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AVANT. PROPOS

Cet te  é tude a  ê té  réa l i sêe  au  Labora to i re  d 'Hyg iène de  la  v i i le
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conna issant .  Qu ' i l  t rouve ic i  le  témoignage de  ma s incère  gra t i tude.
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Mons i  eur

consacré

a ins i  de
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Pro fesseur  FOLIGUET qu ' i ,  ma lgré  ses  nombreuses
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Mons ieur  0 .  NASI ,  Maî t re -ass ' i s tan t ,  gu i  a  b ' ien  vou lu  s ' in té resser  à  ce  t rava j l

e t  qu i  m 'a  fa i t  p ro f i te r  de  ses  remarques iud ic ieuses ,

Monsieur le Professeur SCHWARTZBR0D qui  a chaleureusement accepté de faire la

c r i t ique  de  ce  t rava i ' l  e t  qu i ,  pâF son a ide  cons t ruc t ' i ve ,  a  permis  une appro-

che p1 us r i  goureuse de mon travai  I  ,

Mons ieur  le  Pro fesseur  V ILAGINES qu i ,  par  sa  compétence e t  ses  recherches  an té-

r ieures  dans  le  domaine  de  la  v i ro log ' ie  des  eaux ,  a  o r ien té  ce t te  é tude.



vles remerciements vont êgalement à Monsieur PR0ST H.,  Ingén' ieur-

Agronome,  anc ien  Inspec teur  d iv ' i s ionna i re  de ' la  Répress ion  des  Fraudes e t  du

Cont rô le  de  la  Qua l i té ,  qu i  m 'a  a idé ,  avec  beaucoup de  compétence,  dans  les  p ro-
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Qu ' i l  me so i t  permis  d 'assoc ie r  à  ces  remerc iements  :
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Les eaux usées draînent les déchets des act iv i tés humaines
aussi  b ien domest iques qu' industr ie l les.  Chargées massivernent et  constamment de
v i rus  en té r iques  (BLOCK e t  co ] . | . ,1979 ;  BL00M e t  c0 . | . | . ,1959 ;  CHIN e t  co l l . , !967-
GRAB0W,1968;  GRINSTEIN e t  co l l . ,L970;  KELLY e t  SANDERSON,1960;  LMB e t  c0 ] . | . ,1964;
LELOUP e t  c0 . |1 . ,1979;  MELNICK e t  c01 . | . ,1954)  leur  re je t  dans  les  r i v iè res  ou  I 'eau
de mer apporte à cel les ' - :c i -une pol lut ion v i ra le t rès importante (EDMOND et col l . ,
1978; FL0RA et co] . | . ,1975; G0YAL et  col . | . ,1978; HUGUES et col1. ,1979 a;  KATZENEL-
S0N'  1977;  RUITER ET FUJIOKA,  L978;  SCHI IARTZBROD et  co l l . , t979  b) .  La  re la t i ve
ineff icaci té des trai tements physico-chimiques ou bio ' logiques des stat ions d 'épu-
rat ion sur le plan microbiologique (HUGUES et c0. |1. ,1979 b;  MALHERBE et STRICKLAND-
CHOLMEY, t967;  RAO e t  c0 ]1 . ,L977;  SCHWARTZBROD et  co ] ] . ,1979 a)  aggrave te  p rob lè -
me des rejets dans le milieu récepteur. Le déversement en mer des effluents pré-
sente ,  pour  le  mi l ieu  mar in  e t  pour  I 'Horune,  un  cer ta in  danger  pu isque les  par t i -
cules v i ra les,  qui  y sont prêsentes,  survivent pendant plusieurs semaines, voire
p lus ieurs  mois  (PLISSIER e t  THERRE,  1961;  PLISSiER e t  HUGUES,1978) .  Ces  r i sques
sont d 'autant plus grands que 1es phênomènes de di lut ion et  de di f fusion des ef-
f luents le long de la zone côt ière sont p ' lus ou moins rapides et  que 1a stagna-
t ion  des  eaux  es t  p ' lus  impor tan te .  La  po l lu t ion  v i ra le  de  l 'eau  de  mer  sur  la
bande l i t torale peut entraîner la t ransmission d 'un certain nombre d'af feêt ions
nu is ib les  à  la  san té  de  I ' i nd iv idu .  A ins i ,  l es  ba ignades  en  zones  po11uées  peuven t
ê t re  â  1 'o r ig ine  d 'ép idêm' ies  e t  de  malad ies  in fec t ieuses  (BRISOU,1978;  BRYAN e t
co l l . ,L974 ;  CABELLI ,L978 ;  HAWLEY e t  c0 . l . | . , 1973) ,  ma is  i1  conv ien t  de  sou l igner
que 1a  s ign i f i ca t ion  exac te  de  la  po ' l lu t ion  v i ra le  de  I 'eau ,  sur  le  p ' lan  ép idê-
mio log ique,  n 'es t  pas  encore  b ien  connue (FREYMUTH e t  co l l . ,L979;  KLING,1928) .

Par contre,  i ' l  est  certain que la consommation de produi ts
marins crus,en contact  avec I 'eau de mer pol luée par des eaux usées,peut provo-
quer des êpidémies. Des observat ions prêcises ont pu être fa i tes sur quelques
cas d'hépat i tes infect ieuses (BRISOU,1968; COURTOIS et  LAF0NTAINE,L962;DENIS, l974-
D0UGHERTY et AITMAN,1962; KRUGMANN et c0. | . | . ,1959).  Dans le cas part icul ier  de
1 'êp idém' ie  de  New-Delh i  en  i955 (DENIS, t973) ,  i l  a  pu  ê t re  démont ré  que 1 'eau de
bo isson contaminée acc idente l lement  avec  des  eaux  usées  a  é té  à  1 'o r ig ine  d 'une
épidémie d 'hêpat i te v i ra le touchant 30 000 personnes.

Les besoins en eau augmentant constarunent, les réserves
dans lesque l les  l 'Homme pu ise  dev iennent  insu f f i san tes .  I1  s 'avère  a lo rs  u t i1e ,



dans cer ta ines  c i rcons tances ,  de  recyc le r  les  eaux  usées .  L 'emp ' lo i  de  te l les

eaux  dans  I ' i ndus t r ie  e t  dans  I 'agr icu l tu re  es t  accompagné d 'un  grand r i sque

de  po l lu t ion  (FUJ IOKA e t  10H,1978) .

La  dés in fec t ion  des  e f f luen ts  peut  ê t re  jus t i f iée  lo rsqu ' i l

est  impérat i f  d 'empêcher 1e cycle "absorpt ion-excrét ion" des vi rus de se refer-

mer .  Devant  le  coût  é levê  d 'une épura t ion  les  so lu t ions  proposées seron t  fonc t ion

des  r i sques  acceptés .  En règ ' le  génêra1e, ' le  t ra i tement  donnant  une eau la  mo ins

po l luée sera  cho is i .  Pour  ce  fa i re ,  i l  fau t  d isposer  de  moyens de  cont rô1e s imphs

et rapides. Ceci  impl ique des recherches technologiques de détect ion et  de mesu-

re  quant i ta t i ve  des  v i rus  dans  les  eaux  na ture l les ,  d 'au tan t  p lus  que les  bac tê-

r ies de contaminat ion féca' le,  considérées tradi t ionnel lement comne de bons indi-

ca teurs  de  po l lu t ion ,  son t  ma in tenant  reconnues insu f f i san tes  pour  ind iquer  1a

présence des  v i rus  dans ' les  eaux  usées  (GERBA e t  c0 ]1 . ,1979;  MARZ0UK e t  c01 . | . ,1980) ,

Aussi ,  est- i l  nécessaire de rechercher des méthodes ef f icaces et  sensib ' les pour

détec ter  Ie  p lus  pe t i t  nombre  poss ib le  de  v i rus  p résents  dans  les  échant i l lons

contrôlês.  Ayant adoptê la méthode de concentrat jon des virus sur poudre de verre,

dans une première part ie nous nous sommes consacrés à la mise au point  qual i tat ive

e t  quant i ta t i ve  de  I 'ana ' l yse  v i ro log ique des  eaux .  Cet te  p remière  par t ie  se  sub-

d' iv i  se en troi  s chapi  t res.

Dans le  p remier  chap i t re ,  les  cond j t ions  d 'app ' l i ca t ion

techniques et  stat ist iques de la mêthode de t i t rage des virus que nous proposons

sont exposées.

Dans le deuxième chapi t re,  1es modif icat ions apportées â
' l ' appare i l lage  

sont  dêcr i tes  e t  les  résu l ta ts  de  l 'é tude concernant  l ' i n f1uence

du pH d 'é lu t ion  dans  l 'é tape de  
' l  ' é ' lu t ion  sont  p résentés

Dans le  t ro is ième chap i t re ,  i l  es t  é tab l i  un  b i lan  qua l i ta t i f

des  v i rus  i so lés  dans  le  mi l ieu  hydr ique à  par t i r  de  deux  méthodes d ' iden t i f i ca-

t ion  des  v i rus  :  
' l  ' une ,  c lass ique,  par  séro-neut ra ' l i sa t ion ;  l ' au t re ,  nouve l len

par immuno-microscopie é ' lectronique, app' l iquée, dans nos condi t ions expér imentales,

uniquement à 
' la 

mise en évidence des Adénovirus.

La deuxième part ie concerne l 'appl icat ion des méthodes de

concent ra t ion  e t  de  t i t rage à  la  recherche des  v i rus  dans ' le  mi f ieu  hydr ique.

Cette deuxième partie comprend deux chapitres.



Le premier  chap i t re  es t  consacrê  à  l 'é tude de  I ' i n f luence

des vo lumes d 'échant i l lon  sur ' la  mise  en  év idence e t  la  quant i f i ca t ion  des  v i rus

dans les  eaux  usêes  épurées ,  1es  eaux  de  mer  e t  les  eaux  de  p isc ine .

Dans le  deux ième chap i t re  es t  exposée I ' in f luence du  mode

de pré1èvement  sur  la  dé terminat ion  des  taux  d 'é l im ina t ion  des  bac tér ies  e t  des

virus de deux stat ions d 'êpurat ion de trai tements di f férents (biologique et

phys ico-ch imique) .

Les conclusions de cette étude sont alors dégagées.
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CHAPITRE I

PROPOSITION D'UNE TECHNIQUE DE TTTRAGE



L 'ob je t  du  t i t rage v i ro log iquees tde  fourn i r  le  moyen de

mesurer  le  pouvo i r  in fec t ieux  de  la  suspens ion  v i ra le  e t  d 'en  f i xer  le  n iveau

par rapport à une échelle détenninêe. Trois types de méthodes sont couramment

u t i l i sés  :  la  méthode des  p lages ,  la  dé terminat ion  du  t i t re  D. I .so  ê t ' la  mé-

thode du nombre le plus probab'le. La première est considérée comne êtant la

plus précise car,  en théor ie,  d 'après les t ravaux de DULBECO et V0GT (1954),

une seu le  par t i cu le  v i ra le  es t  capab le  de  fo rmer  une p lage.  Dans la  réa l i tê ,

un agrégat de vi rus a la capaci té de produire une seule plage. Le t i t re v i ra l

es t  a lo rs  en taché d 'une er reur  d 'au tan t  p ' lus  g rande qu ' i1  y  a  un  p lus  g rand

nombre d'agrégats de virus et  que leur ta i l le est  importante.  De ce fai t ,  i l

faut avoir une bonne connaissance des facteurs qui peuvent augmenter ou dimi-

nuer  I 'agrêgat ion  des  v i rus .  A ins i  HAMBLET e t  co l l .  (1967)  démont ren t  que ' le

nombre de plages est  augmenté d 'un coeff ic ient  5 quand 1a suspension virale

de virus po' l iomyé' l i t ique type I  est  d i luée;dans un boui l1on nutr i t i f  au l ieu

d 'une so lu t ion  de  Hanks .Out re  ces  res t r i c t ions ,  i l  fau t  p rêc iser ,  d 'une par t ,

que certains v i rus ne produisent pas de plages ou présentent un faible poten-

t ie l  â former les plages, d 'autre part ,que torr tes ' les 
' lyses 

cel lu la i res obser-

vées ne correspondent pas à une part icule v i ra le et  que lors du repiquage des

p lages  i l  y  a  une var ia t ion  dans  l 'es t imat ion  du  nombre  qu i ,  se lon  les  échan-

t i l l ons ,  passe  de  40% (LEON e t  co ' | l . , 1978)  à  73% (BERTUCCI  e t  co l l . ,1978) .

De toutes ces considérat ions,  i l  ressort  que 1a mêthode des p ' lages n 'est  pas

auss i  p réc ise  que le  voudra i t  la  théor ie  car  la  l im i te  de  conf iance que 1 'on

peut accorder à cette méthode se situe entre l0% et 50% du titre trouvê pour

un seu i l  de  sécur i té  de  95% (C0WELL e t  M0RISETTI ,1959;  GUILLOT,1961;  HILL  e t

co ] . l . ,1971) .  La  deux ième méthode  qu ' i  ê tab l i t  1a  D . I . so  pâr  le  ca lcu l  s ta t i s t i -
que (REED et MUENCH, 1938) ne donne qu'une valeur moyenne du t i t re de la sus-

pens ion .  Cet te  va leur  a  une fa ib le  p réc is ion ,de  l 'o rd re  de  t  0 ,3  log .

La trois ième méthode, connue sous le nom de "Most Probable Number" (MAC GRADY,- l9 i8)

es t  u t i l i sêe  comme I  e  p récon isen t  CHANG e t  co l ' l ' . , (1958  a )  pour  l ' éva lua t ion

des  popu la t ions  v i ra les  en  mi l ieu  l iqu ide .  Cet te  techn, ique,  comne 1a précé-

dente ,  es t  fac i le  à  p ra t iquer  car  e l ' l e  nécess i te  mo ins  de  ce l lu ' les ,  mo ins  de

mil ieu et  moins de travai l  que la méthode des plages. Cependant,  quand un fai-

ble nombre de tubes est  ut i l isé,  cet te méthode présente deux inconvênients

majeurs :  d 'une par t ,  impréc is ion  des  résu l ta ts ,  d 'au t re  par t ,  imposs ib i ' l i té

d 'exp lo i te r  s ta t i s t iquement  les  résu l ta ts  e t ,de  ce  fa i t ,  ' imposs ib i l i té  d 'e f fec-

tuer des comparaisons.



Pour pal l ier  ces inconvén' ients,  nous proposons une mlcro-

mêthode de t i t rage ut i t isant 96 inoculums par di lut ion et  nous démontrons que'

dans certaines condi t ions,  les tests de signi f icat ion peuvent y être appl iqués.

Dans ce  cas , ' la  mêthode du  Nombre  le  P lus  Probab le  (N.P.P. )  avec  96  inocu lums

par di lut ' ion donne une numérat ion de virus plus prêcise que cel le donnée par

la méthode des plages.

I  -  1  APPLICATION DE L ' INDICE N.P.P.  AUX TESTS DE SIGNIFICATION.

L 'ensemble  des  t ravaux  re ]a t i f s  à  I ' i nd ice  N .P .P .  es t

exc lus ivement  consacrê  aux  prob lèmes d 'es t imat ion  (CHANG et  co l l . ' 1958a;

C0CHRAN,1950; DE MAN,1975; MEYNELL,1957; PARNOlrl ,L972; WYSHAK et DETRE,L972)

Bien que la précis ion du N.P.P. augmente avec le nombre

d' inocu' lums par di lut ion (COCHRAN,1950; GLEDEL et ADROIT,1979) 1a plupart  des

auteurs  on t  pub ' l ié  des  tab les  concernant  I 'emp]o i  de '  2 ,  3 ,  5 ,  8  e t  10  inocu-

lums par  d i ' l u t ion  (HALVORSON et  Z IEGLER,1933;  HOSKINS,1934;  MAC GRADY'1918;

DE MAN,!977; NORMAN et IGMPE,1960; 0BLINGER et KOBURGER,1975; PROST,L970 et  1974).

Rarement,  i ls  se sont penchés sur le problème de 
' l  'ut i l isat ion de p' lus de 1 '0

inoculums par di lut ion.  A notre connaissance, tous les t ravaux ef fectuês sur

le N.P.P. depu' is 1918 (MAC GRADY) à nos jours (DE MAN,1977) se sont touiours

l im i tés  au  ca lcu l  des  in te rva l ]es  de  conf iance.  Aucun au teur  n 'a  abordé 1e  pro-

blème fondamental  des condi t ions d 'appl icat ion des tests stat ist iques de si-

gn i f i ca t ion .  Le  N.P .P . ,  en  tan t  que  var iab le  a léa to i re  don t  la ' l o i  de  p robab i -

l itê peut être déterminêe, se prête cependant à un certain nombre de tests de

signi f icat ion qui  peuvent être ut i les dans le domaine du contrôle et  de la re-

cherche en  v i ro log ie .

Le but de ce travai' l  est
-  dê te rminer  l ' i nd ice  N .P .P .  e t  son  in te rva l le

le  cas  de  96  inocu lums par  d i ' l u t ion ;
-  démontrer dans quel ' les condi t ions les tests

prat iqués.

I  -  1 -1  Ca lcu l  de  I ' i nd ice  N .P .P .

Pour 1 'êtabl  issement

que'l ques noti ons :
*  Si  K est  ]e nombre de sêr ies homogènes

réac t ion  pos i t i ve  ou  négat ive ,

de :

de conf iance correspondant dans

de signi f icat ion peuvent être

de I  '  i  ndi  ce N .  P.  P.  ,  nous rappel  ons

de cupu les  u t i l i sées  pour  ob ten i r  une



.  s i  q i  es t  le  vo lume d ' inocu ' lum ensemencé dans  chacunedesn.1  cupu ies  de  la

sér ie  de  rang i ,

.  s i  p i  es t  le  nombre  de  cupu les  de  la  sér ie  i  qu i  fourn issent  une réponse

pos i t i ve  I  p résence d 'un  e f fe t  cy topathogène (E .C.P. )1  e t  qu 'on  appe l le  com-

munêment  "cupu les  Pos i t i ves" ,  p ;
le  "nombre  carac tér is t ique"  (N.C. )  es t  fo rmé en ju i taposant ' les  K  rappor ts  f

dans l 'Ordre de clasSement des sér ies de cupules correspOndantes 
" i

*  S i  d  es t ]a  dens i té  m ic rob ienne  rappor tée  à  l ' un i té  qu i  se r t  à  mesure r  les

vo lumes Qi ,  la  p robab i l i té  P  d 'observer  le  nombre  carac tér is t iqu  
P1 P i  P1

.  
\ t . . \ t .  

. \

es t  éga1e à  :

(1 )

Cet te  p robab i l i té  es t  max imale

d ice  N .P .P :  e t  qu 'on  dé te rmine

r i thme nêpér ien de P (MATHER,

L 'équat ion  à  résoudre  dev ien t

Pour résoudre

h 1  = h 2 = I l  3

(2) ,  so i t  :

pour  une va leur  de  d  qu i  n 'es t  au t re

en annu lan t  la  dér ivêe  par ' rappor t  à

1965; PARNO1^I , 1972; WYSHAK et DETRE '

a lo rs  :

,0
1 -

12 e -0 '01  d 3 ,04

que  f  i n -

d du 
' loga-

te72) .

I  a probabi  I  i tê est  maxi  -

son t  pos i t i ves ,  ce t te

ces  deux  cas  par t i cu l ie rs ,

(2)
j = k

t
i =1

-e i  d
Pi9 i  e i =k

= t  (n i  -  P1)  e i
i =1

- g i  d
L-e

cet te  êquat ion,  dans le  cas où K = 3 ;  qr=  1 ,  Qz = 0 ,1 ;9s  =  0 '01;
oA 

l t  ! ,  ces va leurs  sont  remplacêes dans l 'équat ion= 96t  N.C.  =  
# ;  96.  96.

96 e -d  +  7 ,4  e -o '1  d

1_  e -d  1  -  e -0 '1  d 1  -  e -0 '01  d

d 'où  d  =  14 ,49 .

Quand toutes 1es cupules donnent une réponse négat ive'

ma le  e t  êga1e à  1  pour  d  =  0 .  Quand tou tes  
' les  

cupu les

probab i l i tê  es t  max imale  e t  vau t  1  pour  d  =  +  - .  Dans

les  ind ices  N.P.P.  sont  donc  respec t ivement  0  e t  +  - .

P= f

i =k

(d)  =  f I

i=1

,l; (1 . -oto)
Pi - (n i -c ;  )a id
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I  -  L -Z  Lo i  de  p robab i l i t é  de  l ' i nd ice  N .P .P .

A  chacun  des  (n1  +  1 )  (n ,  +  1 ) . . . . .  (n i  *  1 ) . . . . . (n f  +  1 )=  1 r1

nombres  carac tér is t iques  que peut  fourn i r  
' l ' expér ience,  

cor respondent  :

-  d 'une  par t ,  une  cer ta ine  va leur  x  de  I ' i nd ice  N .P .P . ,
-  d 'au t re  par t ,  une probab i l i té  P*  Qu i  es t  b ien  dê f in ie  quand d  es t  f i xée  e t

qu i  se  t rouve a ins i  assoc iée  au  nombre  x .

