral par biologie molécula ire

La biologie moléculaire dont lI'objet est la comprakion des bases moléculaires des
processus fondamentaux du vivant, en particuliex capliqués dans la reproduction et I'expression
de l'information génétique (ADN et ARN), utilise sldechniques de manipulation des acides
nucléiques (ADN et ARN). La PCR (polymerase chaaction) ou amplification en chaine par
polymérase est une méthode d’analyse de biologiéaulaire qui permet de détecter la présence
d’'une séquence d’ADN ou d’ARN spécifique et conmae amplification génique in-vitro aprés
extraction de I'ADN ou de I'ARN contenu dans lefautillons (d’eau ou de tissus). La gPCR, ou
PCR quantitative ou en temps réel, permet en pduls diétection de la séquence d’ADN connu et
recherché d'estimer la quantité de cet ADN préselates I'échantillon grace a un suivi de la
fluorescence (marqueur de fluorescence) a chaquke cjamplification et a un étalon. Cette
technique a donc été mise en ceuvre pour déterhaipegésence du virus OsHV-1 dans I'eau ou dans
des tissus de I'huitre grace a des méthodes déygpar le LGPMM a La Tremblade (Renault and
Lipart, 1998; Renault et al, 2000; Pepin et al, 2008).

1.2 Les tests biologiques

[11.2.1 Gameétes

Le test biologique permet d’apprécier la viabiliigs gametes apres le traitement. Si aucune
population morte n’est révélée par cytométrie rdgétément peut cependant altérer la capacité des
gametes a féconder. Le test consiste a réaliskralits croisements de gametes pour connaitre
limpact du traitement sur les spermatozoides etesiovocytes. Chaque condition de fécondation
est réalisée en duplica avec I'objectif d’atteinkd® conditions suivantes :

\Volume ballon 10L
Température 25 °C
Concentration ovocytes 100 o/mL
Concentration spermatozoides 10 000 s/mL

Tableau 12 : Conditions de fécondation -Test bimjog gametes
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Quatre croisements différents sont réalisés :

A1/A2 : ovocytes sains + spermatozoides sains (fécondation témoin)
B1/B2 : ovocytes sains + spermatozoides traités

C1/C2 : ovocytes traités + spermatozoides sains

D1/D2 : ovocytes traités + spermatozoides traités

Pompe a chaleur
T=25°C

Figure 3 : Dispositif expérimental pour les tests biologiques avec gamétes traités

Les volumes d’ovocytes et spermatozoides sains et traités a utiliser pour les fécondations sont calculés
d’apres les concentrations en gameétes déterminées par cytométrie en flux avant et apres traitement.
Apres mise en contact des gametes durant 10 minutes, les mélanges de gameétes sont introduits dans
des ballons pré-remplis avec de I’eau de mer filtrée 1 um, désinfectée par rayonnements UV et
chauffée a 25 °C. Le test biologique consiste alors a étudier les larves obtenues 24 h puis 48 h apres
la fécondation. Les ballons sont tamisés sur 21 um, afin de collecter les larves et les ovocytes qui
n’auraient pas €té fécondés, puis récupérés dans 100 ml d’eau de mer.

111.2.2 Larves

Pour juger de I’efficacité d’un traitement sur des larves D (stade normalement obtenu 24 heures
apres fécondation), il est nécessaire de suivre leur développement et de le comparer a celui de larves
D témoins n’ayant pas subi le traitement. Des observations et prélévements des larves traités et
témoins pour comptage sont réalisés :

- 24 h apres fécondation
Un premier calcul du taux d’éclosion est calculé sur les témoins et les larves avant traitement.
Apres traitement, un taux de survie est réalisé afin de déterminer 1’effet direct de celui-ci sur les
larves. Ce taux correspond au rapport suivant :

Nombre de larves apres traitement

Taux de survie 1 = -
Nombre de larves avant traitement

Apres traitement les larves sont remises en conditions d’écloserie contrdlées.

- 48 h apres fécondation
48 h aprés remise en eau, les larves sont de nouveau tamisées puis un comptage est réalisé. Un
deuxiéme taux de survie est calculé et peut alors €tre comparé a celui obtenu pour les bacs témoins.
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I11.3 Les protocoles expérimentaux °
[11.3.1 Chloration

Dispositif expérimental

Des ballons de 10| sont disposés dans un bac|damt est thermorégulée grace a deux
pompes a chaleur équipées d'un systeme de traitéirién_e temps de contact au sein des ballons
entre I'hypochlorite de sodium et les organismetesia été fixé a 60 minutes, soit des valeurstde C
allant de 300 a 6 000, valeurs volontairement @s\afin de prendre en compte la complexité de
I'eau de mer par rapport a une eau douce. Unetiagitdouce est réalisée afin d’optimiser la mise en
contact.

Vibrio aestuarianus

Seuls des tests sur la bactéfibrio aestuarianusnt été menés puisque le virus OsHV-1 ne
permettait pas de réaliser de test avec une métteuérification des performances fiable (le chlore
présent dans I'eau empéche toute analyse et tstubitdogique). Concernant la bactérie, selon un
protocole de mise en culture et remise en susperdéini par le LGPMM (Station de La
Trembladé), il a été possible de mettre en place des tesfdes qui visaient a suivre la concentration
bactérienne par cytométrie en flux puis a récudésebactéries aprés traitement par filtration 5@ 3
ml a 0,22 um et remise en culture sur milieu LBSahamycine a 22°C pendant 48 a 72 heures.

Les tests de chloration ont été réalisés en balkoh | (agité) et pour une concentration bactésenn
initiale de 16 bactéries/ml. Un temps de contact de 60 minutasetose de 10 mg/l de chlore actif
ont été appliqués aux différents tests (CT de 600).

Gametes et larves d’huitres

6 séries d'expériences de chloration ont été masréballons de 10 | afin de tester :
— 3 concentrations en hypochlorite de sodium : 5300(et 100 mg/I pour un test de création
de sous-produits d'oxydation)
— 3températures d'eau : 5 °C, 15 °C et 20 °C
— limpact de la présence de phytoplancton (a hauke30 000 cellules / larve).

Les densités en organismes biologiques ont étéidgfien trouvant le bon compromis entre les
concentrations réelles pouvant étre observéesldamsfluents d'écloseries et les limites analy&u
du matériel disponible au laboratoire.