La  p robab i l i t é  P*  se  ca lcu le  à  I ' a ide  de  la  fo rmu ' le  (1 )

dans  laque l le  d ,  qu i  n 'es t  p lus  une inconnue,  es t  remplacée par  la  va leur

f i xée  à  p r io r i  pour  1a  dens i té .  Pour  x  =  0  e t  x  =  t  * ,  les  p robab i l i tés  cor res-

pondantes sont P5 et  P- .  Ainsi ,  PôF exemple :
-  pour  k  =  3 ;  Qr  =  1 ;  qz  =  0 r1 i  gs  =  0101 ;  h r  =  l l z  =  t t3  =  40 ;  N .C.  =  18 ;  3 ;  0 '

-x  es t  éga l  à  0 ,61? e t  pour  d  =  L ,  P*  =  0 ,001159.
-  pOurk=3 ;Qr  =  1 ;92  =0r1 ;q3  =0101 ;  11 t  = l ' l z  =h3  =20 ;  N .Ç.  =  0 ;0 ;0 '

x  es t  êga1 à  0  e t  pour  d  =  0 ,? ,  P*  =  Po =  0 ,0117959.
-  pour  k  =  3 ;  9 r  =  1 ;  9z  =  0 r1 ;  9g  =  0101 ;  r l t  =  l l z  =  î3  =  10 ;  N .C.  =  10 ;  10 ;10 '

x  es t  éga l  à  +  -  e t  pour  d  =  165,  P ,  =  P-  =  0 , i185346.

I l  en  résu ' l te  que I ' ind ice  N.P.P.  do i t  ê t re  cons idéré  conme

une var iab le  a léa to i re  X  su ivant  une lo i  de  probab i l i té ,cer tes  p lus  ou  moins

d iscont inue,mais  dont  la  fonc t ion  de  répar t i t ion  F  (x )  =  Prob (X  <  x )  peut  ê t re

déterminêe pour  n ' impor te  que l le  va leur  de ' la  dens i te  d .  M is  à  par t  1e  cas  où

la  va leur  donnée à  d  rend no tab le  la  p robab i l i té  P- ,  la  d is t r ibu t ion  de  X possè-

de une moyenne et  une var iance bien f in ies.  Pour déterminer ces paramètres,  les

procédés hab i tue ls  sont  u t i l i sés .  i l  es t  cependant  exc lu  de  ca lcu le r  tou tes  les

probab i l i tés  assoc iées  aux  M-1  va leurs  f in ies  que compor te  la  d is t r ibu t ion .

A ins i ,  pour  K  =  3  e t  n1  =  h2  =  h3  =  100 ,  M dépasse  le  m i ] l i on  !  I l  n 'es t  donc

re tenu que 1es  probab i l i tés  ayant  une cer ta ine  s ign i f i ca t ion ,  excédant  par  exem-

p ' le  0 ,00001 ,  e t  encore ,  souvent  le  ca lcu l  es t  a r rê tê ' lo rsque la  p robab i l i té

to ta le  P ,  a t te in t  0 ,99 .  I l  fau t  a lo rs  p rendre  so in  de  d jv iser  par  P t  les  résu l -

tats obtenus pour les moments non centrés d 'ordre 1 et  2 s inon les erreurs com-

mises r isquent d 'être rrelat ivement ' importantes.

Tout ce que nous venons de dire reste valable s i  sur la va-

r iable X une transformat ion logar i thmique est  ef fectuée.
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I  -  1 -3  E tude  de  la  d is t r ibu t ion  de  I ' i nd ice  N .P .P .  e t  de  sa  t râns fo

I  ogar i  thmique .

Dans  le  cas  où  k  =  3 ;  q r  =  1 ;  Qz  =  0 ,1 ;9s  =  0 '01 ;

nr  =  r ]z  =  L l3  =  96 ,  la  lo i  de  probab i l i té  du  nombre  a lêa to i re  X  rappor té  à  q r

a  é té  é tud iêe  d 'une façon appro fond ie  pour  d i f fê ren tes  va leurs  de  d  (0 '01 ;0 '03 ;

0 ,06 ;  0 ,08 ;  0 ,105;  0 ,145;  1 ,45 ;  14 ,49 ;  145;  180;  220;  240 i  ?60) .  Cet te  é tude a

porté en même temps sur la lo i  du logar i thme de X car,  dès' le premier abord,

la fonct ion de rêpart i t ion de X est  apparue posi t ivement dissymétr ique.

L'ensemble des résu' l tats obtenus à part i r  des données portées

en Annexe Ar est  consignê :
- soit sous forme de tab'leau rêcapitulatif (Ig[-eag-l portê en Annexe Az)

-  soi t  sous forme de graphiques (Ficures 1 à 24 portées en Annexe A3) permettant

de comparer les distr ibut ions à étudier aux distr ibut ions normales homologues,

c 'est-â-dire ayant 
' les 

mêmes paramètres.

*  Les graphiques susvisés comportent chacun,d'une part ,  une courbe en trai t

con t inu  t racée à  l 'a ide  des  probab i l i tés  cumulées  du  N.P.P.  ou  de  son logar i thme,

probabi ' l i tés qu' i  sont convert ies en valeurs de var iable normale rêdui te (var iable u)

et  d,autre part  une droi te en trai t  d iscont inu (droi te de Henry) représentant la

d. istr ibut ion normale qui  a la même moyenne et  le même êcart- type que la distr ibu-

t ion  à  examiner  (DAGNELIE,1969 e t  1970) .La  s imi l i tude  en t re  les  deux  d is t r ibu t ions

es t  essent ie l lement  appréc iée  à  l 'a ide  desgraph iques  de  Henry ,  ma is  à  no t re  con-

na issance,  i l  n 'es t  pas  poss ib le  de  Ia  ch i f f re r .  Dans ce t te  appréc ia t ion ,  i l  fau t

su r tou t  cons idêre r ' l ' a l l u re  généra le  du  t ra i t  con t inu .  Par  a i l l eu rs '  pour  se rv i r

d ,é léments  de  compara ison,  le  g raph ique présenté  par ' la  F iqure  24  se  rappor tan t

à  ta  d is t r ibu t ion  d 'une var iab le  de  Po isson,  de  paramèt re  18 ,9u i  peut  ê t re  ass i -

mi lée  à  une lo i  normale  es t  u t i l i sée  (Annexe As) .

*  A part i r  des résul tats prêsentés dans le Ts! ]eau I  (Annexe A2),  s i  Y et  Z

désignent respect ivement le logar i thme dêcimal et  le logar i thme népér ien de X,

di f férentes conclusions peuvent être t i rêes :

**La lo i  de X tend vers une lo i  normale quand n augmente mais la s imi l i tude entre

ces deux lo is n 'est  for te qu'à part i r  de n = 100 et  seulement pour des valeurs

de d vois ines de 15. Lorsque d s 'écarte de ces valeursrdans un sens ou dans 1'au-

tre,  le coeff ic ient  de dissymétr ie qui ,  conrne nous l 'avons dêià indiqué, est  posi-

t i f ,  s 'accroi t  progressivement et  rapidement pour devenir  considérable,  proche

des zones  c r i t iques  où  les  p robab i t i tês  Po e t  P-  sont  no tab les  e t  où ,  d 'a i l leurs '



t?

l e  carac têre  d iscont inu  de  la  d is t r ibu t ion  s 'accentue .  La  t rans format ion  loga-

r i thmique de X apporte à cet  égard une nette amêl iorat ion car,  lorsque d croî t

à  par t i r  de  ses  p lus  fa ib les  va leurs ,  le  coef f i c ien t  de  d issymét r ie  de  la  lo i

de  y  (ou  de  Z)  qu i  es t  d 'abord  nêgat i f ,  change ensu i te  de  s igne tou t  en  res tan t

proche de zéro dans un large interval le.  Déià avec n = 20, 
' l  'approx' imat ion nor-

male  es t  assez  bonne,  ma is  i l  fau t  que n  dêpasse 40  pour  qu 'e l le  dev ienne accep-

table avec, du moins,  des valeurs de d n 'appartenant pas aux deux zones cr i t iques

susvi  sées .

r*La moyenne m, de la lo i  de X progresse avec l .a densi té d mais plus rapidement

que ce t te  dern iè re .  L 'écar t  re l i  
'  ' -  -  m-  -  dr t i f  E* = 

T 
est  nul  pour une va' leur d* de d

qu i  var ie  peu avec  n  e t  qu i  es t  de  I 'o rd re  de  0 ,1 .5 .  I l  en  va  sens ib lement  de

même pour  le  nombre  d 'qu i  a  pour  logar i thme la  moyenne 
T ,  

OT 
l : - t l t t  

tâ ,p rogres-

s ion  es t  p lus  len te  que  ce l le  de  m,  e t ,  en  ou t re ,  l ' écar t  re la t i f  Ey  = ï

s 'annu1e pour une valeur d,  de d nettement supér ieure à dr.  De toute façon'  comrne

le  mont re  le  Tab leau 2 ,  dans  ta  p lupar t  des  cas , [Er l  es t  in fê r ieur ,  â  [Ex ]

TABLEAU 2

Inf l  uence de d

n d t* E, d' = 10my E,

96

96

96

0,145

14,490

180,000

0 ,1445

14,6000

182,9000

-  0 ,3  %

+ 0 ,8  %

+ Lr6  %

0,1.39
14,481

181 ,300

-  4 ,00 %
-  0 ,06 %
+ 0,60 %

D'autre part ,  ces valeurs absolues de E* et  E,  d iminuent considérablement,

comme le montre le Tableau 3,  quand n augmente.

TABLEAU 3

In f luence de  n

d n tx E*

15

15

15

15

14,49 (= 15)

3
q

10
20
96

?1,20

L9,76

16,48

15 ,89

14,60

+ 4L,00 %
+ 3?,00 %
+ 9,80 %
+ 6,00 T"
+ 0 ,80 %
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A la lecture de ces rêsul tats,  des valeurs plus élevées sont observêes quand

un pe t i t  nombre  de  cupu les  es t  u t i l i sé .

Les remarques ci-dessus s 'appl iquent à la moyenne mt de Z

car le passage de Y à Z est  un s imple changement d 'échel le (Z --  2,3025).

f f i .L 'écart- type o,  de Y et  l 'écart- type oz de Z présentent la part icular i té de

peu var ier  lorsqi . re la densi té d reste comprise entre deux l imi tes d 'o et  d"o

qu i  seron t  dé f in ies  c i -dessous .Quand d  décro î t ,à  par t i r  de  la  l im i te  in fê r ieure

d,o,  ces êcarts- types augmentent rap' idement.  I ls  Ie font  également,  mais dans

une moindre mesure,  quand d croî t  à part i r  de la l imi te supér ieure d"o.

r  La  va leur  p ra t iquement  cons tan te  que prend oy  pour  d 'o .  d .  d "o  es t  inverse-

ment proport ionnel le à /h. .Lorsque n est  de l 'ordre de 5,  une formule s imple a

étê indiquée par WOODWARD (L957) pour calculer ladi te valeur.  Cette formule est

la  su ivante :

(3)

Si  n  es t  supér i ieur  à  5 ,  i l  semble  qu ' i l  fa i l le  1égèrement  mod i f ie r  le  coef f i c ien t

0 ,55  e t  i l  a  é té  vêr i f ié ,  comrne le  mont re  le  Tab leau 4 ,9u€ 0 ,51  s 'adapte  génêra-

lement mieux aux cas où n = 10, n = 20, n = 40 et  n = 96, la formule (3) c i -dessus

devenant alors :

0 .55ot=G

0.51
o  = 4y,fr(4 )

TABLEAU 4

Comparaison des formules (3) et  (a)

n d 0,51

J n

0 ,55

/n

Valeur exacte
deo

10

10

10

20

40

40

40

96

96

2,00

5 ,00

20 ,00

15 ,00

l . ,00

10,00

150,00

14,49

145,00

0 ,161

0 ,161

0 ,161

0 ,114

0 ,081

0 ,081

0 ,081

0 ,052

0 ,052

0 ,174

0,r74
0,L74

0  ,123
0 ,087

o,087

0 ,087

0 ,056

0 ,056

0 ,  161

0 ,161

0 ,163

0 ,117

0 ,082

0,081

0,088

0 ,040

0 ,051
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r .Quant  à  l ' écar t - t ype  o r i l  peu t  ê t re  dé te rminê  en  ass im i lan t  d  à  la  va leur  x

observée pour  1e  N.P.P.  e t  en  se  servant  de  la  fo rmule  (5 )  donnée par  HALDANE

(1939) .  E l le  a  é té  é tab l ie  en  se  fondant  sur  la  théor ie  du  max imum de v ra isem-

b lance  (MATHER,1965) :

(5 )
1  i =k

6 ' - =  
*  

[ . , à

nlei e-qlx

(1  -  e -9 ix ;

- fz

,l
Cette formule a deux avantages :

,  e l l e  es t  app l i cab le  rnême quand  la  lec tu red 'uneou  de  p lus ieurs  cupu les ,

su r  les  96  inocu lées ,  es t ' i rnposs ib le  ou  que  son  rêsu l ta t  es t  dou teux ;

.  e l le  t ien t  compte ,en  fa isan t  in te rven i r  la  va leur  t rouvêe pour  X ,  des

légères  va r ia t ions  de  o ,  dans  l ' i n te rva l le  d 'o .d .  d "o .

Dans son app l ica t ion ,  comme le  mont re  le  Tab leau 5 ,  la  fo rmule  (5 )  comparêe à

la  fo rmule  (4 )  donne une mei l leure  approx imat ion  de  or .

TABLEAU 5

Comparaison des di f férentes valeurs de o,

n d* N.C.
X

c0rres -
pondant

*
6z

irtrt
oJ,

Val  eur
exacte
de o7

40
90

0,250

0 ,145

9;  1 ;  o
13;  1 ;  0

0,252
0,140

0,315

0 ,267

0 ,200
o  ,120

0 ,336

0 ,258

*  ;  va leurs  in fê r ieures  à  d 'o
f f  '  valeur obtenue avec la formule (5)

f f i  :  va leur  ob tenue avec  la  fo rmule  (4 )  e t  mu l t ip ] jêe  par  Log 10

t l iA part ' i r  des considêrat ions que nous venons d'exposer,  nous sonmes amenés à

dé f in i r  c ieux  in te rva l les  I r  e t  I z  Çu i  j ouen t  un  rô le  p r imord ia l  dans ]es  app l i -

ca t ions  s ta t i s t iques  de  I ' i nd ice  N .P .P .
.  I ' i n te rva l le  I r  g roupe tou tes  les  va leurs  y  au t res  que ce11es qu ' i  on t

une forte probabi  I  i  té d 'apparteni  r  aux di  str i  but i  ons s 'écartant par t rop d 'une

d is t r ibu t ion  norma le .
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Si  d ' rê t  d ' r1  sont  les  va leurs  de  d  à  par t i r  desque l les  la  lo i  de  Y cesse d 'ê t re

approx imat ivement  normale ,  les  l im i tes  y ' r  ê t  V" r  de  I ' i n te rva l ' le  I r  son t  res-

pec t ivement  la  borne  d ' in te rva l le  d 'accepta t ion  de  1 'hypothèse d  S d ' r  e t  la

borne  de  l ' i n te rva l le  d 'accep ta t ion  de ' l ' hypo thèse  d  >d" r .  Au t rement  d i t '  l es

nombres y ' r  êt  1 l"1 Sort t  donnés par les relat ions c i -après dans ]aquel le o dêsigne

un faible r isque qui  peut être éga' l  à 1% par exemple :

P rob  (Y  >  Y ' r )  =  cc  Pour  d  =  d ' l

Prob  (Y  (  Y" t )  =  o  Pour  d  =  d" t
.  l ' interva' l ' le Iz comprend toutes les va' leurs y autres que cel les ayant une

forte probabi l i té d 'appartenir  aux distr ibut ions dont l 'écart- type dépend de 
' la

dens i té  d .

En u t i l i san t  les  no ta t ions  prêcêdentes  e t  en  ra isonnant  comme c i -dessus ,  les ' l i -

m i tes  y 'z  e t  V"z  de  I ' i n te rva ' l le  Iz  sont  dé terminées  à  l 'a ide  des  re la t ions  :

Prob (Y > ! 'z)  = o pour d = dl .o

Prob (Y  .  Y"2)  =  o  Pour  d  =  d"o

et de 
' la 

Figure 25 portée en Annexe A,*.

E tan t  donné que les  ind ices  N.P.P.  ob tenus  sont  vo is ins  quand i l s  son t  ca lcu lês

à part i r  de nombres caractér ist iques pour lesquels le nombre total  de cupules

posi t ' ives est  le même et compte tenu de ce que les l imi tes des interval les I r  et

I z  h 'on t  r ien  d 'abso lu ,  ca r  les  êvo lu t ions  don t  i ' l  s 'ag i t  son t  p rogress ives ,  i 1

est  possible et  conmode pour le prat ic ien d 'expr imer lesdi tes l imi tes en pourcen-

tage de cupules donnant des rêact ions posi t ives.  Le dêtai l  des calculs qu' i l  a

fal lu fa i re est  porté en Annexe Az. Nous ment ionnerons seulement,  dans le TableauS

les chi f f res qui  nous paraissent devoir  être retenus pour 1es di f fêrentes' l imi tes

susvisêes et leurs correspondances en pourcentage de cupules' positives (pourcentages

inscr i ts dans les colonnes'%+J. Remarquons que les bornes supér ieures des inter-

va l les  I r  e t  I z  son t  iden t iques .

Quand I 'exécut ion  d 'un  tes t  nécess i te  que les  var iab les  é tu -

d iéesprennent  des  va ' leurs  compr ises  dans  l 'un  ou  I 'au t re  des  in te rva l les  I r  ê t  I z

et que ' les 
résultats des tri.trages faits ne correspondent pas à cette exigence, com-

me ]e montre le Tableau 7,  i l  est  obl igatoire de recomnencer les expér iences avec

d 'au t res  taux  de  d i lu t ions ,  car  i ' l  n ' y  a  pas  de  so lu t ion  de  rechange.
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I  -  1 -4  Es t imat ion  de  
' la  

dens i tê .

I  -  1 -4-1  Es t imat ionPe!slselIe.

*  Le  p rocessus  par  1eque1  es t  ob tenu  l ' i nd ice  N .P .P .  (va r iab le  X) ,  p rocessus

qu i  n 'es t  au t re  que la  méthode du  max imum de v ra isemb ' lance,  fa i t  de  ce t  ind ice

un est imateur de la densj té d.  Cet est imateur est  convergent par rapport  au ni ,

ma is  i l  n ,es t  pas  sans  b ia is  car  son espérance mathémat ique es t  m*  9u i  d i f fè re

prat iquement touiours de d.

*  I l  se  peut  que,pour  es t imer  d ,  p lus ieurs  va leurs  de  X cons t i tuant  un  échan-

t i l l on  bernou l l i en  so ien t  d ispon ib les .  En  mat iè re  de  N.P .P .  un  êchan t i l l on  es t

bernou l l ien  s ' j l  remp ' l i t  les  quat re  cond i t ions  su ivantes  :

.  les ef fect i fs n. '  sont égaux dans les sér ies homologues'

i l  en est  de même pour 1es nombres Qi,
.  les mesures portent sur un même mi l ieu stat ist iquement homogène'

.  ces mesures sont indépendantes les unes par rappgrt  aux autreS.

Dans  le  cas  de  I ' u t i l i sa t ion  d 'un  êchan t i l l on  de  r  va leurs

pour X et  que cet échant i l lon peut être considéré comnre répondant aux condi t ions

c i -dessus ,  sa  moyenne i  es t  auss i  un  es t imateur  de  d .Cependant ,  pour  une va leur

donnée des nr,  cet  est imateur n 'est  n i  convergent par rapport  à r ,  n i  dépourvu

de biais.  En ef fet  i  a,  comme X, pour espérance mathématique le nornbre m, et ,

auss i  g rand que so i t  r ,  le  b ia is  E*  pers is te  éga1 à  lu i -même.

La fonci ion jnverse d '  de la moyenne ar i thmét ' ique ( !  pat

exemp' le)  des logar i thmes des r  valeurs observêes pour X const i tue un mei l leur

es t imateur  de  d  pu isque nous  avons  vu ,  qu 'en  génêra l '  nous  avons  IEy ]  <  [Ex l .

I l  existe toutefo ' is  un procédê prat ' ique pour avoir  un est i -

mateur encore plus précis de la densi té d à part i r  des r  nombres caractér ist iques

é lémenta i res  fourn is  par ' l ' expér ience.  Ce procédé cons is te  tou t  d 'abord  à  fo rmer

le nombre caractér ist ique somme en addi t ionnant les nombres pi  et  nt  des r  sêr ies

homo' logues  e t  ensu i te  à  ca lcu le r  l ' i nd ice  N.P.P.  cor respondant  au  nombre  carac tê-

r i  st i  que ai  ns ' i  obtenu.