5Tous les tests de désinfection des pathogéneiénéalisés en duplicat du fait de la bonne réi#éobservée lors
des traitements. Pour l'inactivation des gamétekestiarves d’huitres, les résultats présentésissus de tests de
désinfection réalisés en triplicat.

6 La souche d&fibrio aestuarianudournie par le LGPMM présente la particularitétcbémodifiée par I'incorporation
dans le cytoplasme d'une protéine fluorescente jGfRilitant son observation en cytométrie en fl&xpartir d’'une
souche conservée sur milieu solide, la bactérienest en culture en milieu LBS liquide (24 h a £ °enrichi d’un
antibiotique, la kanamycine (celui-ci permet auienild'étre spécifique a cette bactérie).
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Organisme biologique Densité en nombre d'unités/ ml
Larves <100 pm 25

Ovocytes 250
Spermatozoides 50 000

Tableau 13 : Densités de matériel biologique peurdalisation des essais de chloration
[11.3.2 Ozonation

Dispositif expérimental

La production d’'ozone est réalisée grace a un agaddeonia de la marque Triogen qui permet
la production d’ozone a partir d’'air sec. Celuest alimenté par un compresseur Comptair muni d’un
assécheur d’air, ce qui permet d’augmenter le maedé de production de I'ozone. La quantité
d’ozone produite peut étre régulée par la modificatiu débit d’air en sortie d'ozoneur et par la
modification du variateur. Le dispositif expérimaintst présenté sur la figure suivante.

n - B_,
-

j & ) 5 —
Ballon de | \! '
10L . : |
\ -
\\ T i
s =
L=t = Y
Agitatenr magnitique Ozoneur Assecheur d'air Compresseur

DZONIA

Figure 4 : Dispositif expérimental pour la réaligat des tests d’ozonation

Les tests sont effectués dans des ballons devstIde I'eau de mer filtrée a 1 um et désinfectée p
rayonnement UV (température de 20 °C). Linjectdozone est réalisée sous agitation constante
pour une bonne homogénéisation du milieu. La teerwzone est déterminée par un dosage indirect
de la concentration en chlore actif total (TestoohlSpectroquant) par spectrophotométrie a une
densité optique de 550 nm (spectrophotometre TheBmientific Evolution 220). Cette analyse
permet de déterminer une valeur en équivalent Ogameng/I).

Vibrio aestuarianus

La concentration en bactéries dans chaque bakéé fixée a 1®bactéries/ml et la teneur en ozone
était fixée a 1 mg/l. Le temps de mise en contatredes bactéries et 'ozone était de 30 minubdés s
une valeur CT de 30.

Pour le suivi de la bactérie, deux techniques gtiligées :
- la cytométrie en flux qui permet de suivre la pneseet la concentration des bactéries

- I'ensemencement sur gélose LBS + Kanamycine ajiiedion sur filtre 0,22 um (idem tests
chloration).
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OsHV-1

Avant toute expérimentation, la premiere étape istaisa réaliser un test de virulence d’'une
suspension virale produite par le LGPMM selon ug¢hmdologie publiée par Shikorskial (2011).
Ainsi 100 pl de la solution mére diluée au £ taient injectés dans 10 huitres agées de 8 a 10
Mois puis un suivi des mortalités était opéré desgl8 heures suivantes.

Une fois la virulence vérifiée, 2 huitres infect@es I'injection de 100 ul de la solution mére diu

au 1/16™¢sont mise en ceuvre par litre d’eau de mer a iafe8prés 24 a 48 heures de maintien des
huitres dans I'eau, ce protocole permet théoriquerd@atteindre une concentration virale de' 10
copies d’ADN par pl.

Pour chaque essai, 3 tests biologiques sont réaiséuplicat :
- un témoin négatif en eau de mer,
- un témoin positif dans la solution virale produite,
- un test sur la solution virale traitée (triplicat).

Pour ces tests, 10 huitres sont placées dansuligosch tester. La mortalité est suivie sur 72 Hest
prélevements d’'1l ml d’eau (conservés par congélatie20 °C) sont réalisés a TO et toutes les 24 h
afin de réaliser des analyses par qPCR pour mekucgrantité de virus (ADN viral) présente. En
complément, les huitres retrouvées mortes sonecedss au congélateur pour analyse ultérieure par
gPCR. De méme, sur les lots ne présentant pas odalite@ apres les 72 h de test, 3 huitres sont
conservées par congélation.

Gametes et larves d’huitres

Les expériences d'ozonation ont été menées en nsalie 10| afin de tester I'impact
de concentrations en ozone allant de 0,1 a 1 dgtude de lI'impact de la température de 'eau et
de la présence de microalgues dans le milieu d&gatprogrammeée lors des tests de chloration, elle
n’est pas renouvelée dans le cas de I'ozonation.

Les densités en organismes biologiques sont idezdiq celles définies pour les tests de chloration.
Le temps de contact entre I'ozone et les organisnidss a été fixé a 30 minutes, soit des valears d
CT allant de 3 a 30. Une agitation par agitateugmdiique est réalisée afin d’optimiser la mise en
contact. Aprés ozonation, un test biologique ealigé selon le protocole présenté précédemment
dans ce rapport.

[11.3.3 Irradiation UV basse pression

Dispositif expérimental

Un systéme fourni par Bio UV, équipé d’'une lampe higse pression capable de fournir une
dose UV de l'ordre de 42 mJ/éma été mis en ceuvre pour ces essais. Ce systepréesipour des
plages de débit compris entre quelques I/h et geslgi/h.”. Linstallation est présentée ci-apreés.

7 Ce travail a notamment fait I'objet d’'un stageRIdT Génie chimique (Samy Palombo), génie des présée I'UT
de Saint Nazaire
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Pompe
d’alimentation de
ruv

Figure 5 : Dispositif expérimental de désinfectpar rayonnement UV basse pression

Les conditions expérimentales sont les suivantes :

- lampe UV 87 W, capable de délivrer 42 m¥ctans les limites d'utilisation spécifiées par le
fabricant;

- débit eau de mer : 13h;

- température : 20 °C.

Le mélange a traiter est réalisé dans un bac dédb@mont du systeme UV. Le passage dans celui-
ci est réalisé a I'aide d’'une pompe a un débit d&/h. Leffluent traité est récupéré dans un second
bac cylindrigue de 150 I. Les prélevements sonlisé&a dans ce bac qui sert ensuite de bac de
traitement par chloration a hauteur de 50 mg/l.

Vibrio aestuarianus

La concentration en bactéries dans le bac a &é fx10 bactéries/ml pour un volume total de
30 | et sa caractérisation est réalisée selon tmniques :
- la cytométrie en flux qui permet de suivre la pneseet la concentration des bactéries

- I'ensemencement sur gélose LBS + Kanamycine ajtesibn sur filtre 0.22um (cf tests
chloration).

OsHV-1

Le volume passé dans le systeme UV est de 30urfwlimité dG au nombre d’huitres requis
pour produire le virus). En début de test, 3 haisent placées au congélateur pour analyse par gPCR
afin d’établir I'état initial (référence) du lot isit

Apres le passage dans le systeme UV, 5 | du nsleet placés dans des aquariums de 10 | avec 10
huitres. La température est maintenue a 21°C ebxiygénation en continu est réalisée. Les huitres
ne sont pas nourries durant toute la durée deérxgntation. La concentration de la charge virale
dans les aquariums est mesurée par qPCR sur deggonénts d’eau réalisés a, €t toutes les 24
heures pendant 7 jours. En complément, un préleveest opéré directement dans I'eau aprés
traitement afin de mettre en évidence I'effet intaaé du rayonnement UV.

La mortalité est suivie pendant 7 jours a raisamd’ observation toutes les 24 heures. Les huitres
retrouvées mortes sont retirées de l'aquarium ese@wées au congélateur en vue d’'une analyse
gPCR sur les chairs.
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Gametes et larves d’huitres

Les densités en organismes biologiques sont idezgiq celles définies pour les tests de chloration

et d'ozonation. 50 | de solution de matériel biddpg étaient préparées pour étre pompées dans le
systeme UV (un seul passage). L'eau traitée étsiite récupérée dans un bac afin d’effectuer sa

caractérisation et réaliser les tests biologiqueséification des performances.
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V. Les performances de désinfection

V.1 Chloration

IV.1.1 Vibrio aestuarianus

Pour chaque test, un suivi de la concentration bactérienne a été effectué par cytométrie en flux
durant les 60 minutes de mise en contact avec de I’hypochlorite de sodium a une concentration de
10 mg/l. Pour une concentration initiale de 10° bactéries/ml, les résultats suivants ont été obtenus :

Chloration de Vibrio aestuarianus

ETest2

BACTERIES / ML

TO TS5 30 160

Figure 6 : Suivi de la concentration de Vibrio aestuarianus pendant une chloration a 10 mg.I'' pendant 60 minutes
(Co = 10° bactéries/ml)

Les résultats montrent un abattement de presque 5 log dés 5 minutes de chloration, soit pour une
valeur de CT de 50. Dans ces conditions, une dizaine de bactéries par ml a pu étre comptée par
cytométrie en flux. Aprés 30 minutes de chloration, seul un test a conduit a 1’identification de
bactéries dans 1’échantillon analysé a hauteur de 5 bactéries par ml, puis a peine 2 bactéries/ml au
terme des 60 minutes de test.

En complément, des échantillons de 350 ml ont été filtrés sur filtre stérile de 0,22 pm afin de récupérer
les bactéries restantes et les remettre en milieu de culture adapté afin d’identifier un éventuel
développement apres traitement.
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Témoin

TO
4.‘.‘.'... i
NI
-~ o
T60

Tableau 14 : Analyses bactériennes avant et apadtement par chloration

Les analyses montrent I'efficacité du traitementeaps0 minutes puisque les filtres posés sur le
milieu de culture ne présentent pas de développebaeterien. Une colonie seulement reste visible
sur le filtre T60 du test 1 (pour une analyse ®uxdcar réalisées en duplica) ce qui correspond pou
les 350 ml d’échantillon filtrés a une concentratite 1,4.16 bactéries/ml, et donc a une désinfection

efficace.

IV.1.2 Gametes et larves d’huitres

Tests de viabilité des ovocytes par cytométrie en flux

Apres chaque essai de traitement des gametesrtagre approche a été de réaliser un test
de viabilité par cytométrie en flux. Cette étapa été possible que pour les ovocytes car ceuxtci on
pu étre extraits du milieu chloré par tamisage swe maille de 21 um. Ce tamisage n’étant pas
possible pour les spermatozoides en raison detrdgpirpetite taille, une analyse d’'un échantillon
d’eau traitée était envisageable mais le chloreorenprésent dans le milieu conduisait a une
inactivation des fluorochromes ajoutés dans un rekdemps pour le test de viabilité. Une
amélioration a pu étre obtenue en neutralisaritltee avec du thiosulfate de sodium mais la méthode
n’était pas reproductible.

Sur la figure ci-aprés sont présentés les cytogmsnobtenus aprés 60 minutes de chloration
d’ovocytes a 5 et 10 mg/l de chlore actif et a tamepérature de 15 °C.
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2 : ovocytes chlorés (5 mg/l)
31 % des ovocytes viables

3 : ovocytes chlorés (10 mg/l)
Moins de 0,5 % des ovocytes
viables

1 : ovocytes non chlorés
91 % des ovocytes viables

Figure 7 : tests de viabilité d’ovocytes avant ptés chloration a 15 °C

Leffet du chlore est nettement visible sur les oxtes dont la fluorescence sur le canal 3 (FL3 en
abscisse), spécifique des cellules mortes, augnder2ea 3 log lorsque la concentration en chlare es
de 10 mg/l.

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gameétes

Apres chaque traitement des gametes (séparémesfgabndations croisées ont été réalisées
entre les gametes traités et ceux non traitéscli@nsg a permis d’observer aprés 24 heures et 48
heures lI'impact du traitement sur la formation @eés D lors de la chloration des spermatozoides
seuls, des ovocytes seuls et des deux types ddgmgrap comparaison avec une fécondation témoin
(gamétes sains). Dans le tableau ci-aprés sonemigssles résultats obtenus lors des traitements
effectués dans différentes conditions opératoires. expériences ont toutes été validées suite a
I'observation de larves D dans les ballons témoins.