Cer tes ,  p lus ieurs  l i s tes  d i f fê ren tes  de  N.C.  ind iv idue ls

peuvent donner un même N.C. somne, mais l 'analyse combinatoire montre que la

probab i l i té  to ta ' le  d 'about i r  à  ce  dern ie r  es t  éga le  à  la  p robab i l i té  a t tachêe

au  N.C.  ind iv idue ' l  qu i  l u i  es t  i den t ique .  L ' i nd ice  N .P .P .  co r respondan t  à .ces

deux N,Ç.égaux su i t  donc  la  même lo i  dans  les  deux  cas  e t  du  fa i t  que ' les  e f fec-
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t ' i fs  de cupulesontconsidêrablement augmenté par rapport  à ceux des N.C. êlêmen-

ta i res , ' l ' espérance  mathêmat ique  dud i t  i nd ice  es t  p lus  vo is ine  de  la  v ra ie  va -

leur  de  la  dens i té  d  que ' l ' espérance mathémat ique de  la  moyenne empi r ique i  e t

même que cel1e de la fonct ion inverse d '  de la moyenne ! .

A ins i ,  dans  le  cas  o r i  k  =  3 ;  q r  =  1 ;  9z  =  0 ,1 i  ge  =  0 '01 ;

h l  =  nz  =  n3  =  10 i  r .  =  9 ,  pour  d  =  15 ,  ' l  
eS  réSUl ta tS  ObtenUS SOnt

cons ignês  dans  le  Tab leau 8

TABLEAU 8

Nombre caractérist ' ique somme

N.  C . X v

L0/70 ;8 / t0 ; l /LO

10/10 ;S l f i ; 2 /L0

L0 /10 ;8 / I0 ;2 / I0

10 /10 : '7 / I0 ; I / f i

10 /10  ;  8 /10  ; .3 /10
10 /10 ;10 /10  i0 / I0
10 /10 l '8 /10 ;0 /10

10 /10 ;9 /L0 ; l /10

10 /10 ;7 /L0 ;3 /L0

90/90 ;  70/90 ; t3/90

15 ,046

8 ,725

L7,238

1 1 ,808
19,588

23,979

t2,993

t9,792

15 ,433

L44,602

1.,L7742

0,94076

L,23649

L,07218

r ,2g t99

1 ,37983

1  ,11371
1,29649

1 ,18845

t0,69732

La moyenne de  l 'êchant i l lon  des  x  es t  i  =  144,6 /9  =  16 ,07 '

pour n = 10 et  d = 15, la lo i  de i  a,  conune cel le de X, une moyenne m* ê9a' le à

16,5 ,  ce  qu i  cor respond à  un  b ia is  re la t i f  E*  de  +1 ,5 /15  =  +L0%'

(ce  qu i  es t  l e

ce l le  de  Y ,  une

donc à  un  b ia ' i s

qui donne pour

La moyenne de I  'échant i l  1on des Y
' logar i thme de 15 ,44) .  Pour  n  =  10  e t

moyenne m.,  qui  est  le logar i thme de
J

re la t i f  E . ,  va lan t  +0  ,26 /15  =  L ,7%-
J

Le nombre caractéristique somne
' l  '  ' i nd i  ce  N.  P .  P .  

' l  
a  va l  eur  x  =  15  ,15  .

es t  !  =  10 ,6973 /9=1 ,18859

d =  15 ,  la  lo i  de  !  a ,  comne

d'  = L5,26 et  qui  comespond

est  90 /90 ;  70 /90 ;  13 /90 ,  ce
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La lo i  de  X n 'a  pas  é té  ê tud iêe  pour  n  =  90  e t  d  =  15 ,

mais el le I 'a été pour n = 95 et  d = L4,49 et  ces deux distr ibut ions sont cer-

ta inement t rès proches. 0r,  avec la seconde d'entre-el les,  le biais relat i f  E"

s,élève seulement à + 0,8%, ce qui  est  net tement infêr ieur aux biais relat i fs

Ex (10%) et  E,  (1 ' ,7%) calculés prêcédenrnent.

L 'u t i l i sa t ion  du  N.C.  somme,  9u i  rev ien t  en  dé f in i t i ve  à

regrouper plusieurs expêriences en une seule, devrait être systêmat'iquement

gênéral isêe à tous les échant i ' l lons sat isfaisant aux condi t ions ênoncées plus

haut, ou même seulement aux trois derniëres de ces conditions.

Inversement, tout nombre caractéristique peut être consi-

déré comme étant le résultat de la réunion de plusieurs autres, de sorte que'

sauf except ions,  nous ne ferons plus de dist inct ion,  dans' les paragraphes qui

su ivent ,  en t re  la  façon d i rec te  ou  ind i rec te  dont ' les  N.C.  sont  ob tenus .

* Le nombre caractéristique que nous donne"l 'expêrience n'est pas toujours ac-

ceptab le  car  
' la  p robab i ' l i tê  de  ce  N.C. ,  pour  la  dens i té  qu ' i ' l  imp ' l ique ,  es t  par -

fo is fa ib le et  n 'est  pas comprise dans les 95% de la somne des probabi l i tés des

N.C.  1es  p lus  p robab les .  Pour  rechercher  s i  un  N.C.  es t  acceptab le ,  la  courbe

"Probab i l i té  min ima]e  =  f  (dens i tê ) " ,conme le  mont re  la  F igur :e  26 ,  es t  u t i l i sée .

Les probabi l i tés min' imaleg sont dêterminées à part i r  d 'une densi té donnée en

faisant la somme des probabi l i tés par ordre décroissant iusqu'à ce qu'el le at-

te igne 95% (Annexe Ar ) .  La  probab i l i té  1a  p lus  fa ib le  es t  a lo rs  p r ise .

Par exemple,  à un N.C. éga' l  à 96; L7i  0,  i1 correspond un

ind ice  N.P.P.  égat  A  3 ,15 .0F,  pour  ce t  ind ice ,  le  nombre  carac tér is t ique  1e

p lus  probab le  es t  92 ;261 '3 .  La  probab i l i té  ca lcu lée  comespondant  au  N.C.

96; 17; 0 ayant une valeur t rès fa ib le (P = 0,000007689) nettement infér ieure

à la valeur correspondante de la courbe,. i ' l  faut reieter ce N.C. à 95% de confiance

r - t-4-2 E:lineliq!-per-illervslle.
A chaque ind ice  N.P.P.  cor respond un  in te rva l le  de  conf iance

déterminé de' la façon suivante :  soi t  L. '  la borne infér ieure et  L,  la borne su-

pér ' ieure  de  l ' i n te rva l le  de  conf iance au  n iveau 1  -  o  de  l ' i nd ice  N.P.P.  Quat re

mêthodes sont  u t i l i sab les  pour  dé terminer  ces  l im i tes  (PR0ST e t  co l '1 . '1981) .

Mais,  dans ce travai l ,  nous n 'avons ut i ' l isê que la méthode décr i te par PARN0W

(1e72)
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Cette méthode repose sur 1a normal i tê de la distr ibut ion

de la var iable Z (EISENHART et WILS0N,1943) et  sur le fa i t  que 1'écart- tyPe oz

var ie relat ivement peu quand la densi té d reste vois ine de la valeur z observêe

pour cet te var iable Z.

Dans ces  cond i t ions ,  les  logar i thmes népér iens  L ' i  e t  L ' ,

des' l imi tes L. '  et  L,  se déterminent à part i r  des interval les d 'acceptat ion qui

leur  comespondent .  I l s  son t  ob tenus  à  l 'a ide  des  re la t ions  :  :

( t = C t t * C [ z

L ' - -u  .6 -=z-s  
l -o r  

- z

L ' i  *  u r ,_o r '  oz  =  z

désignant respect ivement 1es quant i ' les d 'ordre i  -  crr  g!  l -  ctz
- O t  I  -  0 2

la var iable nonnale rédui te.

E tan t  donné la  façon dont  s 'ob t ien t  o r ,  i l  n 'es t  pas  néces-

saire que 1es ef fect i fs n. ,  soient r igoureusement égaux pour que la méthode puisse

ê t re  u t i ' l i sêe .  A ins i ,  pour  k  =  3 i  g r  =  1 ;  qz  =  0 ,1 i  gs  =  0 ,01 . ;  [ r  =  96 i  nz  =  94 ;

ns  =  77 ;  1  -c=  0 ,95 ;  N .C.  =  96 /96 ;64 /94 ;8 /77  '  x  es t  êga l  à  11 '3  d 'où  :

z  =  Log 11 ,3  =  2 ,4248 e t
-12

u
I

de

etu

-  1  [  go  . -1 t  ' g  
+  0 ,64  e - l  ' 13

ot = 
i l [ f f i t t ,r,,, (1 - e-l,13(1 -e ' -11 '3 )2  (1  -  . -1 '13 )2

*o,ooose-o '113 |  =0,123
(1 -  e-o '113)2 I

Pour un interval le symétpique en probabi l i té comportant donc

1es r i sques  c r t  =  oz  =  0 ,05 /2  =  0 ,025,  u t  - , r ,  es t  éga l  à  u , t  :  d2  e t  éga l  à  1 '96  e t

L ' i  =  2 ,4248  -  1 ,96  x  0 ,123  =  2 ,18307 ,  d 'où  L t  =  8 ,9

L 'a  =  2 ,4248  +  1 ' ,96  x  0 ,123  =  2 ,66650 ,  d 'où  Ls  =14 ,4

En revanche, corme"les hypothèses fai tes au dêpart  sont plus

ou moins vraies,  les l imi tes L. ,  et  L,  t rouvées sont el les-mêmes approximat ives.

Mais ,a ins i  quÊlemont ren t  les  que lques  ch i f f res  du  Tab leau 9 ,  ces  va leurs  appro-

chées sont assez voisines des va'leurs exactes, même avec des effectifs nt de

l 'o rd re  de  10 ,  lo rsque,  du  moins ,  le  pourcentage de  cupu les  pos i t i ves  n 'es t  n i

t rès  é levê ,  n i  t rès  fa ib le .
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Comparaison des

obtenues à part i r  de

TABLEAU 9

l im i tes  de  conf iance

deux méthodes di ffêrentes

N.  C . X
% de cupules
posi  t i  ves

Limites obtenues
avec la méthode,décri te

Limites obtenues
avec la méthode exactej

1; o;  o
4;  3 ;  o

10;  8 ;  o
1o;10;9

0,09

0 ,80

13 ,00

230,00

3 ,3%

23,3%

60,0%

96,6%

Lj  =  0 ,01  L r=  0  '64
L i  =  0 ,38  L r=  L ,70

L i=  6 ,20  Ls=  27  ,30
L i  =102 ,50  Ls=516,00

L i=  0 ,01  L r=  0 ,54

L i  =  0 ,40  L r=  I  ,70

L i=  6 ,00  Ls=  28 ,00

L i  =110 '00  Ls=600 '00

/T !'r"'/
I'1"',/

La fonc t ion  f  (0 )  n 'ê tan t  au t re  que 1a  probab i l i té  P  de  la  fo rmule  (1 )

composées (théorème de Bayes

pr ior i  de toutes les valeurs

d i f fé ren t ie l les ,  sera  excep-

données par  les  re la t ions

r :e l les  se  fondent  sur  le  théorème des  probab i l i tês

c i tê  par  MATHER,L965)  a ins i  que ' l ' équ ip robab i l i tê  à

de  la  dens i té  qu i ,  pour  c la r i f i e r  I ' express ' ion  des

t ionne l lement  dés ignée par  0 .

.  Les  l im i tes  L . ,  e t  L ,  son t  a lo rs

0 = 0 t * 0 2

ti
t:ti

= * æ

(e )  d  0  =  cz
= Q

= + c o

( 0 )  d  0  =  1 - c r

= Q

I -

I -

1 -5  Tes ts  de  s ign i f i ca t ion .

1-5-1 Tests de compargi:9!-gg-9egl-!el:! !É:-9r-e!_9a.

L ' in te rva l le  de  conf iance permet  d 'êva luer  rap idement  s i

les  deux  dens i tés  d r  e t  dz  d i f fé ren t  s ign i f i ca t i vement .  I l  ne  s 'ag i t  pas  d 'un

tes t  p rêc is  (1 IS0N,1958) ,  ma is  d 'une  ind ica t ion  d 'ob ten t ion  rap ide  u t i f  i sée  pour

s 'o r ien ter  :  quand les  in te rva l les  de  conf iance des  deux  dens i tés  d r  e t  dz  seche-

vauchent, les deuxdensi tés ne di f férent pas s igni f icat ivement.  Cette méthode com-

porte un r isque de prem' ière espèce exagéremment t rop pet i t ,  c 'est-à-dire qu'e ' l le
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fa i t  re je te r  p lus  souvent  qu ' i1  ne  faudra i t  I ' hypothèse d 'une d i f fé rence s ign i -

f i ca t i ve .  Examinons ,  par  exemple ,  le  cas  l im i te  où  les  in te rva l les  de  conf iance

ont une borne coffnune' comme le montre 1a Figure 27'

s i  la  va leur  commune de d1  e t  dz  es t  d  =  L" r  =  L '2 ,  comn€ lê

fa i t  admet t re  la  méthode en  cause,  1a  probab i l i té  pour  Xr  d 'appar ten i r  à  I ' i n te r -

va l le  [Q ,x r ]  es t  de  2 ,5%.  De  même 1a  p robab i l i t é  pour  X2  d 'appar ten i r  à  l ' i n te r -

va l le  Ixz , - ]  vau t  2 ,S%.La probab i ' l i té  que ces  deux  événements  se  produ isent  s imu l -

tanément  (ce  qu i  cor respond à  1 'observa t ion  fa i te )  es t  êga1e à  :

o  =  0 ,025 x  0 ,025 =  0 ,000625.  Avec  des  in te rva l les  â  99% s  =  0 '0001 '

Le  r i sque s  es t  t rès  in fé r ieur  à  ceux  f j xés  hab i tue l lement '

Li

Xr  borne in fé r ieure  de  d

X2 borne supér ' ieure de d

(!)  interval le de conf iance de d1 A 95% et  sYmêt r ique en  Probab j l i té

Ll
Li

tna . .va l le  de  conf iance de  d2  a  95% et  synnét r ique en  probab i l i té

FIGURE 27

Cas où les interval les de conf iance ont une borne commune
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L 'ana ' l yse  de  var iance n 'es t  va lab le  que dans  les  cond i t ions

su ivantes  :
.  la  d is t r ibu t ion  des  er reurs  es t  une d is t r ibu t ion  normale ,
.  leur  var iance es t  cons tan te ,
.  ' les 

termes d'erreur sont i  ndépendants ,
.  les ef fets des di f férents t ra i tements s 'addi t ionnent.

La not ion d ' indépendance des erreurs se rat tache à ce qui

est  évoquê au paragraphe I  -  1-4-1 de ce même chapi t re I  et  l 'hypothèse de l 'ad-

di t iv i té des ef fets des trai tements est  généralement admise par 1es stat ist ic iens-

Quant aux deux premières condi t ions,  e ' l ' les nécessi tent ,  pour pouvoir  être consi-

dérées comme rempl ies,  que les t ro is règles c i -après soient appl iquées :

.  ut i l iser la technique classique avec, pour toutes les mesures,  un même effect i f

n supér ieur ou égal  à 40,
.  opérer  sur  des  va leurs  de  X cor respondant  à  I ' i n te rva l le  12
. ef fectuer une transformat ion logar i thm' ique de ces valeurs.

Le  vo lume d ' inocu ' lum gr  pouma var ie r  d 'une mesure  à  l 'au t re

mais  i l  conv iendra ,  b ien  en tendu,  d 'expr imer  tous  les  résu l ta ts  x  avec  la  même

un i té  avan t  d 'u t i l i se r  leu r  logar i thme y  dans  les  ca lcu ls .

ta ines va leurs  de
pour  1a var iab le  Y
tYpe or.

Si ,  dans  que lques  cas ,  i l  es t  nécessa i re  de  mul t ip l ie r  cer -

X par des facteurs appropr iés et  d i f férents,  i l  en résul tera

de simples changements d 'or ig ine n 'af fectant pas son écart-

Cas de  I 'ana lyse  à  deux  d imens ions  :

Lorsqu 'une même sér ie  d 'échant i l ' l on  sub i t  deux  t ra i tements

d i f fé ren ts  Ar  e t  Az ,  i l  es t  in té ressant  de  conna l t re  I ' i n f luence des  t ra i tements

sur  les  ind ices  N .P .P .  So i t  l ' exemple  où .  le  fac teur  A  a  deux  var ian tes ,
.  le facteur B a neuf var iantes,
.n=40

Les valeurs trouvêes sont consignées dans le lqU'lSgq_l!.

Comme le  mont re  le  Tab leau 11 ,  
' l  ' i nd ice  N.P.P.  es t  a lo rs

t ransformé en logari thmes décimaux. Les calculs suivants sont alors effectuês :
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TABLEAU 10

Comparaison des traitements At et At

TABLEAU 11

Logaritfrnes décimaux

des va leurs  du  N.P.P.  rappor tées  à  la  même un i tê

A

B

^̂1 4,2

N.  C. N.P .P . N.  P .  P .

Br

Bz

Bg

Bq

Bs

Be

Bz

Be

B g

34i  2 i0
40;30;1
40;2 t ;0
40;33;3
40;24;1
40;19;0
40)z l ;3
40;20;0
40 i?5;0

1 ,56
11 ,90

6 ,60

15 ,48

8 ,27

5 ,85

7  ,53
6 ,2 t

8 ,42

40;18;0
40)?6;5
39;?6; t
40;33;7
40 ;29 ;2
40;32;3
40;30 i2
40;?8;0
40;32;0

5,52

10,90

6 ,90

17  ,78
l . l . ,63

14,52

12,37

10,12

12,99

A
B

A1 A2 Teta'l

Br

B2

B3

Bq

B5

Bs

Bz

Be

Be

0 ,1931246
1,0755470

0,8195439

1,1897710

0,9175055

0,7671559

0,8767950

o,7930916

0,9253L21

0,  741939 I

1,0374265

o,8388491

L,2499318

1 ,0655797
L,1619666

1,0923697

1,0051805

1,1136092

0 ,9350637
2,L129735
1 ,6583930
2,43970?8
1,9830852
I,929L2?5
L,969L647
L,79827?l
2,0389213

Tota'l 7,5578466 9,3068522 16,8646988
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. terme de centrage T.C. =
( i6 .8646988) 2

a

somme des carrês de toutes les mesures

somme des carrês générale

. somne des carrés

0,9867484 -

somme des camês "entre variantes du facteur A" :

(7 ,557_8466)2  +  (9 ,306-8522)2  -  (T .C. )  =  15 ,970949 _
99

-  (T .C . )  =  0 '9867484

(T.C.)  = 0 ' t699452

t6,482075 - (T,C.)

=

= 0,68L07L2

= 0 ,1357320

d 'ana lyse  de  var iance :  Tab leau 12

18
= 15 '801004

z L6,787752

: L6,787752

. somne des carrés "entre variantes du facteur B" :

0,9350637)2 *!Z,Ll29n5\2 *(2,03892L3)2
z - f r . . . . . -T- , ï .J . ,

rés iduel  le  :
(0,1699452 + 0,68L0712)

I ' l  en résulte le tableau

TABLEAU 12

Inf' luence des deux traitements Ar et Az

Source
de var iat ion

Somme
des carrés

Degrés
de I iberté

Carrê
moyen

Fobs.

entre variante
du facteur A

0,1699452 2- l  = f 0 ,1699452 3##u=10,0r.6

rési  duel  I  e 0  ,1357320 (9 - l ) x1=8 0,0169665

'F0 ,05  [1 ,8  ]  =  5 ,32

Conane Fobs. [ 1,8 ]
gni f icat ive entre le t ra i tement A1 et

)  F0 ,05  [  1 ,8 ] ,  i l  y  a  une d i f fê rence s i -

le t ra i tement Az.
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I

I  .  2 ETUDE DES DIFFERENTES ETAPES DE LA METHODE PROPOSEE.

Dans la  mise  au  po in t  de  la  méthode de  t i t rage des  v i rus  :
:  dans un premier temps'  nous avons recherché les paramètres inf luençant la valeur

du  t i t re  v i ra l  ( t ryps ina t ion ,  nombre  e t  vo ]ume d ' inocu lums par  d i lu t ion ,nombre
de  d i lu t ions ) ,

dans un deuxième temps, nous avons comparé notre mêthode à cel le des plages
e t  du  N.P .P .  u t i l i san t  t ro i s  inocu lums par  d i lu t ion ,  a f in  d 'en  dé te rminer  la
préc i  s i  on .

-  2 -L  Matér ie l  e t  méthodes.

-  2 -L -1  Cu l tu res  ce l lu la i res .