Expériences sur ovocytes et spermatozoides

20C 15C 5C 20C +
phytoplancton
5 mg/l Absence de Fécondation : Fécondation  Fécondation : quelques
.« fécondation/ovocytes  quelques larves : quelques larves observées
chlore actif « éclatés » observées larves
observées
10 mg/l Absence de Absence de Absence de  Absence de
chlore actif fécondation/ovocytes  fécondation/ovocytes  fécondation/  fécondation/ovocytes
« éclatés » « éclatés » ovocytes « éclatés »
« éclatés »
30 mgl/l Absence de Absence de Absence de  Absence de
chlore actif fécondation/ovocytes  fécondation/ovocytes  fécondation/  fécondation/ovocytes
« éclatés » « éclatés » ovocytes « éclatés »

« éclatés »

Tableau 15 : résultats des tests de chlorationgametes (durée de chloration : 60 minutes)

A compter de 10 mg/l de chlore actif, soit un paea CT élevé de 600, aucune larve D n'a pu étre
observée 24 heures apres fécondation lorsque liuesodeux types de gameétes avaient été traités.
En dessous de cette dose, quelques larves D @tgobservées lors de tests réalisés dans une eau
a 5 °C ou lors de I'ajout d8keletonema costatuen hauteur de 30 000 cellules/larve, montrant
impact de la température et des matiéres orgasgur les performances de désinfection.

34



Les performances de désinfection

Tests biologiques pour les larves

Apres traitement, les larves étaient caractériséamédiatement par observation au
microscope puis remises en conditions d'élevagerdu4 a 72 heures et alimentées avec
isochrysisafin d’observer une éventuelle reprise d’actiVités résultats obtenus sont présentés dans
le tableau ci-apres.

Expériences sur larves de 24 a 48 heures

20C 15C 5C 20C +
phytoplancton
5 mg/l chlore Absence de mobilit¢ / Larves Larves Larves integres,
actif éclatement des integres, integres,  mobilité faible
cellules mobilité faible  mobilité
faible
10 mgl/l Absence de mobilité / Absence de Absence Absence de
chlore actif éclatement des mobilité de mobilité
cellules mobilité
30 mg/l Absence de mobilite / Absence de Absence Absence de
chlore actif éclatement des mobilité de mobilité
cellules mobilité

Tableau 16 : résultats des tests de chlorationlaes D (durée de chloration : 60 minutes)

Pour une dose de chlore actif de 10 mg/l pendanmniutes, les larves observées les jours qui
suivaient le traitement étaient soient mortes, is@ittives et donc considérées comme non viables.
Limpact de la température de I'eau et la préselemicroalgues en suspension sur les performances
de chloration sont également confirmés par cetie dé&essais.

La concentration retenue est donc de 10 mg/l puies les températures et ce méme en présence de
phytoplancton :

- inactivation devibrio aestuarianus
- absence de fécondation pour les gamgtes
- inactivation ou mort des larves.

Concernant le virus OsHV-1, aucune solution expénitale n'a été trouvée a ce jour pour évaluer
I'efficacité du chlore vis-a-vis de ce pathogénanb tous les cas, un facteur de sécurité de 2 peut
étre appliqué pour le traitement d’effluents codicdoyes et ainsi palier des pics de matieres
organiques ou des conditions météorologiques dgrespourraient réduire les performances
observées au laboratoire. La valeur de CT précemsisrit de 1 200 soit une chloration de 60 minutes
a 20 mg/l ou encore une chloration de 20 minut&s &g/l

Lors des tests suivants, I'impact de la températtice la présence de matiéres en suspension n’est
plus étudié.
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V.2 Ozonation

IVV.2.1 Vibrio aestuarianus

Pour chaque test réalis¢, un suivi de la concentration bactérienne a été réalisé par cytométrie
en flux durant les 30 minutes de mise en contact avec 1’ozone a une concentration mesurée proche de
1 mg/l. Pour une concentration initiale de 10° bactéries/ml, les résultats suivants ont été obtenus :

Ozonation de Vibrio aestuarianus

100000

ML

BACTERIES /

T10 120 130

Figure 8 : Suivi de la concentration de Vibrio aestuarianus pendant un traitement par ozonation a 1 mg/l pendant 30
minutes (Cp = 10° bactéries/ml)

L’abattement du nombre de bactéries obtenu au bout de 30 minutes est faible, a peine 60 % contre
99,6 % lors des tests de chloration sur le méme temps. Toutefois, apres la filtration de 350 ml d’eau
pour chaque test sur filtre stérile de 0,22 pm et remise en milieu de culture adapté, aucune colonie
n’a pu étre identifiée apres traitement. Ce résultat montre I’inactivation totale de la bactérie suite a un
traitement par ozonation a 1 mg/1 durant 30 minutes (CT de 30). Les résultats obtenus en cytométrie
en flux mettent en avant des mécanismes d’inactivation probablement différents entre la chloration et
I’0zonation. Tandis que la chloration conduit a une destruction des cellules dans les conditions des
essais réalisés, I’ozonation ne les dégrade que trés peu pour un résultat similaire lors de la remise en
culture sur un milieu favorable. Toutefois des tests complémentaires a plus forte dose d’ozone
pourraient €tre conduits afin d’observer une dégradation plus nette des cellules et garantir une
désinfection totale et durable.

A noter la valeur de CT treés inférieure pour 1’ozonation, 30 au lieu de 300 pour la chloration sur 30
minutes de test. Pour d’autres pathogenes, il est trés classique de devoir appliquer un CT trés supérieur
lors d’une chloration que lors d’une ozonation puisque I’ozone est un oxydant bien plus puissant que
le chlore.