La recherche et  la numérat ion des virus ont été ef fectuées sur
cu l tu res  de  ce l lu les  en  l i gnée  con t inue  K .8 . ,  so i t  pa r  la  mêthode  des  p lages ,  so i t
par  la  méthode du  nombre  le  p tus  probab le .  Les  cu l tu res  ce l lu la i res  on t  donc  é té
réa l i séesdansdes  f laconsenp las t ique  s tè r i l es  de  25  cmz de  sur face ,  ou  sur  des
p laques de  mic ro t i t ra t ion  comprenant  96  cupu les  (Mic ro tes t  I I ) .  Dans  ce  dern ie r
cas ,  les  p laques  sont  p réparées  de  la  façon su ivante  :  à  par t i r  de  ce l lu les  hu-
ma ines  K .8 . ,  une  suspens ion  ce l lu la i re  es t  réa l i sée ,  à  ra ison  de  200  000  ce l lu les
par  m l ,  dans  du  mi l i eu  de  c ro issance  L .Y .  pH 7 ,2  cons t i tué  par  de  l ' hydro lysa t  de
Lac ta lbumine (B iochemica l  corpora t ion)  à  0 ,5%,  de  l 'ex t ra i t  de  levure  (yeas to la te -
D i fco )  à  0 ,15% dans  une  so lu t ion  sa l ine  de  Ear le  (Ear le ,  1943)  à  laque l le  son t
ajoutés 10% de sérum de veau nouveau-né dêcomplémenté (Eurobio),  1% de solut ion
d 'an t ib io t iques  e t  d 'an t i - fung ique (Benzy l  pen ic i l l i na te  de  sod ium :  25000 U/ml ,
su l fa te  de  co l imyc ine :  20000 U/ml ,  su l fa te  de  s t rep tor4yc ine :  5  *g / r l ,  su l fa te  de
néomyc ine  :  50  mg/ml ,  amphoter ic jne  B :  5 .10-3  mg/ml )e t  2 ,5% de tampon Hépès(B io-
l4ér ieux) .  Cet te  suspens ion  ce l lu la i re  es t  répar t ie  dans  les  d i f fé ren tes  cupu les
d 'une ou  p lus ieurs  p laques ,  à  ra ison  de  0 ,1  ml  par  cupu le .  E l les  sont  incubées
pendant  24he +37"C dans  un  ca isson de  Lwof f  sans  COz.

I  -  ? -1 -2  V i rus .

Durant  tou te  l 'é tude,  1e  même lo t  de  v i rus  po ' l iomyé l i t ique
type I ,  souche Sab in  L  S  C 2  ab ,  a  é té  u t i l i sé  e t  p réparê  se lon  la  méthode su i -
vante :  une bo l te  de  Roux de  200 cm2,  contenant  un  tap is  ce l lu la i re  cont inu ,  es t
inocu lée  avec  1 ,5  ml  de  suspens ion  v i ra le .  Après  c inq  jours  d ' incubat ion  à  +  37oC,
lo rsque l 'e f fe t  cy topathogène es t  to ta l ,80  ml  env i ron  de  suspens ion  v i ra le  ob tenus
sont  conge ' lés  e t  déconge lés  t ro is  fo is  success ivement .  Après  é l im ina t ion  des  débr is
ce l lu la i res  par  cent r i fugat ion  à  1800 g  pendant  10  minu tes  à  +  4"C,  le  surnageant
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est  a lors prélevé, rêpart i  à raison de 1 ml par f ' lacon dans 75 f lacons stêni les

conservés au congélateur à -70oC pendant toute la durée de l 'étude et  t i t ré par

la  méthode  du  N.P .P .  u t i l i san t  96  inocu lums par  d i lu t ion .

?-r-3 Erelegele-virqlegigse.
2-t-3-1 Inf luence de la t rypsinat ion.

* P.rç.eersI!.sn..dç.s...9.!.l.sI!.p,nç. .
A par t i r  de  l ' é lua t  ou  de  1a  suspens ion  de  v i rus  po l iomyê l i t i que  type  I ,20  m l

de  d i lu t ions  à  10-6 ,10-7  e t  10-8  sont  p réparés  avec  du  m' i l ieu  de  Hanks .
* I.ng..c.tr.l.i$.q1..g.t.p.u..*f.v.#..9n..{-e..s...9y.1.Iy.!:g:...s-e.LLHl.e!.neç. .

Conne le montre 1a Figure 28, 20 m' l  de chacune des di lut ions (é1uat ou suspension

de virus po' l iomyê' l i t ique type I)  sont partagés en deux volumes de 10 ml :
-  d 'une par t ,  un  f lacon de  75  cm2 de sur face  contenant  un  tap is  ce l lu la i re  de

de type K.B.  es t  inocu lé  avec  10  ml  de  d i lu t ion .  Après  2  heures  de  contac t  à

+  37"C,  l ' i nocu lum es t  é l im inê  e t  hs  ce l lu lesson tbyps inées .  E l les  son t  recue i l l i es ,

après  cent r i fugat ion ,  dans  10  ml  de  mi l ieu  d 'en t re t ien  1 .Y . ,  complê tês  avec  10%

de sérum de  veau  (S .V . ) ,  l% de  so lu t ion  d 'an t ' i b io t ' i ques  (S .A . )  e t  2 ,5% de  tampon

Hépès  (T .H . ) .La  suspens ion  ce l lu la i re  in fec têe  a ins i  ob tenue  es t  répar t ie  dans

les  96  cupu les  d 'une p laque de  mic ro t ' i t ra t ion  à  ra ison  de  0 ,1  ml  par  cupu le .  Les

p' laques sont placëes à + 37oC pendant 5 e 7 jours dans un caisson de Lwoff .  Pour

chaque  cupu lê ,  l ' appar i t i on  d 'un  e f fe t  cy topa thogène  (E .C.P . )  es t  no tée .  Après  con-

gê la t ion  e t  décongé la t ionde ' la  p iaque,un  deux ' ième passage es t  e f fec tuê  de  la  façon

su ivante  :  à  par t i r  de  chacune des  cupu les ,  i l  es t  p rê1evé 0 ,05  ml  du  contenu qu i

est  porté dans la cupule correspondante d 'une autre plaque de microt ' i t rat ion dont

1e  fond es t  dé jà  tap issé  de  ce l lu les .  L 'opéra t ion  es t  répétée  pour  tou tes  les  cu-

pu les  de  la  m ic rop laque .
-  d 'au t re  par t ,  9 ,6  m1 de suspens ion  v i ra le  sont  répar t i sdans  unep ' laque de  mic ro-

t i t ra t ion  con tenan t  un  tap is  ce l lu la i re  con t inu ,  à  ra ison  de  0 ,1  m l  par  cupu le .

Après  un  contac t  de  2  h .  à  +  37oC,  I ' i nocu lum es t  remplacé par  du  mi l ieu  de  surv ie

(1 .Y .  +  I% S .A .  +  2 ,5% I .H . )  à  ra ison  de  0 ,1  m l  par  cupu le .  Les  p laques  mises  dans

un caisson de Lwoff  sans COz sont incubées à + 37oC pendant 5 à 7 jours.  Comme

précédenunent,  un deux' ième passage est  ef fectué. Dans les deux cas, le nombre de

cupu les  présentan t  un  E.C.P.  es t  no té .
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t-

| - 2-L-3-Z Influence du nombre d'inoçuluxF per djlu!j-A!-.

I  -  2-1-3-2-1 gglggfgi:g!. : . l .gypylg:.pgl.gi ly!:gl.??T:Tf.?9.çyeyJ::.p.a.ql i ly l igl ;

*  Prépara t ion  des  so lu t ions-mères .

A par r i .  o ' , " " " , ; ; ; ; ; ;  ; . ; ;  ; ; ; ; ; ; ; ; r i t ique  type  I ,  d i r ré ren tes  d i ru t ions

sont ef fectuêes de façon à obtenir  t ro is suspensions de 20 ml t i t rant  respect ive-

ment  env i ron  103 ,104  e t  10s  N.P .P .U.C. /m l  (so ' lu t ions -mères) .

* .l n g s v J. t l i s l.. : 1.. g 9 :. : l v * l i.e 1 .. g e :... e T.1 1 t* : :... s s L L v L s i. r :.'
Comme le  mont re  la  F igure  29 ,  à  par t i r  de ' la  so lu t ion-mère ,  i l  es t  e f fec tué  :

-  une première  sêr ie  de  t i t rages  en  u t i l i san t  la  techn ique du  N.P.P.  avec  90  ino-

cu lums par  d i lu t ion  que l 'on  d is t r ibue  dans  1es  cupu les  d 'une p laque de  mic ro-

t i t ra t ion  à  ra ison  de  0 ,1  ml  par 'cupu le .  D 'une man ière  a léa to i re ,  les  90  cupu-

les  de  chaque p laque sont  dé l im i tées  en  30  groupes de  3  cupu les .
-  une deux jème sér ie  de  30  t i t rages  provenant  de  30  d i lu t ions  d i f fé ren tes .

La  techn ique  u t i ' l i sée  es t  ce l le  du  N.P .P .  avec  3  inocu lums de  0 ,1  m l  par  d i lu -

t i on .

Les  p ' laques  de  mic ro t i t ra t ion  a ins j  inocu lées  sont  incubées pendant  2  h  à  +  37"C.

Après  ce  contac t ,  les  suspens ions  v i ra les  sont  remplacées  par  du  mi l ieu  d 'en t re -

t ien  (1 .Y .  +  1% S.A .  +  2 ,5% T .H. )  à  ra ison  de  0 ,1  m l  par  cupu le .  Les  p laques  son t

incubées à + 37"C dans un cdiSson de Lwoff  sans COz pendant 5 à 7 jours.  Une pre-

mière  lec tu re  es t  e f fec tuée en  comptant  le  nombre  de  cupu les  présentan t  un  E.C.P.

Après  congé la t ion  e t  décongé la t ion  des  p laques ,  un  deux ième passage es t  réa l i sé

à  par t i r  de  tou tes  les  cupu les  ayan t  p résen té  un  E .C.P .

I  -  2-1-3-2-2 9gry1f3i:91.:.1.f l3ggl:.pgf.9i lyl igl  . !?T,s.L!z.?9.çyegll : .P3f.diJLti .o.n'.
* llePer:sligl..9: :...9i.1:ll.tgl:. .

A par t i r  de  l ' é lua t  ou  de  la  suspens ion  de  v i rus  po l iomyé l i t i que  type  I ,  10  m l

de  d ' i l u t ion  à  10- t ,10 - t ,  10 -3 ,10- *e t  10 -s  son t  p réparés  avec  du  mi l i eu  de  Hanks ,

*  Inocu la t ion  e t  observa t ion  des  cu l tu res  ce l lu la i res .

Conme le  mont re  1a  F igure  30 ,  â  par t i r  de  chacune des  d i lu t ions ,  i l  es t  inocu lé

en  para l lë le  :
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FIGURE 29

Schéma du protocole v i ro logique

compara ison des  t i t res  v i raux  à  par t i r  de  2  modes d 'u t i l i sa t ion  du  N 'P 'P '

(3 cupules par di ' lut ion yersus 90 cupules par di lut ion)
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-  96  cupu les  d 'une p laque de  mic ro t i t ra t ion  contenant  des  ce1 ' lu les  K .B.  en

tap is  cont inu ,  â  ra ison  de  0 ,025 ml  par  cupu le ,  a f in  de  conserver  le  mêne

rappor t  vo lume d ' inocu lum -  nombre  de  ce l lu les  que dans  la  méthode su ivante

( 3 f ' l  acons par di 
' l  
uti on ),

-  3  f ' l acons  de  25  cm2 de sur face  contenant  des  ce l ' lu les  K .B.  en  tap is  cont inu

à  ra ison  de  1  m l .

Après  2  heures  de  contac t ,  les  inocu lums sont  re je tés .  Les  tap is  ce l lu la i res

son t  recouver ts  avec  du  mi l i eu  d 'en t re t ien  (L .Y .  +  1% S.A ,  +  2 ,5%T.H. )  à  ra ison

de  0 ,1  m l  par  cupu le ,pour  la  méthode  du  N.P .P .  u t i l i san t  96  inocu lums par  d i lu -

t i on  e t  à  ra ison  de  6  m l  par  f l acon ,pour  la  méthode  du  N.P .P .  u t i l i san t  3  inocu-

lums par  d i ' l u t ion .  Les  p ' laques  e t  les  f lacons  sont  incubés  à  +  37oC en ca isson de

Lwoff  sans C02 pendant 5 à Tjours.Après congélat ion et  décongélat ion des plaques et

des f lacons, un deuxième passage est  ef fectué.

I  -  2 -L-3-3  In f luence du  vo lume de l ' i nocq

se.]lslëre
* Îr:ePersligl-ls:...9i1vligl:..

A par t i r  de  l ' ê lua t  ou  de  la  suspens ion  de  v i rus  po l iomyé l i t i que  type  I ,  des

d i lu t ions  de  10  en  l0 , jusqu 'à  10- { ,  son t  e f fec tuées  dans  du  mi l ieu  de  Hanks .

*  Inocu la t ion  e t  observa t ion  des  cu ] tu res  ce l lu la i res .

Cof l rne  le  mont re  1a  F igure  31 ,  à  par t i r  de  chacune des  d i lu t ions ,  i l  es t  inocu lé ,

en  para l lè le ,  deux  p ' laques  de  96  cupu les  contenant  des  ce l lu les  K .B.  en  tap is  '

con t inu  à  ra ison  de  :  ;
-  0,1 ml par cupule pour la premiere 'p ' laque,

-  0 ,025 ml  par  cupu le  pour  la  deux ième p laque.

Après  2  heures  de  contac t ,  les  inocu lums sont  re ie tés .  Les  tap is  ce l lu la i res

son t recouver tsavecdumi l ieud .en t re t ien (L .Y .+1%S.A.+2 ,5%T.H. )à ra ison

de 0,1 ml par cupule.  Les p ' laques placées dans un caisson de Lwoff  sans COz sont '

incubées à + 37"C pendant 5 à 7 jours.  Après congêlat ion et  décongélat ion des

plaques, un deuxième passage est  ef fectué.

I  -  2-1-3-4 Int luence au nombr .

* Îr.eP:IllieL9e:..9.ilttlisn.
A par t i r  d 'é lua ts  p rovenant  d 'échant i l lons  d 'eau de  mer ,  10  ml  de  d i lu t ion  au

1/10 ,  1 /100 e t  111000 sont  p réparês  avec  du  mi l ieu  de  Hanks .



3
5

o
E

 L
'-

=
 

ttt +
)

e
 

trL
(l)

:'!.
(J

+
)+

)
o

c
ç

É
(u

o
.r

 
É

-
- 

(u
E

(o
=

(u
F

 
o

E
 

*'-

P
 

O
)'F

o
l-E

'-(u
+

) =
5

- 
(D

!

og)C
'

antntÉe(l)

r(U
N

J

(ut'raO
tnttl(oo-
fi(u

oo+
t 

c,
=.e

É
(U

E
o

!.- 
+

)
(/t+

)É
(!'G

t(u
€

 
c

-
.r

€
(t,E
É

'F
 

:

=
F

 
O

(J 
l(U

 
"r

rÉ
-c

 
(r.ê

O
r(U

 
E

g
o

, ê
t

E
 

tÉ
E

t==()oc:(l)
E(lJo=g(u(J(l,=q-É

.-r | 
--

C
D

Il+
,

lJ
I 

E
=

t 
(o

4
ts

(j) 
| 

!
n

l 
(u

lÀ
l 

(Jooocr(7)
ooL(l)

Fo(Jo+
,o!'otÉ

rqJ()atl

atL=o'F
)

r\I

lr)tn9-5o..-

r\t

Lr)

.nl.=o'.-I

l.r).nl-ot\I

lr)

Ox(0O
lox(oO
r

(Jo(f,,tt'

(\l(Jot\(Y
)

,to$J

r-{

oxrJ)
ô.,l
oOx\0ql

(tJgl(Éan
ah(oe(t)

td)
N

T

ou)G
'

t^tn(oo.L(l)

J;=
(d

(u
=

 
è

'F

6
+

, P
O

 
ç

{3
c

(l,É
'F

 
E

;6
)

-- 8
.c

.O
=

1
lJ

- 
G

)
'u

 
è

.e
f,-

+
, 

(u
.F

c
, s

-E
'r)o

p
 

5
L

 
(l)E

tn
=

ç
1

1
rg

, o
C

 
L

.F
=

 
o-F

(J
 

l€
.r

.o
E

(
J

=
€

(l)
E æano

o
o

+
J

 
+

)+
J

=
rU

(U
æ

E
L

E
 

E
g

.F
(u

C
, r(u

'Ît
E

cct
!4t,o,

É
-

o
=

(o
c

)
!-

(
)

+
)

.F
(u

+
)E

o,.n
()(l,

.r 
r(U

E
q

an
(u

.F
ttê

(o
o

+
,

55
e

1
.o

(l,o-
F

l
=

(J

(oqr

-
s

h
(l,

'r 
è

9
P

 
rr,

o
â

!. 
(\J

+
,s
+

oE
<=
 

lt',
(lJ

.r 
è

Q

=
+

J

()(t'
+

toL)

o)(oL>
+

,tO
c

=
O

e
.F

 
ro

1^(u
o

th

atl

cct
>

4.ll(u
Ê

-
o

=

G
t(l)

5
-

(
)

P.r(l)
€

Eo, 
./7

()(u
.r 

r(lJ
E

3
ntâ

(l)'r
!o

-
G

'
c

J
+

)
=5

r/t
.O

(l,

o-
F

{
=

I(oqr

F

(u
è

s
.r 

l.()

(u
(\l

L+
)+

=(uE
(/)

=O
J èS

=

J

+
)(J(tPoL)



36

*.uesttL3Ii91..9I..9P:.e.f v3t191..9e:....9v.11r!T:...99-11*1:Ll::..:
6onrnelemontre la partià gawhe de la Figur:e 32,pour: dracune ès difutions dl concentrat' il

est inoculé,  parplaqræ de microt i t rat ion,  96 cupuies contenant dêjà des cel lu les K.B.

en tapis cont inu,  à raison de 01025 ml par cupule.  Après un contact  de 2 heures

à  +  37"C,  l ' i nocu lum es t  remp lacê  par  du  mi l i eu  de  surv ie  (L .Y .+  1% S 'A '  +

2 ,5%T.H. )  à  ra ison  de  0 ,1  ml  par  cupu le .  Les  p laques  p lacêes  dans  un  ca ' i sson de

Lwoff  sans-C62, Sont incubées à + 37"C, pendant 5 â 7 iours.  Après une première

lecture,  la plaque est  congelée ,  puis dêcongelée. Un deuxième passage est  a lors

entrepri s .

I  -  2 -1-3-5

* Ît:sP3::3lien..gs:...9.i.1 Yliel:'
A par t i r 'd 'é ]ua ts  p rovenant  d 'êchant i l lonS d 'eau de  mer ,  10  ml  de  d i lu t ion

au 1/10, 1/100 et  1/1000 sont préparês avec du mi l ieu de Hanks. Chaque di lut ion

es t  u t i l i sée  pour  app l iquer ,en  para l lè le ,deux  méthodes de  t i t raç :  p lages  e t

N.P.P.  avec  96  inocu ' lums par  d i lu t ion .
* llee:.tL3li.el..eI..eP:.slylIigl..ge:...esLIitle:...selLsl*i::9:.'

Conme le montre ' la Figure 32, ' les opérat ions su' ivantes sont ef fectuêes :

- méthode des plages (CATEIGNE et I ' IAURIN' 1965)

0 ,1  ml  des  d i f fê ren tesd i lu t ions  de  l 'é lua t  son t  inocu lés  dans  des  f lacons  de

ZS cmz de surface contenant des cel lu les K.B. en tapis cont inu préalabiement

débarassées de leur mi l ieu de croissance. Pour toutes les di lut ions,  un f lacon-

es t  inocu1ê.Après  é ta lement  du  l iqu ide  sur  tou te  la  sur face  du  tap is ,  les  f la -

cons sont ' incubés à + 37oC pendant 2 heures.  Durant ce temps, le mi ' l ' ieu gé' losé

(Bacto-Agaro- DIFCo) est  prêparé.  Dans la gêlose fondue et  ramenée à + 43oC' i l

est  a iouté,  dans l 'ordre et  en agi tant  chaque fois :

.  1,5 ml de rouge neutreo (R.A.L.  31680)

.  10 ,0  ml  de  Ear le  x  10  ( I .P .  72475)

.  7,5 ml de bicarbonate de sodium â 55|""  ( I .P.72732)

. 0,5 ml de lait êcrêtét- (Gayelord-Hauser)

6 ml de ce mi l ieu,  maintenus à + 43oC, sont versés sur toute la surface des

cel lu les contenues dans chaque f lacon. Ces derniers,  bouchés, sont posés à plat ,

à  l ,abr i  de ' la  lumière .Après  30  minu tes ,  la  gé lose  é tan t  so l id i f iée ,  les  f lacons

95 cuoules par di lut ion uersas mêthode des olaqes.
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sont retournés et  p ' lacés à l 'étuve à + 37oC pendant 5 à 7 iours.  Di f férentes

lectures sont ef fectuées au bout de 3,5 et  7 jours.  Le nombre de plages de lyses

cel lu1aires est  noté pour chacun des f lacons. La concentrat ion v i ra le est  déter-

minée en fonct ion de la di lut ion.A parr t i r  des f lacons correspondant aux deux

dernières di lut ions,  toutes Ies plages sont repiquêes. Après avoir  découpê la

paroi  du f ' lacon qui  ne cont ient  pas le mi l ieu gêlosé, un cyl indre de gé1ose est

prê levé  au  cent re  d 'une p lage à  I 'a ide  d 'une p ipe t te  Pas teur .  Le  re ie t  de  ja

gé ' lose  se  fa i t  dans  0 ,1  ml  de  mi l ieu  L .Y .  complé té  avec  t% de so lu t ion  d 'an t i -

b io t iques  e t  2 ,5% de tampon Hépès.  Après  homogéné isa t ion ,  le  mi l ieu  inocu lé  es t

t ransfêré dans une cupu' le d 'une p' laque de.microt i t rat ion contenant un tapis con-

t inu de cel lu les K.B. Après incubat ion à + 37oC dans un caisson de Lwoff  sans

C02,  pendant  5  à  7  jours ,  1 'aspec t  des  ce l lu les  es t  no tê  (p résence ou  absence

d 'E .C.P. ) .  Après  congé la t ion  e t  dêcongé la t ion  de ' la  p laque,  un  deux ième passage

es t  ef fectuê.
-  méthode du  N.P.P.