IV.2.2 OsHV-1

Apres un test de virulence positif (100 % de mortalité aprés 72 heures), le protocole tel que décrit
précédemment a été mis en place. Au terme des 72 heures de mise en contact, aucune mortalité (sur
10 huitres par aquarium) n’est observée ni dans les aquariums témoins négatifs (eau de mer seule), ni
dans les aquariums avec eau de mer contaminée puis ozonée. Dans les aquariums témoins positifs
(eau de mer + virus), 30 % de mortalités cumulées sont observés. Pour confirmer ce résultat, le test a
¢été poussé jusqu’a 7 jours, montrant I’absence totale de mortalité dans les aquariums témoins négatifs

36



Les performances de désinfection

et les aquariums de test ozone, alors qu’une mortalité cumulée de 60 % a été atteinte dans les
aquariums témoins positifs. Dans ces conditions, une ozonation a 1 mg/l pendant 30 minutes (CT de
30) semble étre efficace. Pour le confirmer, des recherches d’ADN viral ont été effectuées par qPCR
dans les chairs et dans I’eau.

Recherche d'ADN Viral dans les chairs d'huitres

5 D'ADN

)N VIRAL/NC

Figure 9 : Quantité d’ADN viral par nanogramme d’ADN dans les huitres dans les différentes conditions d’essai

La figure montre des quantités d’ADN viral nulles ou quasi nulles dans toutes les chairs d’huitres
positionnées dans les aquariums ne présentant pas de mortalité, alors que les huitres mortes dans les
aquariums témoins positifs présentent des quantités d’ADN allant de 1 010 a 75 263 copies d’ADN
viral. Ce résultat permet de confirmer que les mortalités observées sont dues au virus OsHV-1 et
montrent 1’efficacité du traitement par ozonation pour 1’inactiver avec une valeur CT de 30.

Concernant les analyses effectuées dans 1’eau, les résultats montrent la présence d’ADN viral en
faible quantité¢ dans tous les aquariums, sans pouvoir effectuer de différence entre les différentes
conditions.

IV.2.3 Gameétes et larves d’huitres

Tests de viabilité des gametes par cytométrie en flux

Apres chaque essai de traitement des gameétes, la premicre approche a été de réaliser un test
de viabilité par cytométrie en flux. Ainsi un comptage et un test de viabilité ont été effectués pour les
ovocytes et les spermatozoides a to et a tzo'. Les résultats obtenus pour une série de prélévements
effectués lors d’une ozonation a moins de 0,1 mg/l d’ozone sont présentés ci-apres.
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Figure 10 : tests de viabilité d'ovocytes avanaptés ozonation a 20 °C

Plus la dose en ozone augmente, plus la part dyp@sweiables diminue, pour atteindre presque 98 %
de cellules non viables pour une teneur en ozoredmg/l (CT de 21). Ces résultats confirment le

grand potentiel de désinfection de cette techniBae ailleurs, il faut préciser que dans tous &s ¢

le taux de récupération des ovocytes apres traiteétait au maximum de 80 % pour les plus faibles

doses d’'ozone injectées et au minimum de 28 %lpsynius fortes doses, traduisant une dégradation
des cellules lors du traitement.

Lors de tous les essais réalisés, la viabilitéspesmatozoides n’a pas pu étre évaluée a cause d’un
dégradation compléte des cellules comme montri&adigure suivante.
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Figure 11 : comptage de spermatozoides avant étsapzonation a 20 °C

La zone R1 a été définie lors du développementadenéthode et permet le comptage des
spermatozoides selon les paramétres de taille éordee. Aprés ozonation, les spermatozoides
n'apparaissent plus dans cette zone ce qui potnaditire une dégradation des cellules des 0,06 mg/
d’'ozone (CT < 2).

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gameétes

Apres chaque traitement des gametes (séparémesfgabndations croisées ont été réalisées
entre les gametes traités et ceux non traitéscli@ns a permis d’observer aprés 24 heures et 48
heures I'impact du traitement sur la formation devés D lors de I'ozonation des spermatozoides
seuls, des ovocytes seuls et des deux types ddaggrap comparaison avec une fécondation témoin
(gamétes sains). Les expériences ont toutes étiegalsuite a I'observation de larves D dans les
ballons témoins.

Pour tous les tests biologiques réalisés, les tiations croisées ont permis d’obtenir au mieux 0,3%
du nombre de larves obtenues dans les ballons néapoés 24 heures. Le traitement par ozonation
semble donc inactiver les gametes de maniereffiéaae a tres faible dose (des 0,05 mg/l d'ozone).

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des larves

Y24

Quant a I'ozonation des larves, des essais omhétes de 0,1 mg/l a 1 mg/l d'ozone avec un temps
de contact de 30 minutes. Les résultats obtenus gfaque réplicat sont présentés sur la figure
suivante.
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Ozonation de larves D

1

6 DE SURVIE (MOBILITE)
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Figure 12 : Taux de survie de larves D 24 heures apres ozonation

Avec 1 mg/l d’ozone, I’élimination de toutes les larves est observée dans deux tests sur trois.
Contrairement aux gametes, une dose plus élevée d’ozone est nécessaire pour obtenir un résultat
satisfaisant. Si ce type de procédé devait €tre utilisé a 1’avenir, des tests complémentaires devraient
étre conduits et notamment sur des stades larvaires plus avancés.

IV.3 Rayonnement UV basse pression

IVV.3.1 Vibrio aestuarianus

Pour chaque test réalis¢, une mesure de la concentration bactérienne a été réalisée par
cytométrie en flux avant et aprés irradiation UV. Pour une concentration initiale de 10°® bactéries/ml,
les résultats montrent une diminution du nombre d’individus de 1’ordre de 30%. Cette perte peut étre
incombée au dispositif expérimental qui ne permet pas de récupérer I’ensemble des bactéries mises
en jeu au départ (volume des tuyauteries et du corps de pompe).

Pour vérifier I’efficacité du traitement, des échantillons de 350 ml ont été filtrés sur filtre stérile de
0,22 um afin de récupérer les bactéries restantes et les remettre en milieu de culture adapté afin
d’identifier un éventuel développement apres traitement.
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Témoin (eau
avant Test 1 Test 2
contamination)

Avant
uv
BB
XX
.::?:‘20202020,
Apres <
uv

Tableau 17 : Analyses bactériennes avant et apadtetent par irradiation UV

Les analyses montrent I'efficacité du traitemerisgue les filtres posés sur le milieu de culture ne
présentent peu voire pas de développement bact&ieriques colonies ont pu étre comptés apres
traitement, ce qui correspondait pour les 350 rétklantillon filtrés & une concentration maximale

de 0,8 bactéries/ml, et donc a une désinfectidioddre de 6 log considérée comme satisfaisante.