Pour chaque di lut ion de l 'é luat ,  ' i1 est  inoculé 96 cupules pa.r  p laque æntenant dé-

jà des ce' l lu les KB.en tapiscont inu,à ra. ison de, 0,025 m' l  par cupule.  Après un contact

de  2  h .  à  +  37oC,du  n i l i eu  de  surv ie  (1 .Y .  +  1% S.A .  +  2 ,5% T .H. )es t  a iou té  à

raison de 0,075 ml par cupule.  Les plaques p' lacées dans un caisson de Lwoff ,

sans CQz ,  sont incubées à + 37"C pendant 5 à 7 jours.  Après une première lecture
' la p ' laque est  congelêe, puis dêconge' lée.  Un deuxième passage est  a lors entrepr is.

o  Bac to-Agar :  d issoudre  1 ,35  gr  de  gé1ose dans  85  ml  d 'eau déminêra l ' i sêe .

Répart ' i r  dans des f ' lacons de 125 ml.  Stér i l iser 15 minutes â +100"C.

oo Rouge neut re :  d issoudre  0r1  g  dans  100 ml  d 'eau déminéra l i sée .

Stér' i 1 i ser par fi I trati on.

ooo !1i t  écrémé :  Reconst i tuer 11 g de la i t  avec 100 m] d 'eau dêminêral isêe.

Ajouter 0,002 g de rouge de phénol, verser goutte à goutte une solut' ion nor-

male de Na 0H jusqu'au virage rose-saumon. Autoclaverà+100o C pendant 10 mi-

nutes.  Centr i  fuger avant I  'emp1 oi  .
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r - ?-L-4 gqlegl-de-llindigc-N.!.8,-e!-lreileser!-g!e!isligue-d$-dqnnÊes.
â

* A partir des données thêoriques de DE MN (tSzri;, PARNoW (1972),

et wySHAK et DETRE (L972), nous avons établi des programnes informatiques,ras-

semblés  dans ' l 'Annexe Aqr  pour  dé terminer ' l  ' i nd ice  N.P.P.  e t  son  in te rva l le  de

conf iance pour un seui l  de sécur i té de 95%. Tous les calculs ont êté fa i ts sur

un ordinateur Heathkit ,,Ze-li.th 89" et sur une calculatrice Texas-Instrument T.I-59

* pour comparer les frêquences observées aux fréquences théoriques, 
' la

densi té v i ra le t rouvée â part i r  de 90 inoculums par di lut ion est  considérêe com-

me représentant bien la densi tê réel le.  Les probabi l i tés associées aux di f fé-

ren ts  nombres  carac tér is t iques  (N.C. )  son t  a lo rs  ca lcu lêes .  Les  N.C.  sont  c las-

sés par ordre décroissant, après avoir reieté ceux qui prêsentent une probab'i-

l i t é  t rès  fa ib le .
*  Les di f férents test .s de signi f icat ion stat ist ique ut i ' l isés dans ce

travai l -sont t ra i tés et  just i f iés dans cette première part ie,  chapi t re I ,  au

paragraphe I - 1.

I  -  2-2 Résul ta ts  e t  d iscuss ion.

r - 2-2-t Inflsense-de-le-!rvp:inelien'
Lors de ces essais,  nous avons tentê de dêterminer s i  1 'éta-

pe  de  1a  t ryps ina t ion  pouva i t  avo i r  une in f luence sur  la  va leur  du  t i t re  v i ra l

obtenu. Les rêsul tats rassemblés dans le Tableau 13, montrent,  dans le cas d 'une

suspens ion  de  v i r :us  po l iomyé l i t i que  type  I ,  qu ' i l  n ' y  a  pas '  pour1es  3  essa is

cons. idérés,  de di f féren.ce signi f icat ive dans les concentrat ions v i ra les compa-

rées .  A ins i ,  1e  nombre  de  v i rus ,donné par les2méthodes,es tæns ib lement le 'même

(essa . i  1 :  8 ,8 .107  us  1 ,4 .10s ;  essa i  2 :9 ,4 .107  us  9 ,9 .107 ;  eSSa i  3 :  2 ,2 . t08

us  1 ,1 .108) .  Nous  ne  cons ta tons  pas ,  à  I ' i nverse  de  BRICOUT e t  co l l .  (1974) ;

que I 'addi t ion de 10% de sêrum de veau,à la suspens' ion de virus obtenue après

t ryps ina t ion , fasse  d iminuer  le  t i t re  v i ra ] .

Nous avons alors recherché si  ce rêsul tat  étai t  aussi  appl i -

cab le  â  des  eaux  na ture l lement  contaminées .  A  par t i r  d 'échant i l lons  d 'eau de

r iv ière et  de mer,  nous constatons, cotûne le montre le Tableau 14,9uê dans qua-

tre cas sur sept,  i1 n 'y a pas de di f férences stat ist iques signi f icat ives entre

les t i t res v i raux comparés. Quand une di f fêrence est  observée, dans un cas sur

t ro is ,  e l le  es t  en  faveur  de  la  méthode u t i ' l i san t ' l ' é tape de  t ryps ina t ion .Pour



4
0

è.Q

O
r

,a!Éo.
P

û

=
o

)
.F

E
F

 
'o)

t5
0

P
E

+
)

+
t 

a5

o
o

-
!

g
>

)
.F

 
tJ

E
û

.F
 

rol
p

û
,s

o
 

o
Ë

>
 

q
=

'i 
9

:-
rE

 
{'

I 
g

g
)

q
i.F

 
C

tF
>

 
rf 

L
-o

q
Ç

 
|E

G
t

+
Ê

o
o

..ê
*) 

c
'rÊ

 
o

o
F

r
O

0
J

L
ç

o
E

h
lÊ

.
!- 

o
a

J
g

)
Ê

S
c

o
p

o
È

(u
=

(
J

Ê
6

r
! 

è
9

Ê
-

!o
o

o
6

 
()d

J
 

L
 

o
,

u
tr>

o
F

rP
'E

t
!-

r
o

! 
g

 
L

.o
b

 
(l, 

ê
É

(
5

q
-

 
6

 
É

ô
-ç

 
o

 6
tr

E
 

O
F

 
C

9
1

^
:

.
;

è
Q

.h
 

.R
 ô

(
Ë

;-
z

tt,z

z

{J+
)ô

g
e

È
N

c
h

F

o
)È

N

o
o

r
o

ç

Pau!-
+

,|E

^
ioc
O

F
â

o
Ê

o
È

@

F
 

(\l

g
À.o

C
h

*

rf)

È

@

6
No

'l
ô.J 

@
.o

t\Ê

rrq)
Pro)La5.Eo.G

,

!i

=

|!66

\o 
c! 

rt)
O

r
N

d
O

r
r

g
Ê

r
l)

(
Y

)
o

O
t 

r.O

=
(Jz

(Jz

.E\o)r!

\o
r

+
d

O
r 

t..) 
-

r€, 
ro 

G
J

o
\r

ô
Ê

tO
|\È

or 
È

 
cf)

z
L)=

q)=

É
F

O
I

t
l

É
-É

@
F

@

tr
l

É
d

Ê

I
o

o
o

d
d

d

FI

r
D

o
|'r

=

tJ

N
J

&
l

9
F

F
È

E
Èï

z
.--

I e
d

^t e
n

b
llt[?

/ç
u

D
llo

d
 

s
n

J
r^ 3

p
 u

o
ls

u
e

d
s

n
s

uiËG
'

+
)

r(l)6!(l.)

hoJoG
'

L,O
l

L|E=xIEl.L

-l*l
J

(J
rrÈ

^
L

)

=
2

.<
) 

v
-=



4
7

È
'Â

t@e)

ÉIo€E
o

)
-,O

)

r
E

O

P
|!

5
{

J
t>

,

c
e

.F
 

rC
)

o
o

s
>

o
=

.F
 

,(D
 

-
e

 
s

'tr
o

.!+
J

>
(

)
Ê

o

+
, lÈ

 
L

-o
lE

.F
 

|lt 
.!

ç
(') 

o
rÈ

.F
 

c
) 

l'
'F

e
L

O
-

Ê
+

)
9

)
g

 
Ë

 
h

.F
O

o
,=

|r'r=
6

è
0

)(u
o

9
9

L
O

E
 Ê

.o
-

o
,o

E
L

L
O

0
J

ro
€

) 
Ê

 
!

rÈ
rts

 
â

.F
+

 
o

) 
6

lE
F

 
Ê

pI6n
^

tO

>
!

r
g

ç

9
,

û

l-
l-

I

o,
O

L
l-

o
J

E
rÉ

o
o

 
't)

o
o

,qJ

(-)'Q
)

À
x

ê
-

E.o
zx.ELI

sl4l
JF

z
v

=

z

q)

q
j

€
^

L
o

è
-

Q
ro) 

.F
 

t.J)
l

Ê
-

O
)

ç

t/) 
ç) 

V
t 

V
)

=
2

.

(r, 
./t 

v)

z
.z

t/)

z,

z,

!6{J

(.D
 

r.Ô
 

C
C

 
F

)

d 
N

J 
tr) 

(Y
)

_
(

9

lttl

ç
lr

)
d

lf,
d

or 
ot 

ut
N

 
F

\ 
C

\J 
ô.I
N

r
)

c
.)

O
N

@
c! 

(r) 
(r)

lr
r

N
ç

F
\ 

r.t-, 
È

d
o

t9
-

O
)

01Ilr)

lr.+tl

rc)oo
l!

L'

|!

rD
 

\o 
l.l) 

(,

O
f 

d 
(\J 

C
O

sr_ 
Ê

tttl
(v) 

(Y
) 

o 
ro

(Y
) 

(') 
t.f) 

r

r
+

O
O

'(
r

)

v) 
co 

t\ 
F

)

O
 

R
J 

Û
)

It)
N

-
a

â
r

v
)

È

ttl
tr, 

É
, 

lc)

C
!O

I.o
d

Ê
F

)

e. 
O

 
r.O

(\J 
À

J 
I')

r
!

o
û

Ë
qIJ

d
À

J
Ê

)
ç

U
1

T
I)

È

rG
,

o
(â

E
 

>
^

o
tr

rD
 

r9 
ro 

ro
C

V
N

IN

(
l

,
F

E
-

o
+

)
5

.
E

=
t5

9
-

C
|E

(
,

=
r

o
r

L
o

, 
(u

J
!

 
o

ç

(l) 
=

4
J

 
=

(
J

r
E

F
o

Ê
 

0
J

 >
re

,
O

-
 

ç
)

L
)tt 

L
v

L
+

)o
:É

E
e

oE
'tt 

^
(

lJ
\

L
) 

=
L

)
E

 
tÉ

v
o

o



42

conclure object ivement sur l ' inf luence de cette êtape, dans 
' la

trage proposée, i ' l  faut  app' l iquer à ces résul tats l ,analyse de
dimensions :  la va' leur de F trouvée, placée au bas du Tableau

méthode de ti-

var iance à deux

14, montre qu'  i ' l
n 'existe aucune di f férence stat ist ique entre les deux mêthodes expér imentées.

r - 2-2-2 Inflgenge-dg-nenlre-diinesglgss-per-dllglien.
I  '  2 '2-2-1 Comparaison :  3 cupules par di lut ion ûe?sus 90 cupules Dar di lut ion.

r t i r  d 'une même d i lu t ion .

Lorsque, à part ir  d'une même di lut ion, 30 t i t rages dif férents sont effectués,
30 va leurs  de l ' ind ice  N.P.P.  sont  obtenues.  Quels  que so ient  les  essa is ,  1 ,2ou
3' dont les résultats sont rapportés dans le Tableau L5 entre les valeurs extrê-
mes de I ' i nd ice  N.P.P. ,  i l  ex is te  une d i f fé rence d 'au  moins  un  logar i thme.
Par exemple,  pour l 'essai  2,  a lors que dans le mei l ' leur des cas une concentra-
t ion  max imum de 1 ,5 .10"  N.P.p .u .c . /m l  ( t i t rage no  1)  es t  dé terminée,  dans  1e
cas  le  p lus  dé favorab le ,  i ' l  es t  éga l  à  1 ,5 .103  N.p .p .u .c . / r t  ( t i t rage  no  30) .
I l  en  es t  de  même pour ' l es  essa is  l  e t  3 :

LEssa i  I  :  2 ,4 . t } s  N .P .P .u .c / tn l  ( t i t rage  no l )  e t  2 ,4 . !04  N .p .p .u .c , lm] ( t i t rage  no20) ;
essa i  3 :  1 ,1 .10s  N.P .P .  U .  C /h l  ( t i t rage  n .3 )  e t  4 ,0 .103  N.pp .  u .c . /m]  ( t i t i age  n .  g ) t

Ce qu i  rev ien t  à  admet t re  qu ' i l  ex is te ,dans  le  cas  de  3  inocu lums par  d i lu t ion ,
une var ia t ion  d 'au  moins  une pu ' i ssance de  10  dans  l 'es t imat ion  de  la  dens i tê  v i -
ra le ;  Cec i  es t  d 'a i l leurs  en  conformi tê  avec  les  va leurs  donnant  les  l im i tes  de
conf iance pour un indice N.P.P. bien déterminé. D'après les tab' les de DE MAN
(1975) ,  pour  un  nombre  carac tér is t ique  (N.c . )  de  3 ;  z ;  L  par  exemple ,  le  N.p .p .
égal  à 15 var ie de 5 à 51.

La mei l leure est imat ion de la densi tê est  arors donnée par
le "nombre caractér ist ique somme" déf in i  dans le paragraphe I  -  1-4-1 de' la pre-
mière part ie.  Ainsi ,  répéter 30 t i t rages à 3 inoculums par di lut ion revient à
faire un seu' l  t i t rage avec 90 inoculums par di lut ion.  Dans ce dernier cas,  la
va leur  ca lcu lée  de ' l ' i nd ice  N.P.P.  es t  b ien  encadrée par  les  va leurs  ex t rêmes
des d i f fé ren ts  ind ices  N.P.P.  t rouvês  à  par t i r  de  3  inocu lums par  d i lu t ion .

Entre les valeurs extrêmes des indices N.p.p.  portées dans
le Tableau 15, i ' l  existe toute une sêr ie de va' leurs intermédiaires.Si  nous con-
sidérons l 'essai  2 comme êtant celui  où i ' l  y  a le moins de cas aberrants dans
les  N.C.  ,  les  va leurs  in te rméd ia i res  N.P.P.  pour  ce t  essa i  son t  représentées



TABLEAU 15

Est imat ion  de  la  dens i té  v i ra le  à  par t i rde30 Ï i t rages  provenant  de  la

43

même diTution

ESSAI N" 1

ïi trage

n o ^

30 t i t rages avec 3 inoculumspar di lut ion

3  x  0 ,1  m]
N.  P .  P .U.C. / r ]

LO-2 10-3 1o-4

1

2

3

4

l5
l6
t '1
t8

9

10

11 i12 I13 I
L4 l
15 1

ïl
i, l
ixl
:2 1
t!l

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3
3
2
2
3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3
0
3
3
2
3
3
1
2
3
3
3

I

> 2 ,4 . !05 1 t ,o.  to5
. d o

d o

d o

d o

d"

1S,0.104
d o

1 t  ,0 .  105
d o

d"

d o

13,0 .  104

1 1 ,0 .  t05
d o

d o

d o

do

d o

1t  ,0 .  104

1 t ,0 .  105
d o

1S ,0.  104
1t ,0.  to5

do

12,0.  to4
1S,0.  tO4
1t ,0.  tos

d o

d o

t ,+.  to61

1,1 .105

,  2 ,4 . !05

4,g .1051

t ,+.  to51

a

1 ,1 .  10 -
h> 2 ,4 .10 '

4,a .1051
t ,+.  to61

2,4 .104

2 ,4 .L05

1  ,1 .  105

2 ,4 .105

5 ,0 .  104

1 ,1 .105

z,4. r05

1,4 .1051
1,+.1061

4,g .1051
1,+.  to61

2,4.  tos1
4,a.105y
t,+.1061

x 90 90 80 z,z.Los (1,6. t05 -  e,s. to51
N'P.P.U.C. :  nombre Je g]ys nrobabre d 'uni tés cytopathogènes(_) : tes nonbres ànrre'paràntÀci. i ' iÀàiqùËnt ra r imire deX : nombre caractériit ique somme

conf iance à 95%
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ESSAI N'  2

Ti trage

n o

30 t i t rages avec 3 inoculums par di lut ion

3  x  0 ,1  m l
N.P .P .U.C. /m l

LO'2 10" 10-4

1

2

3

4

5

6

7

I

9

10

11

T2

13

14

15

16

t7

1B

19

20

2t
22
23
24
25
26
27
28
29
30

3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
3
2

3
2

2
2
0
I
2
2
1
1
1
2
0
1
1
2
1
2
2
I
2
0
0
2
2
2
0
2
0
1
0
1

1

0

0

1

0

1

0

0

0

0

0

I

0

0

1

1

I

0

0

0

0

0

1

0

0

1

0

1

0

0

1,5 .104  (5 ,0 .  103
g ,o .1o3  (3 ,0 .  103

2 ,3 .103  0 ,o .Loz
7 ,0 .  103 (  2  ,0 .  103
2  ,1 .  103  (8 ,0 .  102

1 ,5 .104  (5 ,0 .103

4 ,0 .103  (2 ,0 .103

4 ,0 .103  (2 ,0 .103

d o

9 ,0 .  103  (  3 ,0 .  103
2 ,3 .103  Q,O.n2
7 ,0 .  103  (2 ,0 .103

1 ,5 .103  (5 ,0 .102

9 ,0 .103  (3 ,0 .  103
7 ,0 .103  (2 ,0 .103

1 ,5 .104  (5 ,0 .103

d"

4 ,0 .103  (2 ,0 .103

2 ,1 .  103  (8 ,0 .  102
2 ,3 .103  (7 ,0 .102

d"

9 ,0 .  103  (  3 ,0 .103

1 ,5 .  104 (  5  ,0 .  103

9 ,0 .103  (3 ,0 .103

2 ,3.  103 ç ,o. toz
1 ,5 .  104 (  5  ,0 .  103

2,3.103 U,o.Loz
7,0.103 12,0.103
2,3.103 (7,o.Loz
1,s.103 15,0.102

s, t . to41
3,9.  to41
1,  a.  to41
z,a. to41
6,s.1031
s,  t .  1041
z,t . to41
z, t .  to4;

s,9.  to41
1,s.1041
z,e.  to41
l  ,0 .  1031
3,0 . t041
z ,8.  to41
s, t .  to41

z1.to41
o,s.  1031
t ,3 .  1041

3 r g

5 '1

3 r9

1 r3

5 '1

1 r3

l r é

1 1 3

5 '0

ro4)
ro4)
ro4)
ro4)
ro4)
ro4)
104)

ro4)
103)

x 86 36 10 4,3 .103 (3 ,4 . t03 -  5 ,+ .1031
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ESSAI N'  3

Ti trage

io

30 t i t rages avec 3 inoculums par di lut ion

3 x  0 ,1 .  m]
N.P.P .U.C. /m l

10-2
- ?

10- 10-4

1

2

3

4

5

6

7

I

9

10

11

L2

13

L4

15

16

L7

18

19

20

2L

22

23

24

25

26

?7

?8

29

30

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

J

3
3
3
3
?

3
3

2

3

3

3

3

3

3

1

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

2

3

3

J

3

3

3

3

1
0
z
I

0

2

1

0

I

1

1

1

2

0

I

1

2

0

I

1

0

0

1

2

2

0

0

1

1

1

1,5 .  104

2 ,4 .104

1 ,1. rcs
5 ,0 .  104

2 ,4 .L04

1 ,  1 .  105

5 ,0 .  104

4 ,0 .103

5 ,0 .  104

(  5 ,0 .  103
(  1 ,0 .  104
(3 ,0 .104

(2 ,0 .104

(  1  ,0 .  104
(3 ,0 .  104
(  2  ,0 .  104
(  2 ,0 .  103
(2 ,0 .104

d o

d o

d o

(  3 ,0 .  104

(  1  ,0 .  104
(2,0.n4

d o

(3 ,0 .  104
(  1  ,0 .  104
(  2  ,0 .  104

d o

(  I  ,0 .  104

d"

5  ,1 .  104)

1 ,4 .105)

4 ,g .105)

2 ,4 .105)

1  ,4 .  105 )
4 ,g .105)

2 ,4 .105)

2J .Lo4)

2 ,4 .  105)

1  ,1 .  105

? ,4 . r04

5 ,0 .  104

1 ,1 .  105

2 ,4 . t04

5 ,0 .  104

2 ,4 . t04

4 ,8 .105)

1 ,4 .105)

2 ,4 .  105)

4 ,8 .  105  )
1 i4 .105)

2  ,4 .  105  )

1 ,4 .105)

1 ,5 .104  (5 ,0 .103

1 ,1 .  105 (  3  ,0 .  104

d o

z,4. ro4 (1,0.104
d"

5,0 .104 (2 ,0 .  io4
d o

d o

5,1 .  104)

4 ,g .  105  )

1 ,4 .105)

2 ,4 .105  )

E 90 86 27 3,3 .104 (2 ,6 .104 -  4 ,2 .n4)
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dans le  Tab leau 16 .  Ces  va leursN.P.P.  cor respondent  à  des  N.C.  ob tenus  en
et chaque di ' lut ion,  1a sorrune cumu' lëe des cupu-ef fectuant,  pour chaque t i t rage

les  "pos i t i ves" .  Le  graphe,  dêdu i t  de  ces  va leurs ,  représenté  par  la  f iqure  33

mont re  qu 'au  dessus  de  40  inocu lums par  d i lu t ion ,  l e  rapor t  E  = 's  . ' l  qu i  re -
d

présente  l 'e r reur  re la t i ve  de  la  dens i té  v i ra le  d iminue t rès  fa ib lement ,  de
l ' o rd re  de  1 /100 ,d 'un  t i t rage  â  un  au t re .  A ins i ,  pour ]es  t i t rages  no  16  e t  17 ,
1a  d i f fé rence  ̂  (E ts  -  E rz )  =  0 ,67  -  0 ,66  =  0 ,01 .  De  ce t te  cons ta ta t ion ,  i l
appara l t  qu ' i l  fau t  u t i l i se r  au  min imum 40 inocu lums par  d i ' l u t ion  lo rsque la
techn ique du  N.P.P.  es t  employée pour  le  t i t rage des  v i rus .

* 93:...qs...19...!i.!te.es:...yi.f.elee.13.ye:..1..ps.r.!i.f...9:..19..9i.1:l.lisl:..9i.1.{:l:*.e.1:
L 'u t i l i sa t ion  de  p lus ieurs  d i lu t ions  en  para l lè1e  par  t i t rage  o f f re  l ' avan tage
de rendre  indêpendant  chaque résu l ta t .  Dans ' le  cas  d 'une er reur  de  d i lu t ion ,
seu l  l e  résu l ta t  de  ce  t i t rage  es t  a f fec té .  Auss i ,  nous  es t - i l  apparu  souha i -
tab le  de  dé terminer  s i  la  var ia t ion  d 'un  logar i thme,cons ta tée  en t re  les  va leurs
ex t rêmes des  ind ices  N.P.P.  cor respondant  aux  30  t i t rages  ob tenus  à  par t i r  d 'une
même d i ' lu t ion ,  pouva i t  ê t re  augmentée ou  d iminuée dans ' le  cas  de  30  t i t rages
effectués à part i r  de 30 di lut ions di f férentes.

-  Les  3  sé r ies  de  30  va leurs  de  l ' i nd ice  N .P .P . ,ob tenues  chacune  à  par t i r  de
30 d i lu t ions  d i f fé ren tes ,  son t  cons ignées dans  le  Tab leau 17 .  Pour  chaque essa i ,
une var ia t ion  en t re  les  va ' leurs  ex t rêmes de  l ' i nd ice  N.P.P.  d 'au  moins  un  loga-
r i thme es t  cons ta tée .Par  exemple ,  pour  l ' essa i  1 ,  a lo rs  que dans  le  me i l leur  des
cas ,  une concent ra t ion  max imum de 2 ,4 . r0s  N.p .p .u .c . /m l  ( t i t rage no  3)  es t  dê-
te rminée,  dans  le  cas  le  p lus  dé favorab le ,  i l  es t  t rouvê 2 ,4 .10 ' ,  N .p .p .u .c . /m l
( t i t rage no  2) .  I l  en  es t  de  même pour  les  essa is  2  e t  3  :

lEssa i  2  :  2 ,4 .L04  N.P .P .U.C. /m l  ( t i t rage  n '  21 )  e t  2 ,3 .103  N.p .p .u .c . /m l  ( t i -
t rage  no  8 ) ;  essa i  3  :  1 ,1 .10s  N.p .p .u .c . /m l  ( t i t rage  n"  27 '1  e t  4 ,0 .103  Np.p .uc / tn l
( t i t rage n '20)  l .  Cet  écar t  en t re  les  30  t i t rages  d i f fé ren ts  cor respond b ien
à  1a  p réc is ion  de  l ' i nd ice  N .P .P . , lo rsque  3  inocu lums par  d i lu t ion  son t  u t i l i sês .

-  La comparaison des deux modes de t i t rage (30 x 3 inoculums par di lut ion et
1  x  90  inocu lums par  d i lu t ion)  comme l ' ind iquent  les  Tab leaux  17  e t  18 ,  mont re
que  la  va leur  de .  l ' i nd ice  N .P .P .  ob tenu  à  par t i r  de  90  inocu lums par  d i lu t ion
(essa i  I  :  2 ,2 .L }s  N .P .P .U.C. /m l  i  essa i  Z  z  4 ,3 .103  N.p .p .U .C. /m l ;  essa i  3  :
3 ,3 .10"N.P .P .U.C. / r l )  se  s i tue  en t re ' l es  va leurs  ex t rêmes  des  N.P .P .  ob tenus  à
part i r  des 30 t i t rages di f férents.
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TABLEAU 16

Eva lua t ion  de

en fonct ion du

la  p réc is ion  de  I ' i nd ice  N .P .P .

nombre  d i inocu lums Par  d i lu t ion

N.P .P .U.C. /m l  =  d
Nombre de

cupul es
i nocul êes

14,93  (4 ,44-50 ,21)

L2,02  (4 ,75-30,39)

6  ,65  (  2  ,83-15  ,63  )
6 ,86  (3 ,31-14 ,20)

4 ,33  (2 ,47-  7  ,59 )

5  ,06  (  3 ,01-  I ,49 )

4 ,97  (3 ,04-  I ,  12  )
4 ,89  (  3 ,07-  7 ,80)

4 ,83  (3 ,09-  7 ,55)

5 ,08  (3 ,31-  7 ,79)

4  ,74  (3 ,14-  7 ,15  )
4 ,91  (3 ,30-  7 ,29)

4 ,14  (2 ,89-  5 ,94)

4 ,31  (3 ,04-  6 ,12)

4 ,44  (3 ,L6-  6 ,24)

4 ,73  (3 ,40-  6 ,58)

5 ,00  (3 ,62-  6 ,90)

4 ,96  (3  ,62-  6 ,79)

4 ,54  (3 ,38-  6 "10)

4 ,41  (3 ,30-  5 ,90)

4 ,29  (3 ,23-  5  ,7 t )
4 ,40  (3 ,32-  5 ,82)

4 ,59  (3 ,49-  6 ,04)

4 ,69  (3 ,58-  6 ,15)

4 ,57  (3 ,50-  5 ,96)

4 ,75  (3 ,66-  6  ,17 )
4 ,63  (3 ,58-  5 ,99)

4 ,70  (  3 ,65-  6 ,06)

4 ,59  (3 ,57-  5 ,89)

4 ,28  (3 ,37-  5 ,44)

3 ,07

2 ,13

1 ,92

1 ,59

1 ,1.8
1 ,08

1 ,02

0 r97
0 ,92

0 ,88

0 ,84

0 ,81

0 ,74

0,7r
0,69

0 ,67

0 ,66

0 ,64

0 ,60

0  ,59
0 ,58

0 ,57

0 ,56

0 ,55

0  ,54
0  ,53
0 ,52

0,51 .

0  ,50
0 ,48

3

6

9

L?

15

18

2I

?4

27

30

33

36

39

42

45

48

51

54

57

60

63

66

69

72

75

78

81

84

87

90

3;  2 ;

6 ;  4 ;

9 ;  4 ;

12l l  5;

14;  7 ;

17 ;  9 ;

?o ;10 ;

23 ;11 ;

26; 12;

29; L4;

32 ;14 ;

35 ;  15  ;
37 ;  16 ;

40 ;  18 ;

43 ;19 ;

46; 2l;

49; 23;

52; 24;

54; 26;

57; 26;

60; 26;

63 ;28 ;

65 ;  30 ;

59; 32;

72; 32;

75; 34;

78 ;34 ;

81 ;  35 ;

|  84 ;  35 ;
I
I  86 ;  36;

1

1

1

2

2

3

3

3

3

3

3

4

4

4

5

6

7

1

2

3

4

5

6

7

I

9

10

11

t2
13
14
15
16
t7
18
19
20
2t
22
23
24
25
26
27
28
29
30

N.  C.
N.  P .  P .U.  C .

L^
, )L i

( )

nombre caractér ist ique
nombre 

' le p'lus probabl e d' uni tês cytopathogènes
l im i te  supér ieure
l im i te  in fê r ieure
les nombres entre parenthèses indiquent la l imite de confiance à 95%
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TABLEAU 17

Valeurs du N.P.P. à part i r  de 30 t i t rages provenant de 30 di lut ions di f férentes

ESSAI N" 1

Ti trage

n o

30 t i t rages avec 3 inoculums pardi lut ion

3 x  0 ,1.  ml
N.P.P .U.C. /m l

- 2
10-

- ?
10 " 10-4

1

2

3

4

5

6

7

I

9

10

11

L2

13

L4

15

16

17

18

19

20

2t
22
23
24
25
26
?7
?8
29
30

3

3

3

J

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

J

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
?

3
3

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
5

3
3
3
3
3
?

3
3

2

0

3

1

1

2

0

3
?

1
2
2
1
I
2
1
3
2
2
2
1
0
2
3
2
1
2
2
3
2

1 ,1 .  105

2 ,4 .L04

2 ,4 . r05

5 ,0 .  104

1  ,1 .  105

2 ,4 . t04

2 ,4 .105

5 ,0 .  104

1  ,1 .  105

5 ,0 .  104

1  ,1 .  105

5 ,0 .  104

2 ,4 . r05

1 ,1 .  105

(3 ,0 .104

(1 ,0 .  104

(  1 ,0 .  105

(2 ,0 .104

d o

(  3 ,0 .  104

(  1 ,0 .  104
(  1 ,0 .  105

do

(  2  ,0 .  104

(3 ,0 .104

do

(  2 ,0 .  104

do

4 r g

r14

r14

2 1 4

10" )
ro5)
ro6)

e

10" )

(  3 ,0
(2 ,0
(  1 ,0
(  3 ,0

.104

.104

.10"

.104

do

d o

.104

.104

.104

.105

.104

.104

.104

d o

.105

.104

4 ,g .105)

I  ,4 .  105  )
1 ,4 .106)

2  ,4 .  105  )
4 ,g .105)

2  ,4 .  105  )

4 ,g .105)

2 ,4 .  105  )
1 ,4 .106)

4 ,g .  105  )

5 ,0 .  104

2 ,4 . I04

1 ,  1 .  105

2 ,4 .L05

I  ,1 .  105

5 ,0 .  104

1  ,1 .  105

2 ,4 ,10 :

1 ,1 .  105

(2 ,0
(  1 ,0
(3 ,0
(1 ,0
(3  ,0
(2 ,0
(3 ,0

(  1 ,0
(  3 ,0

2,4 .L05  )
1 ,4 .  105)

4 ,g .105)

1 ,4 .  106  )
4 ,g .105)

2 ,4 .105)

4 ,8 .105)

1 '4

4rg

ro6)
to5)

t 90 90 52 8,5 .104  (G,5 .104  -  1 ,1 .105)

nombre J.  ptus probable d,uni tés cytopathogènes
les nombres entre parenthèses indi luei , r t  ta- l imi te de
nombre caractêristique somme

conf iance à 95%
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ESSAI N" 2

Ti trage

n o

30 t i t rages  avec  3  inocu lums par  d i lu t ion

3 x  0,1.  ml
N.  P .  P .  U .  C .  /m l

LO-2 10-3 10-4

1

?

3

4

5

6

7

I

9

10

11

t2

13

L4

15

16

t7

18

19

20

27

22

23

24

25

26

27

28

29

30

I

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

?

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

I

3
3
?

3
3
2
2
0
3
3
?

3

1

1

1

3

3

3

3

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

0

0

0

0

2,4 .104 1 ,0 .  104

do

d o

do

do

3,0 .  103

d o

7,O.LO?

1 ,0 .  104

d o

d o

do

2,O.rO3
2,0 .  103

do

1 ,0 .  104

do

d o

d o

3,0 .  103
1 ,0 .  104

d o

d"

2,O.rO4
do

d o

1 ,0 .  104

d o

do

d o

1,4 .105)

g ,0 .103  (

2 ,3 .  103  (

2 ,4 .L04  (

3 ,g .104)

1  ,3 .  104)

1 ,4 .105)

7  ,0 .  103

4 ,0 .  103

2 ,4 . I04

( 2,8 .104)

2 ,1 .  104)

1 ,4 .105)

3 ,g .  104)

1  ,4 .  105  )

g ,0 .103  (

2 ,4 .104  (

5  ,0 .  104 -  2 ,4 . t05)

2,4 .104 1 ,4 .105)

E 90 472 1,4 .104 (  1 ,1 .104 -  1 ,B. to4)
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ESSAI N'  3

30 t i t rages avec 3 inoculums pardi lut ion

3 x  0 ,1  m l
N.P .P .U.C. /m l

1

2

3

4

6

7

I

9

10

11

t2
13
14
15
16
t7
18
19
20
2L
22
23
24
25
26
27
28
29
30

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
J

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
?

3
3
3
3
3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

2

3

3

3

3

1

3

3

3

3

3

3

3

3

3

2

I

1

0

0

1

0

1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

1

0

I

0

0

0

0

0

1

1

2

1

0

0

5 ,0 .  104

2 ,4 .104

5 ,0 .  104

2 ,4 . !04

5 ,0 .104

(  2  ,0 .  104
d o

(  1 ,0 .  104

d o

(2 ,0 .  104

(1  ,0 .  104

(2 ,0 .  104

do

d o

(  1  ,0 .  104

do

d"

do

d o

(3 ,0 .103

(1 ,0 .  104

(2 ,0 .104

(  1  ,0 .  104

(2  ,0 .  104

(  2  ,ù .  103
(  1  ,0 .  104

d o

d o

do

(2  ,0 .  104

d o

-  2 ,4 . t05)

-  L ,4 . tO5)

2,4 .104

9 ,0 .  103

2 ,4 .104

5 ,0 .  104

2 ,4 .L04

5  ,0 .  104

4 ,0 .  103

2 ,4 .L04

5 ,0 .104

1  ,1 .  105

5 ,0 .104

2,4 .  .LO4

9,0 .  103

-  1 ,4 .  105)

2 ,4 .  105  )
1 ,4 .105)

2 ,4 .105)

3  ,g .  104)

1 ,4 .105)

2 ,4 .  105)

1 ,4 .105)

2 ,4 .105)

2 ,1 .  104)

1  ,4 .  105 )

4 ,g .105)

2 ,4 .105)

1  ,4 .  105  )
3 ,g .104)

-  2 ,4 .105)

(3 ,0 .  104
(2 ,0 .L04

(  1  ,0 .  104

(  3 ,0 .  103

2,6 . ro4 (2 ,0 .104 -  3 ,3 .ro4)
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-  Pour  connaî t re  I ' i n f luence préc ise  du  fac teur  d i lu t ion ,  l ' hypothèse que les
30 t i t rages  ob tenus  prov iennent  d 'une même d i lu t ion  es t  émise .  Dans ce  cas ,
l 'opêra t ion  qu i  cons is te  à  fa i re  la  sonrne par  d i lu t ion  du  nombre  de  cupu les ,
où le tapis cel lu la i re a présentê un ef fet  cytopathogène, condui t  à un nombre
carac tér is t ique  somme qu i  donne un  ind ice  N.p .p .  pour  chaque essa i  :
(essa i  1  :  8 ,6 .104  N.p .p .U .C. /m l ;  essa i  Z  ;  1 ,4 .10b  N.p .p .U .C. /m l ;
essa i  3 :2 ,6 .10 ' *  N .P .P .U.C. /mt ) .  Ces  va leurs ,  comparêes  à  ce l les  ob tenues

à part i r  de 90 inoculums par di lut ion,  d i f fêrent stat ist iquenent dans deux cas
sur  t ro is  (essa is  le t  2 ) .Seu ls ,  les  t i t res  v i raux  de  l lessà i  3  G,A.104N.p .p lJ .C/Tn l
oe?sus 3' ;3.  10s N. P. P. U. C. /mt )  ne di  f fèrent pas .

ces  observa t ions  mont ren t  qu ' i l  es t  p ré fé rabre  d 'e f fec tuer
30 d i lu t ions  d i f fé ren tes  pour  fa i re  les  30  t i t rages  cons idêrés .  L 'examen des
d i f fê ren ts  N.C. ,p résentês  dans  le  Tab leau 17 ,  ind ique que ceux-c i  rev iennent
avec une certaine fréquence. Aussi ,  est-on en droi t  de se demander s i  les f ré-
quences  observées  é ta ien t  rée l lement  compat ib les  avec  les  f rêquences  théor iques .
les résu l ta ts  sont  rappor tés  dans  le  Tab leau 19 .  I l s  mont ren t  que,  pour  les
essais I  et  3,  i l  y  a une bonne correspondance entre les deux fréquences. par

con t re ,  pour ' l ' essa i  2 ,  l a  concordance  es t  mo ins  ne t te  ca r ,  pa r  exemple ,  l e
N-C.  3 ;3 ;0 ,  qu i  au ra i t  dû  ê t re  observé  I  fo i s ,  l ' a  é tê  20  fo is .Ces  cons idé-
ra t ions  sou l ignen t  que ,  que l  que  so i t  l e  nombre  de  cupu ' les  u t i l i sées  par  d i lu -
t i on  (3  ou  90) ,  l es  résu l ta ts  ob tenus  concorden t  avec  la  théor ie  du  N.P .P . ,à
savo i r  :
' g rande  var iab i l i t é  dans  les  es t imat ions  de  la  dens i té  v i ra ' l e  quand  son t  em-

p loyés  3  inocu lums par  d i lu t ion .  0n  peut  a lo rs  sous-es t imer  ou  sur -es t imer
la  va leur  de  l ' i nd ice  N .p .p .  d ,un  fac teur  de  10 i

'  fa ib le  va r iab i l i t é  dans  1 'es t imat ion  de  la  dens i té  v i ra le  quand  son tu t i l i sés
90  inocu lums par  d i lu t ion .

r  -  2-2-2-2

Pour connal t re la val id i té de notre méthode de t i t rage
(96  cupu les  par  d i lu t ion )  nous  l ' avons  comparée  à  la  méthode  du  N.p .p .  u t i l i -
san t  3  f lacons  par  d i lu t ion .  Nous avons  recherché s i  les  deux  modes d ,u t i l i sa -
t ion  de  la  techn ique du  N.P.P.  donna ien t  des  concent ra t ions  ident iques .

En par tant  d 'une suspension v i ra le  de v i rus
type I '  nous constatonS,  d 'après les résul ta ts  cons ignês dans le

po ' l iomyé l  i t ique

Tab' leau 20,

d i  I  u t i
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TABLEAU 19

Comparaison entre 1es ncm[res caractér ist iques observés

et les nqnbres caractêr ist iques thêor iques

Essa i
n o N.  C.

Probabi I i té

théori que

Fréquence

théori que observée

3 ;3 ;2

3 ;  3 ;  1

3 ;  3 ;  3

3 ;  3 ;  0

0,4230

0 ,3079

0 ,1938

0,0747

L2,69

9 r?3
5 ,81

2 ,24

13

8

6

3

3;  3 ;  0

3 ;  2 ;  0

3 ;  3 ;  1

3 ;  1 ;  O

3 ;  1 ;  1

3 ;0 ;0

0 ,2787

0,2080

0,1245

0 ,0925
0 ,0413

0 ,0102

8 ,36

8 ,34

3 ,73

2 ,77

1 ,24

0 ,31

20

3

3

2

1

1

3;  3 ;  0

3 ;  3 ;  1

3 ;  3 ;  2

3 i2 i0

3 ;  1 ;  0

0 ,3645

0,31.80

0,0927

0 ,0920

0,0077

10 ,93

9 ,54

?r78

2 ,76

0 ,23

15

11

1

2

1

N.C. :  nombre caractér ist ique
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qu ' i l  n 'y  a  pas  de  d i f fê rence s ta t i s t ique  s ign i f i ca t i ve  en t re  les  deux  métho-

des  u t i l i sées  :

(essa i  L  :  1 ,2 .1 .04  N.P .P .U.C.  /m1 uersus  2 ,0 .104  N.P .P .U.C. /m l ;

essa i  ?  :  1 ,7 .104  N.P .P .U.C.  l r i i 1  oevsus  5 ,0 .10*  N .P .P .U.c . /m l ;

essa i  3  :  1 ,0 .104  N.P .P .U.c .  fm1 ' , te rsus  2 ,0 .10 ' -  N .P ,P .U.C. /m] )

L 'examen des interva' l les de conf iance, dans le cas de 96 inoculums par di lut ion

mont re  que les  ind ices  N.P.P.  ob tenus  pour  les  t ro is  essa is :

(essa i  1 :  1 ,2 .10"  N .P .P .U.C. /m l ;  essa i  2  z  1 ,7 .10 ' *  N .P .P .U.C. /m l ;

essa i  3 :  1 ,0 .104  N.P .P ;U.C. /m] )  son t  b ien  g roupés ,  ne  dépassan t  Jama is

2 ,1 .104  N.P .P .U.C. /m l (æsa i  2 )  pur  1a  l im i tezupér ieu re  e t8 ,5 .103N.P.P .U.C. /m l

(essai  3)  pour la l imi te infér ieure.  Ce même examen, dans le cas de 3 inoculums

par  d i lu t ion ,  met  en  re l ie f  une p lus  g rande d ispers ion  des  résu l ta ts  pu isque '

en t re ' la  l im i te  la  p ' lus  fa ib le  e t  la  l im i te  la  p ' lus  g rande,  i l  ex is te  un  fac-

teur  de  10  t  1 ,0 .104N.P.P .U.C. /m l (essa i  3 )  -2 ,4 .10s  NP.P.u .C . /m]  (essa i  2 )  l .