IV.3.2 OsHV-1

Aprés un test de virulence positif (100 % de maéadpres 72 heures), le protocole tel que
décrit en partie Il a été mis en place. Au terree @2 heures de mise en contact, aucune mortalité
(sur 10 huitres par aquarium) n’est observée rs Emaquariums témoins négatifs (eau de mer seule)
ni dans les aquariums avec eau de mer contaminéetrpitée par rayonnement UV. Dans les
aquariums témoins positifs (eau de mer + virus)2a@e mortalité ont été observés apres 8 jours de
balnéation. Ainsi l'irradiation UV du virus OsHV-4 une dose de 42 mJ/€semble étre efficace.
Pour le confirmer des recherches d’ADN viral oré éffectuées par gqPCR dans les chairs et dans
I'eau.
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Recherche d'ADN viral dans les chairs d'huitres
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Figure 13 : Quantité d’ADN viral par nanogramme d’ADN dans les huitres dans les différentes conditions d’essai

La figure montre des quantités d’ADN viral nulles ou quasi nulles dans toutes les chairs d’huitres
positionnées dans les aquariums ne présentant pas de mortalité, alors que les huitres mortes dans les
aquariums témoins positifs présentent des quantités d’ADN allant de 15 500 a 1 920 000 copies
d’ADN viral. Ce résultat permet de confirmer que les mortalités observées sont dues au virus OsH V-
1 et montrent ’efficacité du traitement par irradiation UV pour I’inactiver a une dose de 42 mJ/cm?.

Concernant les analyses effectuées dans 1’eau, les résultats sur la figure suivante montrent la présence
d’ADN viral dans I’eau contaminée et non traitée alors que des valeurs nulles sont observées dans les
autres conditions et notamment celle ou I’eau contaminée a été traitée par irradiation UV.
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Figure 14 : Quantité d’ADN viral par nanogramme d’ADN dans les différents aquariums

IV.3.3 Gametes et larves d’huitres

Tests de viabilité des gametes par cytométrie en flux

Apres chaque essai de traitement des gametes, la premiére approche a été de réaliser un test
de viabilité par cytométrie en flux. Ainsi un comptage et un test de viabilité ont été effectués pour les
ovocytes et les spermatozoides avant et apres traitement. Les résultats pour les ovocytes sont
présentés sur la figure ci-apres.
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Figure 15 : tests de viabilité d’ovocytes avant et apres traitement par rayonnement UV a 20 °C

L’impact du traitement par UV sur les ovocytes n’est pas visible par cytométrie en flux. Si une baisse
de la part d’ovocytes viables est observée apres traitement, elle reste trop mince pour 1’attribuer au
traitement seul.
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Concernant les spermatozoides, les résultats ggiganhété obtenus.
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Figure 16 : tests de viabilité de spermatozoideméet apres irradiation UV

Les cytogrammes montrent une baisse de fluorescancke canal 1 (FL1) aprés irradiation UV,
traduisant un marquage plus faible des cellulesidénees comme viables. Cependant aucune

augmentation de fluorescence sur le canal 3 (Flu®rdscence des cellules non viables) n’est
observée.

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des gameétes

Aprés chaque traitement des gametes (séparémesfgabndations croisées ont été réalisées
entre les gametes traités et ceux non traitéscli@ns a permis d’observer aprés 24 heures et 48
heures I'impact du traitement sur la formationaleés D lors de I'irradiation UV des spermatozoides
seuls, des ovocytes seuls et des deux types ddaggrap comparaison avec une fécondation témoin
(gamétes sains). Les expériences ont toutes atiegalsuite a I'observation de larves D dans les
ballons témoins. Les résultats obtenus sont préselans le tableau suivant.
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Observations Densite Commentaires

Configuration A Larves D apres 24 h

(Spz et Ovasaing . . Forte
TEMOIN Larves trés mobiles
Confiquration B En plus des larves D, deg
9 Larves D apres 24 h . ovocytes non fécondés sont
(Spzsainset Ovo S Faible PR
Mobilité faible observés ainsi que des
uv) ,
larves difformes
Confiquration C Larves majoritairement difformes apres [24
g h Tres Inactivation estimée > 99
(SpzUV et Ovo . . 0
saing Mouvements allnarchlques faible Yo
Cellules en dégradation
Confiauration D Larves majoritairement difformes apres [24
g h Tres Inactivation estimée > 99
(SpzUV et Ovo M . . 0
uv) ouvements anarchiques faible Yo

Cellules en dégradation

Tableau 18 : Résultats des tests biologiques apagiement par irradiation UV des gameétes

Dans la configuration B du test biologique, celleseuls les ovocytes ont été irradiés, des larves D
ont pu étre obtenues 24 heures apres fécondatmrtramt I'impact limité des UVC sur I'inactivation
des ovocytes. Toutefois, en comparaison a la féatmmtémoin, la densité de larves obtenue était
beaucoup plus faible. Les conditions C et D montiefragilité plus importante des spermatozoides
face a une irradiation par UVC. Mais, il est impnittde souligner que I'on note systématiquement
la présence de larves survivantes, quelles quatsie® configurations, méme si elles ne semblent
pas toujours viables. Dans toutes les configuratohntest biologique, I'efficacité du traitemerdté
estimée supérieure a 95 % lors de tous les tealisas.

Tests biologiques pour évaluer la viabilité des larves

Lirradiation par UVC de larves D a également ééalisée dans les mémes conditions que
précédemment puis ces larves ont été remises editioms d'écloserie afin de suivre leur
développement dans les 48 heures qui suivaientaiterhent. Les résultats obtenus sont présentés
dans le tableau suivant.
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Observations Densité Commentaires

Témoins Larves trés mobiles Densité éleve

D

Larves survivantes

Nombreuses larves immobiles, Densité trés
priori mortes. faible

Cellules en décomposition

Traitées par UV

Tableau 19 : Résultats des tests biologiques apagement par irradiation UV de larves D

En ce qui concerne les larves, les résultats muntnee efficacité partielle du traitement.
Méme si I'on observe une part non-négligeable deetamortes, les larves ayant survécu se compor-
tent et se développent normalement dans les condities tests. Néanmoins, les performances ont
été estimées supérieures a 95 %.
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V. Les sous-produits de deésinfection