La  préc is ion  appor tée  aux  va leurs  des  ind ices  N.P.P.  es t  a lo rs  fa ib le  car ,  dand
' les  

mêmes cond i t ions ,  une concent ra t ' ion  v i ra le  max imale  de  2 ,4 .10s  N.P.P.U.C/ml

aura i t  pu  ê t re  ob tenue,  so i t  env i ron  une pu issance de  10  de  p lus .

Quand les t i t res v i raux,obtenus à part i r  des éluats des

êchant i l lons  d 'e f f luen t ,  son t  comparés ,  nous  no tons ,  d 'après  les  va leurs  rap-

por tées  dans  le  Tab leau 21 ,  guê dans  6  essa is  sur  7 ,  i1  y  a  une bonne concor -

dance dans les rêsul tats.  Cependantr  pour le premier essai ,  une di f fêrence d'un

facteur de 6 est  constatée entre les deux valeurs.

I -2 -2 -3 In f . l uenceduvo lumed ' inocu lumpar rappo t ]@

lAlU__Ee]-]sl_ai re..

Dans l 'êtude des di f férents facteurs pouvant af fecter le

t i t rage des  v i rus ,  i l  nous  es t  apparu  jud ic ieux  de  rechercher  que l  é ta i t  le

vo lume d ' inocu l  um le  p lus  favorab ' le  pour  dé terminer  un  E.C.P.  à  par t i r  d 'une

sur face  donnée de  tap is  ce l lu ' la i re ,  par  exemple  ce l le  dnune cupu le .

Pour les auteurs ut i ' l isant une micro-méthode de t ' i t rage,

le  vo lume d ' inocu lum par  cupu le  var ie  de  0 ,025 m1 à  0 ,2  m1 (BEYT0UT e t  co l l . ,

L9751 BLOCK e t  co l l . ,  t979 ;  BRICOUT e t  c011. ,1974;  DENIS e t  co l l . ,  L975 e t  1977

MGER-ZISI ' IAN et  MERIGAN,1973).  Notre choix s 'est  f ixé sur le plus fa ib le vo]ume
-  

(0 ,025 m' l ) .  Nous  I 'avons  comparé  à  0 ,1 ,  m ' l  ,  inocu lum u t i l i sé  dans  la  techn ique

d'  or i  g i  ne .
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Dans le Tableau 22, la comparaison des nombres caractér is-

t iques  mont re  queg que l  que so i t  le  vo lume d ' inocu lum u t i l i sé  par  cupu le

(0 ,025  ml  e t  0 ,1  m l ) ,  ceux-c i  son t  t rès  vo is ins  (essa i  1 :87 ;32 ;7os  90 ;40 ;8  -

essa i  2  :  95 ;  27 ;9  us  96 ;  34 ;  10  -  essa i  3  :  84 ;  35 ;  3  us  90 ;  36 ;  6 ) .  I l  en

résu l te  que les  t i t res  v i raux ,ob tenus  en  u t i l i san t  un  inocu lum de 0 ,1  ml  par

cupu ' le ,  son t  t ro i s  à  qua t re  fo i s  p lus  fa ib les  (essa i  1  :  0 ,4 .10rN.P .P .U.C. /m l  ;

essa i  2 :0 ,5 .10"  N .P .P .U.C. /m l ;  essa i  3 :0 ,3 .10"  N .P .P .U.C. /m l )  que  ceux

t rouvés  à  par t i r  d 'un  inocu ' lum de 0 ,025 ml  par  cupu le  (essa i  1 :  1 ,4 .10qNF.P.Uf , , /m l ;

essa i  2  ' :  1 ,7 .10"N.P .P .U.C. /m l ;  essa i  3  :  1 ,0 .104  N.P .P .U.C. /m l  ) .  La  compara i -

son des  t i t res  v i raux  rne t  en  re l ie f ,  pour  les  t ro is  essa is ,  une d i f fé rence

s ta t i s t ique  s i  gn i  f i  ca t i  ve .

Cette constatat ion est  conf i rmée pour des eaux naturel le-

ment  contaminées .Les  résu l ta ts  du  Tab leau 23  mont ren t  auss i  b ien ,  pour  I 'a f -

f luen t  que pour  l ' e f f luen t  de  la  s ta t ion  d 'épura t ion  de  Cannes,  des  concent ra -

t ions  v i ra les  d i f fé ren tes  se lon  le  vo lume d ' inocu lum tes té  (essa i  3 :

1 ,9 .10"  N .P .P .U.c .  11  os  2 ,0 .103  N.P .P .U.c . / l ;  essa i  6  :2 ,5 .102  N.P .P .U .c . /1

ùs  7 ,1 .101  N.P .P .U.C. / ] ) .  Pour  tous  les  essa is ,  so i t  5  su r  6 ,  i l  y  a  une  d i f -

fé rence s ta t i s t ique  s ign i f i ca t i ve  en t re  les  concent ra t ions  v i ra les  ca lcu lées .

L 'ana lyse  de  var iance à  deux  d imens ions  conf i rme le  résu l ta t  donné par  la  s im-

p le  compara ison des  in te rva l les  de  conf iance (Fobr . l1 ,5 ]  =35 ,29  >F0,05  [1 ,5 ]  =6 ,61)

Dans  l ' essa i  ro  3 ,  i l  y  a  une  pu issance ,  approchan t  de  10 ,  qu i  d i f fé renc ie  les

deux t i t rages .  Cec i  tend à  démont rer  que le  vo lume de 0 ,1  ml  d ' inocu lum es t

t rop  impor tan t  pour  la  sur face  ce l lu la i re  tap issant  une cupu le .

|  -  2 -? . -4  In f luence du  nombre  de  d i lu t ions  mises  en  oeuvre

L 'observa t ion ,  dans  le  Tab leau 24 ,  du  nombre  de  cupu les

ayant  p résenté  un  E.C.P.  aux  d i f fé ren tes  d i lu t ions ,  mont re  que ce  nombre  pour

l 'échant i l lon  non d i lué  (pur )  es t ,  dans  
' la  p lupar t  des  cas ,  t rès  fa ib le  (essa i  l z3 /961 '

essa i  5  :  2 /96 ;  essa i  6  :  5 /96) .  I l  au ra i t  a lo rs  é té  ten tan t  de  conc lu re ,s i  l es

d i lu t ions  n 'ava ien t  pas  é té  poursu iv ies ,  que  le  nombre  de  v i rus  p rêsen ts .dans

les  échant i l lons  d 'eau de  mer  é ta i t  t rès  fa ib le .  L 'examen des  résu l ta ts  mont re ,

qu 'au  cont ra i re ,  pour  tous  les  essa is r  la  d i lu t ion  su ivante  donne un  nombre

de cupu les  "pos i t i ves"  t rès  impor tan t  (96 /96) .  A  par t i r  des  d i lu t ions  l0 - t ,

10 - t ,  10 - t ,  l e  N .C.  le  p lus  v ra isemb lab le  es t  dédu i t .  S i  l a  d i lu t ion  10-3n 'a -

va i t  pas  é té  e f fec tuêe ,  le  N .C.  3 ;  96 ;24  (essa i  1 )  don t  la  p robab i l i t é  es t
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t rès  fa ib le ,aura i t  donné un  ind ice  N.P.P.  peu conforme avec  la  rêa l i té

(6 ,1 .101  N.p .p .U .C. / l  au  l i eu  de  1 ,9 .103  N.P .P .U.C. /1 ) .La  m ise  en  év idence  de  ce

phénomène suggère que 1es concentrats prêsentent un pouvoir  inhibi teur (DENIS et

co l l .  , !977 ;  I f iGNUSS0N e t  co l l . ,L965 ;  SHUVAL e t  co l . | . ,1971) .  I ' l  en  résu l te  qu ' i1

faut nécessairement poursuivre les di lut ions iusqu'à 10-+ pour l 'eau de mer.  Cet

ef fet  inhibi teur n 'a pas étê mis en êvidence dans les éluats provenant d 'êchan-

t i l l ons  d 'a f f luen ts  e t  d 'e f f luen ts  (Cannes e t  Cagnes-sur -Mer ) .

I - 2-2-5 Comparaison de deu

96 inoculums Par di l l t ion.

* La méthode des plages considérêe corme mêthode de réfêrence a êté compa-

rée  â  la  méthode du  N.P.P.  u t i ' l i san t  96  inocu lums par  d i lu t ion .  Les  résu l ta ts  des

ana lyses  v i ro log iques  sont  cons ignés  dans  le  Tab leau 25 .Dans tous  les  cas ,  les  in -

terval les de conf iance donnês par la méthode des plages sont plus ' larges que ceux

obtenus à part i r  de la méthode du N.P.P. Cependant,  pour chaque essai ,  la comparai-

son stat ist ique des t i t res v i raux pr is deux à deux ne fai t  apparaî t re aucune di f fê

rence stgnrrrcar ive pour P = 0,05. Les deux méthodes donnent donc des t i t res v i raux

êqui  val  ents .

*  -  Dans le cas théor ique où le même volume di inoculum est ensemencé,d'une

par t  -  pour  la  méthode des  p lages  -  dans  un  seu l  f lacon,  d 'au t re  par t  -  pour ' la  mé-

thode du  N.P.P.  -  dans  chacune des  96  cupu les  d 'une p laque de  mic ro t i t ra t ion '  compa-

rons  les  t i t res  U.F .Pg e t  N.P.P.  Edédu i ts  respec t ivement  des  Tab les  Ge igy  (1973)

et  d 'expér iences précêdentes (résul tats non publ iés) l  portés dans le Tableau 26.

Les valeurs du rapport  k# obtenues pour di f férentes densi tês v i ra les d.et  pour

les deux distr ibut ions coni idérées tPQISSQN (méthode des plages) et  GALT0N (méthode

du N.O.O. ) l  son t  représentêes  graph ' iquement  par  1a  F igure  34 .  A ins i '  pour  une d is -

t r ibut ion de PQISSQN, plus le nombre de part icules comptées est  fa ib le,  p lus le
L q  -  |  ,

rapport ' "  
-=Lt 

est  grand. Cette observat ion t radui t  le fa i t  ,  dans le cas où d

est infêr ief f r  a 65, que la méthode dbs plages estplusimprécise quela méthode du N.P.P..

r .û. i l  isant g6 jnoculumsipar di lut jon.En dtautres bry$ i l  faut  ompter 65, UF.P. pourque 1es

Z nÉthodes de titrage aient h même ni,veau è précision.Pour une dlstribut' ion de GALTON'

.  dans  le  cas  de  95  inocu lums par  d i lu t ion ,  que l  que so i t  le  nombre  de  par t i cu les

v i ra les  (1  à  100) , . l a  même prêc is ion  dans ' le  rappor t  
Ls :  L i  es t  cons ta têe .  Au  de là

de 55 part iculeS, c 'est  la méthode des plages qui  donne,OOou" ce même rapport ,  une

va leur  p lus  fa ib le .

o  U.F .P.  :  un i té  fo rmant  p lage
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TABLEAU 26

Précis ion des méthodes :  p lages versus N.P.P.
-  Cas  où ' le  nombre  de  par t i cu les  v i ra les  es t  <  100 -

Méthodes N.  C .
N.  P .  P .

ou nombre
de pl  ages

Interval  I  e
de conf iance

(L i  -  Ls )

Ls-L l
d

P1 ages

( Poi  sson )

4

7

10

15

20

30

40

50

70

80

1,09  -  L0 ,24

z,gt - t4,42
4,Bo -  18,39
9,40 -  24,74

12,22 -  30,89

20,24 - 42,83

28,57 - 54,47

37 ,11 .  -  65  ,92
54,57  -  88 ,44

63,48  -  99 ,57

2 ,28

1 ,65

1  ,35
1 ,08
o ,93

0 ,75

o ,65

0 ,57

0 ,48

0 ,45

N.  P .  P .

( Ga1 ton )

[tl =

96

60;09 ;  01

96;23;40

96 ;63 ;  10

96' ,7 4; tZ

96 ;  91 ;  28

96 ;95 ;45

0 ,98

3 ,80

l0,72

14 ,49

3L,27

57,46

0  ,77  -  L ,25

2 ,93  -  4 ,91

8 ,42  -  13 ,64

LL,52 -  18,23

24,70  -  39 ,59

43,87 -  75,25

0 ,49

0 ,52

0 ,49

0 ,46

0 ,48

0  ,55

t\l -
I t  -

?

4;1;  o
4;2;o
5;2;o
5;3;o
5;4;  o
5' ,3;2
'5;412

5 ;5 ;o

5 ;5 ;  1

5 ;5 ;2

5 ;5 ;3

1 ,70

2 ,20

5 ,00

8 ,00

13,00

14 ,00

22 ,00

24,00

30,00

50 ,00

90,00

o ,7o  -  4 ,70

0 ,90  -  5 ,70

2 ,00  -  17 ,00

3 ,00  -  25 ,00

5 ,00  -  39 ,00

6 ,00  -  36 ,00

9 ,00  -  59 ,00

10 ,00  -  95 ,oo

10,00  -130,00

20,00  -200,00

30,00  -300,00

2 ,35

2 ,18

3,oo
2,75

2 ,6L

2 , !4

2 ,27

3 ,54

4 ,00

3 ,60

3 ,00

N.P.P .
N.  C .

N.
L i
LS

= d :  nombre 1e plus probab' le
nombre caractér ist ique
nombre total  de cupu' les inoculées
l im i te  in fé r ieure  (95%)
l im i te  supêr ieure  (95%)
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FIGURE 34

Comparaison de 2 techniques de t i t rage
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? dans  le  cas  de  5  inocu lums par  d i lu t ion  (dé ià  p lus  p rêc is  que 3  inocu iums par

di lut ion),  une var iat ion t r rès importante du rapport  Ls;  L i  est  notée et  ceci  quel
d

que so. i t  le nombre de part icules comptées (1 e 100).  Aucune courbe ne peut être

tracée car les points de coordonnées sont dispersês dans tous les sens. C'est ,  de

toutes les observat ions,  le cas ie plus maÙvais.

-  Dans le cas prat ique de notre expér imentat ion,  le volume d' inoculum

étant di f férent selon la technique de t i t rage ut i l isée (0,1 ml par f ' lacon pour la

méthode des  p lages  e t  0 ,025 ml  par  cupu le  pour  1a  nÉthode du  N.P-P. )  1a  prêc is ion

des  méthodes es t  4  fo is  p lus  fa ib le .  I I  fau t  cornp ter  15  U.F 'P .  ou  N.P.P.U.C.  pour

que 1es deux mêthodes de numérat ion aient le même niveau de précis ion.  Au dessous

de ce t te  va leur ,  c 'es t  la  techn ique du  N.P.P.  qu i  es t  me i l leure ;  au  dessus ,  c 'es t

ce l le  des  p lages .

* I l  faut  cependant soul igner que la comparaison des méthodes de numêrat ion

est faussée du fai t  que, dans la mêthode des plages :

-  d,une part , toutes 1es lyses ce] lu la i res ne correspondent pas toujours à une par-

t i cu le  v i ra le .  A ins i ,  dans  nos  cond i t ions  expér imenta les ,  nous  avons  cons ta té  lo rs

du repiquage des plages,que se' lon les êchant ' i l lons,5 à 50% des plages ne correspon-

daient pas à un foyer infect ieux (résul tats non pub' l iês).  Ces pourcentages sont

in fê r ieurs  à  ceux  donnés par  BERTUCCI  e t  co ] l . ,1978;  FANNIN e t  co l l . ,  1978;  LE0N

et col l . ,  1978 qui  t rouvent respect ivement 73%, 70% et 40%.

- d 'autre part ,  certains v i rus ne donnant pas de p' lages peuvent être mis en éviden-

ce en mi l ieu' l iquide. Les v i rus comptês par les deux méthodes ne sont pas forcément

les mêmes

De toutes ces considérat ions,  i l  ressort ,  néanmoins,  que les deux

méthodes de titrage ne donnent pas des rêsultats fondamentalement différents. Sous

cer ta ines  cond. i t . ions ,  la  méthode du  N.P.P.  u t i l i san t  96  inocu lums par  d i lu t ' ion  peut

donner des résul tats plus précis que ' la 
mêthode des plages'
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CHAPITRE I I

CONCENTMTION DES ENTEROVIRUS

PAR ADSORPTION-ELUTION SUR POUDRE DE VERRE



L 'Homme,  vacc iné ,  ma lade ou  por teur  de  germes,  é l im ine  dans

ses sel les un grand nombre de virus entér iques (plus de 1 000 000 par gramme).

Des concent ra t ions  de  v i rus  in fec t ieux  -  v i rus  po l iomyé1 i t ique ,  coxsack ie  v i rus ,

échov i rus ,  adénov i rus ,  réov i rus  -  pouvant  a t te indre  100 000 par t ' i cu les  par  l i t re ,

ont été dêcouvertes dans les eaux usées non trai tées.  Ces virus,  capables de ré-

s is te r  aux  méthodes c lass ' iques  de  t ra i tement  des  eaux  usêes  (êpura t ion ,  ch lo ra t ion)

peuvent  surv iv re  pendant  p lus ieurs  semaines  e t  de  ce  fa i t ,  ê t re  re t rouvés  lo in  de

la  source  de  contaminat jon ,  même en fa ib le  quant i té .  Pour  les  met t re  en  év idence,

i l  es t  nêcessa i re  de  les  concent re r .  La  méthode u t i l i san t  1 'adsorp t ion-é lu t ion

sur poudre de verre s 'avérant t rès prometteuse, dans un prem' ier  temps, nous avons

ten tê  d 'amé l io re r  I ' u t i l j sa t ion  de  1 'appare i l l age ;  dans  un  deux ième temps ,  nous

avons  é tud ié  I ' i n f luence  du  pH dans ' l ' é tape  de  l ' é lu t ion .

En e f fe t ,  a lo rs  que SARRETTE e t  co l l .  ( Ig77 a  e t  b )  déve lop-

pent la nÉthode et  que SCHWARTZBROD et LUCENA-GUIIERREZ (1978) amél iorent le ma-

té r ie l ,  LUCENA-GUTIERREZ (1979)  décr i t  en  dé ta i ' l  tou tes  les  é tapes  des  essa is  pour

la  réa l i sa t ion  de  I 'appare i l  f ina l .  A  par t i r  de  ce  sys tème,  nous  avons  proposé

que lques  mod i f i ca t ions  d 'o rd re  p ra t ique  (HUGUES e t  c0 . |1 . ,1979  b )  en  s 'appuyan t  su r

le  même pr inc ipe  théor ique que ce lu i  déve loppê par  SARETTE e t  co l l .  (1977 a) .  Ce

pr inc ipe  es t  fondé sur  le  fa i t  que les  par t i cu les  v i ra les  peuventprendre  d i f fê -

ren tes  charges  ê lec t r iques  se lon  le  pH du mi l ieu  dans  leque ' l  e l les  se  t rouvent .

S i  l e  m i l i eu  es t  à  un  pH in fé r ieu r  au  po in t  i soé lec t r ique  (RHi )  du  v i rus ,  ce  der -

n ie r  chargé pos i t i vement  se  f i xe  é lec t i vement  sur  un  suppor t  chargé de  s igne con-

t ra i re .  Lorsque le  pH du mi l ieu  es t  supér ieur  au  pHi ,  la  charge du  v i rus  change

de  s igne  e t  i l  y  a  l i bé ra t ion  du  v i rus .  A ins i ,  l o rsque  le  v i rus  po l iomyê ' l i t i que

qu i  p résente ,  se lon  les  au teurs ,  un  po in t  i soé lec t r ique IF IOYD e t  SHARP,7979

(nq=9,2 ) ;SARETTE e t  co l l . , !977a  (pH i  =7 ,8 )  ou  deux  TMANDEL 1971 , (pH i  =  4 ,2  e t  7 ) l '

se  t rouve dans  l 'eau  ac id i f iée  à  pH 3 ,5  en  contac t  avec  la  poudre  de  ver re  dont

la  charge é ' lec t r ique es t  cons tamment  négat ive  que l les  que so ien t  les  var ia t ions

de pH du mi l ieu  ,  i l  y  a  adsorp t ion  du  v i rus  sur  la  poudre  de  ver re ,  PôF a t t rac-

t ion  des  charges  é lec t r iques .