V.1 Introduction

Les trihalométhanes sont les produits organo-halegéui se forment le plus facilement.
Dans le cas de la chloration de I'eau de mer,denoforme est le principal produit formé confirmant
'importance du brome dans ces mécanismes réaei®nour des chlorations a des taux de 1 mg/I
et des temps de contact de 30 minutes, le bromefeshproduit a des concentrations de 25 pg/l en
moyenne. Le bromofome, formé de facon prépondérargst qu'un des exemples des composés
organo-halogenes susceptibles d’étre formés lota deloration de I'eau de mer. De tres nombreux
sous-produits de nature chimique les plus diverse£té identifiés dans les eaux (trihalométhanes,
acides haloacétiquedaloacétonitriles, halophénols,...) (Abarnou, 1982; Lazarova et al, 1999;
Kornmueller, 2007; Schroeder et al, 2011; Shi et al, 2013; Delacroix et al, 2013; Penru et al, 2013).
Les principaux sous-produits identifiés dans l@idéture sont donc le bromoforme, mais aussi les
bromamines / chloramines (mono principalemen®®idns bromates et le bromate de sodium. Parmi
ces composeés, certains sont listés par I''MO (hatisonal Maritime Organization) pour leur impact
sur I'environnement et les organismes aquatiquetcplierement a cause de leur présence dans les
effluents de traitement des eaux de ballast panf@eson (IMO, Marine Environment Protection
Committee, MEPC 59/2/13, 16 March 2009) et dan®f#gents de centrales thermiques (Stewart,
1979). Il semblerait d’ailleurs que les larves dthes soient particulierement sensibles aux eftsien
chlorés comparativement a d’autres espéces (Ballah®@ailey, 1977). Leur identification et leur
mesure sont possibles avec des techniques du kypenatographie en phase gazeuse ou liquide
couplées a la spectrométrie de masse (Delaetak, 2013).

Ces nuisances chimiques doivent étre évaluéesl'smgte de leur formation, de leur devenir et de
leurs effets biologiques (Abarnaai al,1990; Abarnou et Miossec, 1992) dans les conditions du
milieu marin. Les oxydants libres sont consommés tapidement dans I'eau de mer et ne présentent
pas d’effets toxiques pour le milieu. Les oxydasambinés se dégradant moins rapidement (durée
de demi-vie de l'ordre de quinze heures dans l@@umer) peuvent présenter des effets toxiques,
notamment a proximité immeédiate du rejet de stal®itraitement des eaux usées. Des 1979, Stewart
et al ont montré que pour des concentrations comprsge 0,05 et 10 mg/l en bromates,
bromoforme et chloroforme, des mortalités sur degls d'huitres pouvaient étre observeées.

V.2 Résultats

V.2.1 Les sous-produits recherchés

Dans ce contexte, tous les essais menés dans danpgéétude ont conduit a la réalisation de
prélevements afin de réaliser des analyses et ndwdredes sous-produits de désinfection connus.
Les substances en question sont présentées dabeleu suivant.
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Substance N° CAS
Bromodichlorométhane 75-27-4
Bromoforme 75-25-2
Chloroforme 67-66-3
Dibromomonochlorométhane 124-48-1

Tableau 20 : Substances recherchées lors desdestésinfection. Analyses réalisées par le labamaioovalys
(Nantes)

Dans 'eau de mer brute, aucune de ces substafecégerdétectée lors des nombreux prélevements
réalisés avant les tests de traitement.

V.2.2 Chloration

A lissue de plusieurs tests de chloration surdameétes et larves d’huitres, de nombreux
prélevements ont été effectués et envoyés au kair@rdnovalys pour analyse. Ainsi des analyses
ont été effectuées pour différentes concentrateochdore actif et les résultats obtenus sont ptésen
dans le tableau suivant.

Substance Chloration Chloration Chloration Chloration

5 mg/l 10 mg/l 30 mg/l 100 mg/I
Bromodichlorométhane (ug/l) <0,2 <0,2 0,3 0,9
Bromoforme (pg/l) 39,7 78,9 167,0 128,0
Chloroforme (pg/l) <0,2 <0,2 0,6 1,3
Dibromomonochlorométhane 1,1 3,2 8,0 12,2
(na/l)

Tableau 21 : Résultats d’analyses obtenus suite@stg de chloration. Analyses réalisées par I@tatire Inovalys

Pour tous les composés recherchés, plus la dodelate mise en ceuvre est grande, plus la création
de sous-produits de désinfection est grande. Ledimrme est le sous-produit créé majoritairement
avec des teneurs supérieures a 120 pg/l des 3@enghllore mis en ceuvre. Au-dela de cette dose de
chlore la concentration en bromoforme ne semblecpafre davantage puisque que lors d’un test a
100 mg/l de chlore actif, une concentration en lmfmmme inférieure a été mesurée (167 pg/l de
bromoforme déterminé apres chloration a 30 mg/A28 ug/l apres chloration a 100 mg/l). Le
dibromomonochlorométhane arrive en seconde posigsrcomposes recherchés et créés, présentant
des teneurs apres chloration allant de 1,1 pg2la 1g/l.
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V.2.3 Ozonation

A T’issue des tests d’ozonation sur les gametes et larves d’huitres, des prélevements ont aussi été
effectués et envoyés au laboratoire Inovalys pour analyse. Ainsi des analyses ont été effectuées pour

différentes concentration d’ozone et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

Les sous-produits de désinfection

Substance Ozonation | Ozonation | Ozonation | Ozonation | Ozonation | Ozonation | Ozonation
0,1 mg/1 0,3 mg/1 1,4 mg/1 3,2 mg/1 5,2 mg/l 7,5 mg/l 9,0 mg/1

Bromodichlorométhane <02 <02 <02 <02 <02 <02 <02

(ng/h)

Bromoforme (pg/1) 1,7 16,6 28,5 39,7 51,5 57,0 54,2

Chloroforme (pg/1) <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

alg)/rgmomonochloromethane <02 <02 0.2 0.3 0.4 0.5 0.5

Tableau 22 : Résultats d’analyses obtenus suite aux tests d 'ozonation. Analyses réalisées par le laboratoire Inovalys

Comme pour les tests de chloration, le bromoforme et le dibromomonochlorométhane sont les deux
sous-produits de désinfection majoritairement créés. Comparativement aux tests de chloration, la
quantité¢ de bromoforme créée semble plafonner au-dela d’une certaine dose d’ozone, comme le
montre la figure qui suit.

Bromoforme (pg/l)

60

50

40
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20
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Quantité de bromoforme créée apres ozonation

4
Ozone (mg/l)

@

6

10

Figure 17 : Evolution de la concentration en bromoforme en fonction de la dose d’ozone mise en ceuvre

Une désinfection d’eau de mer avec de 1’ozone semble donc créer moins de bromoforme que lors
d’une désinfection avec du chlore puisque lors de cette derniere, des teneurs jusqu’a deux fois plus
¢levées ont été déterminées dans I’eau apres traitement.
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V.2.4 Rayonnement UV

Aucun sous-produit de désinfection ciblé n’a étiect® dans I'eau de mer apres désinfection
par rayonnement UV.

V.2.5 Conclusion

Comme indiqué dans la littérature, le bromoforme la@ssubstance qui a été détectée et
qguantifiée de facon majoritaire lors des différeetss réalisés. Ponctuellement, d’autres substance
ont pu étre détectées mais les résultats ne ssrpprgaentés. Ainsi, en se concentrant sur le cas du
bromoforme, substance toxique pour les organismeat@ues, les analyses montrent que lors des
tests de chloration et d’ozonation, plus la dosexytlant augmente, plus la concentration en
bromoforme aprés traitement est élevée. En effamiy pne dose de 10 mg/l de chlore actif les
concentrations mesurées en bromoforme étaienoddrd’ de 80 pg/l dans I'eau désinfectée. Aprés
un traitement a I'ozone a hauteur de 1,4 mg/l desurs en bromoforme de I'ordre de 30 ug/l ont été
mesurées. Aucun des sous-produits recherchésentdetscté dans les échantillons prélevés apres un
traitement par irradiation UV.

Dans ces conditions, particulierement dans le sasitement des effluents, afin d’éviter tout irapa
négatif sur I'environnement, il serait donc prébiea de mettre en ceuvre des traitements
complémentaires lorsque la chloration ou 'ozormasont les techniques de désinfection retenues.

V.3 Traitements complémentaires

Particulierement dans le cas de l'utilisation diésinfectant a base de chlore, le résiduel
d'oxydant peut étre réduit ou totalement élimin@ ale limiter la formation ultérieure de sous-
produits indésirables dans le milieu récepteur. agsents les plus fréquemment utilisés sont le
dioxyde de soufre, le bisulfite de sodium et l@shifate de sodium. Le charbon actif peut aussi étr
utilisé apres chloration avec I'avantage de capltifois le chlore en exces et les sous-prodoiitads.
Cette derniere technique peut également étre nmiseevre apres ozonation tel que décrit par
Schroedeet al.en 2011.

En fonction des conditions opératoires de traiteandes effluents d’une écloserie conchylicole, une
étude spécifique devrait étre menée afin de détemia technique adéquate pour capter ces sous-
produits de désinfection. Si possible, avec I'otifete simplifier cette étape et de réduire lestspd

le choix d’'une technologie évitant la création dassproduits de désinfection doit étre privilégiée.
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VI.

Conclusion

Conclusion

L'étude DESIMER avait pour objectif d’établir dealeurs de référence pour des opérations
de désinfection en conchyliculture avec des tealesgconnues. Les performances ont donc été
évaluées et Vvérifiées pour trois technologies, Hration, 'ozonation et l'irradiation UV pour
l'inactivation de pathogénes de I'huitre cre@@assostrea gigaainsi que pour des gametes et des
larves de ce méme modeéle. Ces cibles ont été ebaiasins un contexte de sécurisation des élevages
d’huitres creuses contre des maladies / mortaditdgférents stades de leur développement, mais
aussi avec l'objectif de réduire tout impact négdis effluents d’écloserie conchylicole sur
'environnement.

Les doses pour les trois techniques ont été déatéemniafin de satisfaire ces objectifs en faisgoelap
a des outils et méthodologies fiables permettantéaidier les performances de ces techniques. De
plus, la question de la création de sous-prodeitdésinfection a été traitée et a permis de coafirm
la formation de substances telles que le bromof@pnes chloration et ozonation de I'eau de mer.

La synthése des résultats obtenus associés awtmarfces de désinfection est présentée dans le
tableau suivant.

Chloration
OsHV-1 Vibrio Gameétes Larves 24h-48h
aestuarianus
Performances Non évalué +++ +++ ++

Dose requise

10 mg/I chlore
actif

10 mg/I chlore
actif

10 mg/I chlore actif

Création de
produits
désinfection

SOuS-
de

L'ajout de chlore dans I'eau de mer a une concgatrale 10 mg/l conduit a la

formation du bromoforme, composé toxique, a haudeysresque 80 pg/l. D’autre
sous-produits ont été identifiés. Constat vérifié ges analyses sur un traitemer

réel d’effluents par chloration.

—

N

Ozonation
OsHV-1 Vibrio Gametes Larves 24h-48h
aestuarianus
Performances +++ +++ +++ ++
Dose requise 1mg/l G 1mg/l QG 1mg/l G 1mg/l G

Création de sous- L'ajout d’ozone dans I'eau de mer & une concemtnadie 1 mg/l conduit a la
produits de | formation du bromoforme, composé toxique, a haut&mviron 30 pg/l. D’'autres
désinfection sous-produits ont été identifiés.
Rayonnement UV basse pression
OsHV-1 Vibrio Gametes Larves 24h-48h
aestuarianus

Performances +++ +++ + +
Dose requise 42 mJ/cr 42 mJ/cr 42 mJ/cm 42 mJ/cm
Création de sous-
produits de Pas de sous-produits identifiés.

désinfection

Tableau 23 : Synthése des résultats obtenus Iarglifférents tests de désinfection et sous-produiss
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Ces résultats ont été présentés a la professisnd®ria journée de restitution organisée par le
SMIDAP a Noirmoutier-en-I'lle le 12 septembre 200&s travaux ont également fait I'objet d'un
livret pour « Mieux connaitre la désinfection deali de mer en conchyliculture » disponible sur
demande.
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