Par tan t  de  ces  données,  SARETTE e t  co l l ,  (1977b)  on tproposé

d 'u t i l i se r ' la  poudre  de  ver re  comne suppor t .  I l s  p récon isent ,  dans  un  premier

temps ,  d 'ac id i f i e r  l ' eau  à  pH 3 ,5  a f in  que  les  v i rus  p résen ts  so ien t  chargés  po-

si t ivement et  se f ixent sur la poudre de verre chargée négat ivement;  dans un deu-

x ième temps,d 'é luer  les  v i rus  en  fa isan t  passer  au  t ravers  de  la  poudre  de  ver re
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tampon glycine pH 11,5 af in que 1es

1a poudre de verre et  Puissent être

fa ib le  vo lume.

- 1 MATERIEL ET METHODES.

virus chargés nêgativement se dêcrochent

recuei l l is  a lors dans le concentrat  sous

-  1 -1  Appare i l lage  e t  mise  en  oeuvre .

* Ampou'le .

L 'apparei l ' lage est  const i tuë,  comme le montre Ia Figure 35, d 'une am-

poule à décanter en verre Pyrex de 2 l i t res,  dont la part ie supér ieure est  re l iêe

à une trompe à vide. Cette ampoule, prolongée dans sa partie infêrieure par une

colonne en verre Pyrex d'une hauteur de 350 mm et de diamètre de 50 mm, comprend

deux tubu lu res  dont ' l ' une  es t  mise  en  cormun ica t ion  avec  le  réc ip ien t  d 'eau à  ana-

lyser et  I 'autre v ient  s 'adapter,  grâce à un jo int  souple,  type Rotulex (Sovirel

691-53 et 692-09) à un élénent secondairte en verre Pyrex comprenant deux robinets

et une tubulure. Entre les deux robinets, un verre fritté, de poros'ité 20-40 um

(Sovirel  8 l?-23) est  soudé à la co' lonne. Le tout est  re l ié grâce àdes raccordsnor-

nn' l i  sés, type SVL (Sovi  re ' l  C.  N. 681-19 et  682-19).  Pour s impl i  f ier  I  a manipul  at ion

de 1'apparei ' l  ,  des robinets à v ide du type Rotaf ' lo (Sovirel  7??-62 et  7?2-72)

ont été ut i  I  i  sés.

Après avoir  stêr ' i l isê à 
' l 'autoclave à + l .20oC, pendant 20 minutes,  le

système en verre Pyrex,  1 'ampoule et  l 'é lément secondaire sont montês sur le bât i

f ixe et  sont rel iés ( tubulures no 4,7 et  8)  à une tubuluFe commune raccordée à

une trompe à v ide ( tubulure no 9).  Tous les robinets sont alors fermés. Après in-

troduction par la tubulure no 10 de 100 g de poudre de verre préalablement stê-

r i l i sés  à  l 'au toc lave  à  +  120oC,  pendant  20  minu tes ,  1 'appare i ' l  es t  p rê t  à  fonc-

t i  onner.
*  F i l t ra t ion  de  I ' eau .

Les robinets no 1 et  2 sont ouverts,  l 'eau â analyser est  aspirée et

monte à t ravers ' la colonne en entralnant la poudre de verre iusqu'au t iers infé-

r ieur de l 'ampoule.  Tout 1 'échant i l lon passe â t ravers le f i l t re dynamique for-

mé pa,r ' la poudre de verre. Au départ, pour éviter toute turbu'lence de I 'eau dans
' l 'ampoule,  pouvant entralner une perte de la poudre de verre,  le débi t  de l 'eau

asp i rêe  es t  peu impor tan t  (n ,2  l i t res /h ) .  Lorsque l 'ampou le  es t  p le ine  d 'eau,  le

robinet no 2 est  ouvert  à fond. Une fois 
' l  'échant i l ' lon d 'eau passê, les robinets

no L et 2 sont fermés.
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* FL.i:L'i ll.li gl 9s...1 L:.qv'
Après décantat ion de la poudre de verre sur le veme fr i t té dans la

co lonne ,  les  rob ine ts  no  2 ,3  e t  4  son t  ouver ts  :  l ' eau ,  dans  l ' appare i l ,  es t

asp i rée  par  le  v ide .  Lorsque le  n iveau d 'eau es t  a r r i vé  à  Ia  hauteur  de  la  tubu-

lu re  no  4 ,  l es  rob ine ts  îo  2 ,3  e t  4  son t  fe rmés .A f in  d 'é l im iner  I ' eau  res tan t .

dans  la  co lonne,  les  rob ine ts  no  5  e t  7  sont  ouver ts  jusqu 'à  ce  que le  n iveau

d'eau at te igne 1 cm au dessus de la poudre de verre.  A ce moment,  les robinets

n" 5 et 7 sont fermés.

*  E lu t ion des v i rus

Par  la  tubu lu re  no  10 ,  100 ml  d 'é luantsont  in t rodu i ts .  Après  fe rme-

ture de cette dernière,  les robinets no 5 et  7 sont ouverts et  le cheminement de

l 'é luant estsuiv i  à t ravers la poudre de verre qui  se colore au fur et  à mesure

du passage de  l 'é luant .  Lorsque le  f ron t  d 'é lu t ion  ar r i ve  à  la  par t ie  in fé r ieure

de la  co lonne,  le  rob ine t  no  7  es t  fe rmé,  pu is  les  rob ine ts  n"  6  e t  B  sont  ouver ts

L 'é lua t  cou le  a lo rs  dans  le  f lacon s té r i le  e t  seu ' l s ,  les  25  premiers  ml  sont  re -

cue i l l i s .

Avec cet apparei ' l  ,  lorsque I 'eau est  peu chargée de mat ières en

suspens ion , i l  es t  poss ib le  d 'en  f i l t re r  env i ron  200  l i t res  à  l ' heure .  Dans  le  cas

d 'eaux  usées  b ru tes ,  l e  déb i t  de  l ' appare i l  es t  p lus  fa ib le  ca r  des  mat iè res  so l i -

des  peuven tob tu re r  par t ie l l ement  les  tubu lu res  re l iées  à  la  t rompe à  v ide .  De

p lus ,  un  co lmatage de  1a  poudre  de  ver re ,  pâF des  débr is  so l ides ,  peut  l im i te r

le  passage de  l 'é luant  sur  ce t te  poudre  de  ver re .  S i  ce l le -c i  es t  réu t i l i sab le

après  1e  passage d 'eaux  fa ib1ement  chargées  en  mat iè res  organ iques ,  e l le  ne  l 'es t

p lus  après  le  passage d 'eaux  usées  bru tes  ou  t ra i tées .  I l  fau t ,  dans  ce  cas ,  t ra -

vai l ler  chaque fois avec de la poudre de verre neuve.

I  I  -  1-2 Cul  tures ce' l  I  u I  a i  res .

Pour  tous  les  essa is ,  nous  avons  u t i l i sé  des  cu l tu res  de

ce l lu les  en  l ignêe cont inue de  type  K.B.  (EAGLE e t  co l1 . ,1956;  PUCK e t  F ISHER'1956)

Les  ce l lu les  on t  é té  en t re tenues en  tap is  ce l lu la i re  à  1a  concent ra t ion  de  50  000

ce l lu les  par  cm2 à  +  37"C,  avec  un  mi l ieu  de  c ro issance L .Y.  pH 7 ,2 ,  con tenant

10% de sérum de veau nouveau-né Pendant  la  phase de  surv ie ,  le  même mi l ieu

L .Y.  es t  u t i l i sé  sans  sérum de veau nouveau-né.  Les  ce l lu les  on t  é té  cu l t i vêes

en f lacons de verre borosi l icatés stér i les de 75 cm2 de surface et  entretenues
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par repiquage après trypsinat ion, tous les sept iours environ.

I I  -  L -3  V i rus .

.  Pour  les  essa is  en  labora to i re ,  le  v i rus  po l iomyé l i t ique

type I ,  souche Sabin L.S.c.Z.ab, a êté ut i ' l isé comre virus test ,  tout  au long de

l ,expér imenta t ion .  A  par t i r  de  la  suspens ion  v i ra le ,  pour  tous  les  essa is ,  des

di lut ions décimales ont êté ef fectuées dans une so]ut ion sal ine tamponnée de

Hanks (HANKS et WALLACE,lg4g) comp'létée au moment de 
' l 'expêrinrentation par 1% de

sérum de veau pour  êv i te r  les  agrégats  de  v i rus ,  e t  1% de so lu t ion  d 'an t ib io t i -

ques et  ant i - fungique (voir  première part ie,  chapi t re I '  paragraphe I  -  ?-L-L)

pour él iminer tout  r isque de contaminat ion bactér io logjque.

Durant toute l 'étude, le même lot  de v i rus po] iomyêl i t ique

a êté ut i ' l isê et  prêparê selon la méthode dêcr i te en première part ie,  chapi t re I ,

paragraphe I  -2- l -2.  Pour la quant i f icat ion des virus,  la technique du nombre

1e p lus  p robab ' le ,  u t1 l i san t  96  inocu lums par  d i lu t ion ,  a  é té  app l . iquée se lon  
' les

modal i tês décr i tes au chapi t re I  de cet te même part ie,  paragraphe I  -  2 '2-L

I i - 1-4 Eaux de travai I .

Deux types d 'eaux ont été ut i l isés dans cette étude :

-  l ,eau d'a ' l imentat ion ayant subi  un t ra i tement au chlore,

-  l ,eau  usée ayant  sub i  un  t ra ' i tement  b io ]og ique (e f f luen t ) .

Tous les échant i l lons d 'eau ont êté col lectés asept iquement dans des Écipients

p las t iques  de  20  l i t res  s té r i l i sés  à ' l ' ozone e t  con tenant ,  pour  les  échant i l lons

d,eau d,dÏmentat ion,une quant i tê suf f isante de solut ion au thiosul fate de sodium

stê r i l e  à  12 ,5  %,  pour  neu t ra l i se r  1 'oxydan t  (4  m l  par  b idon  de  20  l i t res ) .

Les pré]èvements d 'eau d'al imentat ion ont êté ef fectués au

Laboratoir :e.  Les prélèvements d 'eaux usées épurées proviennent de la stat ion

d'épurat ' ion de Cagnes-sur-Mer.  Les êchant i l lons d 'ef f luent ont été prélevês à la

sort . ie des dêcanteurs secondaires,à 20 cm de profondeur,  avec des seaux plast i -

ques stér i les de 10 l i t res avec 
' lesquels i ' l  a été procédé au rempl issage des rê-

c ip ien ts  de  20  l i t res  par  f  in te rmêd ia i re  d 'en tonno i rs  p ' las t iques  s té r i les .

Toutes ces opérat ions ont êtê réal isées avec des gants et  du matér ie l  ayant subi ,

avant et après chaque prê1èvemen! une décontamination par traitement à l 'eau de

Javel .  Le t ransport  des échant i ' l ' lons au Laboratoire a touiours été réal isé dans

les 45 minutes suivant le moment du prélèvement.



73

Les caractér ist iques pr incipa' les de ces eaux, pendant la

pér iode d'expér ' imentat ion,  ont êté consignêes dans les Tableaux 27 et  28.

Toutes les eaux, avant f i l t rat ion sur poudre de verre,  sont homogénéisées par

un agi tateur centr i fuge électr ique ( I .K.A. Rl^I  47 D).  Paral lè lement à cet te homo-

gêné isa t ion ,  1 'échan t i l l on  es t  ac id i f i ê  à  pH 3 ,5  à  l ' a ide  d 'ac ide  ch lo r ; rd r ique

technique par un système automatique de pompe péristalt ique asservie à un rêgu-

lateur de pH par modulat ion de largeur d ' impuls ion, type IM (Tacussel) .  Dans tous

les  cas ,  du  ch lo rure  d 'a lumin ium es t  a jou té  dans  les  êchant i l lons  d 'eau,  à  une

concent ra t ion  f ina le  de  5 ,0 .10- ' *M,  so i t  O,LZ g  de  poudre  par  l i t re  d 'échant i ' l l on .

II - 1-5 .l.ig.,li.{:..9l.9l.,t.ligl.
Cinq types  d 'é luants ,  à  2  pH d i f fé ren ts  (7  e t  9  ou  9  e t  11) '

ont  été testés pour ef fectuer 
' l  'é lut ion des part icules v i ra les :

-  I ' eau  phys io ' log ique (8 ,5  g  de  Na C l l l )  a ius tée  aux  pH 7  e t  9  avec  Na 0H 0 ' l '  M;

-  I 'eau physiologique addi t ionnée de 3% d'extrai t  de boeuf en pâte (Biokar)  a ius-

tée aux pH 7 et 9 avec Na 0H M;
- 1e tampon boratê pH 9 de composition suivante :

. 80 ml Na Cl 1,5 tvi

.  100 ml  Ha B0g 0 '5  M

.  24n1  Na0H M

.  eau  d is t i l l ee  q .s .p .  1000  ml

est  a justé à pH 7 avec H Cl 0,1.  M
- ]e tampon boraté pH g,addionné de 3% d'extrai t  de boeuf ayantunpH vois in de 7,

est  a iusté avec Na 0H M pour obtenir  des éluants à pH 7 et  9;
-  le tampon g' lycine de composi t ion suivante :

.  g lyc ine  0 ,05  M

. rouge de phénol 0,01 mg/ml

ajustê avec Na 0H M aux pH 9 et  11.

Ce sont les mêmes' lots de tampon boraté et  g lycine,préparês en dêbut d 'étude,

rêpart is en f lacons d'un l i t re et  stockés à +4oC, QUi ont servi  tout  au long de

1. 'expêr imentat i  on.

I I  -  1-6 Décontaminat ion de concentrats.

Les 25 premiers m' l  de concentrats recuei l l is  sont addi t ionnês

de 2 ,5  ml  d 'un  mélange d 'an t ib io t iques  e t  d 'an t i - fung ique dont  la  compos i t ion  a
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TABLEAU 27

caractér ist iques physico-chimiques de I 'eau de boisson

durant 1a pér iode d'expér imentat ion

TABLEAU ?8

Caractér ist iques physico-chimiques de I 'ef f ' luent de Cagnes-sur-Mer

durant 1a pér iode d'expêr imentat ion

Eau de boissonParamètres PhYsi co-chimi ques

7 ,4  e  7 ,6

L670 à 1690

32,5 à 36 ,5
14,3  à  1 .4 ,7

150 ,0  à  170 ,0

16 ,3  à  17 ,1

pH â 20'C

Résist iv i tê (n/cm)

Ti t re hydrot imétr ique ("F)

Ti t re alcal imétr ique complet  ( 'F)

Sul fates (mg/]  )
Chlorures (mg/1 )

Effl uentParamètres physi co-chiques

7 ,8  à  B ,o

15à30

50à80

20à30

pH

M.E.S.T.  (mg/1)

D.c .0 .  (mg/1)

D.8 .0 .5  (mg/ l  )
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été donnée en première partie du chapitre I, paragraphe I - 2' l-1.

L 'ê luant  a ins i  t ra i té  es t  p lacê  à  +  4oc  pendant  une nu i t .

I I - t- z .ltt.gs.,l.l gli. g1...qv...:I.t.!.q*...ç:l l.gl g.i l:'
Le concentrat  et  ses di lut ions sont alors répart is chacun

dans un f lacon de 75 cm2 contenant un tapis cel lu la i re cont inu selon le proto-

cole décr i t  au chapi t re I  de cet te rÊme part ie,  paragraphe I '?-7 '3-L '

Les méthodes stat ist iques,ut i l isées pour la comparaison des t i t res v i raux, sont

décr i tes en première part ie,  chapi t re I ,  paragraphe I  -1-5.

IT - 2 PROTOCOLE EXPERIMENTAL.

I I  -  2-1 Expêr imentat ion A.

* P.'1.1'
L 'expér imenta t ion  a  cons is té  à  ê tud ie r  I ' i n f luence du  pH

de l ,ê luant  ( tampon bora té  add i t ionnê de  3% d 'ex t ra i t  de  boeuf )  sur ' le  taux  de

récupération des virus

* !!9vg!1.q.
-  Au cours de cette expér imentat ion,  i l  a été ut i l isé,  dans un premier temps'

des eaux d'  a l imentat ion (expér imentat ion Ar) .

o 9 essajs,  à raison de 2 par semaine, à des jours di f fêrents,  ont  étê réal isés

en ajoutant dans 20 I  d 'eau des concentrat ions croissantes (= 5,0.101 à

=  5 .0 .103  N.P .P .U.c . / l )  de  v i rus  po l iomyé l i t i que  type  I .

o  pour  chaque essa i ,  l ' êchant i l lon  d 'eau â  ana lyser ,  après  homogêné isa t ion

pendant  20  minu tes  à  I 'a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge é lec t r ique,  es t  d iv isé

en deux fract ions de 10 l i t res.

o Chacune des fractions est concentrée séparément 
' le 

mênre jour sur poudre de

verre :
.  pour la première f ract ion,  l 'é lut ion est  rêal isée avec du tampon boraté

addi t ionné de 3% d'  extrai t  de boeuf à pH 7'

.  pour la deuxième fract ion,  l 'ê lut ion est  réa' l isée avec du tampon boraté

addi t ionnê de 3% d'extrai t  de boeuf à pH 9'

-  Au cours de cette même expér i rnentat ion,  i l  a étê ut i l isê,  dans un deuxième temps

des eaux usées trai tées (expêr ' imentat ion Az)

o  5  essa is ,  à  ra ison  de  1  par  semaine ,  on t  é té  réa l i sés  sur  20  l i t res  d 'eau.

o  pour  chaque essa i ,  l ' échant i l ' l on  d 'eau à  ana lyser ,  aprês  homogéné isa t ion  pen-

dant  20  minu tes  à  I 'a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge é lec t r ique,  es t  d iv isé  en
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deux fract ions de 10 l i t res.

o ehacune des fract ions est  concentrêe séparément,  le même iour '  sur de' la pou-

dre de verre :
.  pour la première f ract ion, l 'é lut ion est  réal isêe à pH 7 avec 1e tampon bo-

raté addi t ionné de 3% d'extrai t  de boeuf '

.  pour  la  deux ième f rac t ion , l 'ê lu t ion  es t  réa l i sêe  à  pH 9  avec ' lemâne tampon '

I I  -  ?-Z Expér imentat ion B.
* P.'lI'

L 'expér imenta t ion  a  cons is té  à  é tud ie r  l ' i n f luence de  I 'ex t ra i t

de  boeuf  dans  1 'ê tape de  l 'é lu t ion '  aux  deux  pH cons idêrês  7  e t  9 '

* 119.v9!t:'
o Tout au lonf  de cette expér imentat ion,  l 'eau d'al imentat ion a êté ut i ' l isée.

6  essa is ,à  ra ison  d 'un  par  semaine ,on t  é té  réa l i sés  en  a iou tan t ,dans  40 ' l i t res

d ,eau,une même quant ' i té  de  v i rus  po l iomyê l i t ique  type  I  (=15 t ' t -P .P.U.C ' l1 )  '

o pour chaque essai ,  
' l 'échant i l lon à analyser,  aprës homogénéisat ion pendant

20 mn à l ,a ide d 'un agi tateur centr i fuge électr ique, est  d iv isé en 4 f ract ions

de 10  l i t res .
o  Chaque f rac t ion  es t  concent rée  séparément , lemême jour ,surde lapoudredever re :

: -E*.?F.Li lt".*.?.ti.ol P."
.  pour ' la  p remière  f rac t ion , l 'ê lu t ion  es t  réa l i sée  avec  de  I 'eau  phys io lo -

g ique à  PH 7 ,
.  pour  la  deux ième f rac t ion , l ' ê lu t ion  es t  réa l i sée  avec  de ' l ' eau  phys io lo -

gique addi t ionnêe de 3% d'extrai t  de boeuf à pH 7'

.  pour  la  t ro is ième f rac t ion , l 'ê lu t ion  es t  réa l i sêe  avec  de  I 'eau  phys io lo -

g ique  à  PH 9 ,
.  pour  1a  quat r ième f rac t ion ,  l ' é lu t ion  es t  réa l i sée  avec  de  l 'eau  phys io -

logique addi t ionnée de 3% d'extrai t  de boeuf à pH 9'

:  Expér imentat ion Bz.

.  pour 
' la première f ract ion, l 'é lut ioh est  réal isée avec du tampon boraté à pH 7'

. pour I a deuxi ème fracti on,l '  él uti on est réal i sée avec du tampon boratê addi -

t ionné de 3% d'extrai t  de boeuf à pH 7'

. pour la troi sième fraction,l 'él ution est réalisée avec du tampon boraté à pH 9 '

.  pour  1a  quat r ième f rac t ion , l 'é lu t iones t réa l i séeavec  du  tamponbora té  add i -

t ionné de 3% d'extrai t  de boeuf à pH 9.
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II  -  2-3 Expér imentat ion C.

* PttI.
L'expêr ' imentat ion a consisté à comparer 1 'ef f icaci tê des

êluants suivants : tampon boraté additionné de 3% d'extrait de boeuf pH 9 ùe?sus

tampon glycine PH 9 et  PH 11'5.

* Moyens.

Au cours de cette expér imentat ion,  des eaux usées trai tées ont êté ut i l isées,

10 essais,  à raison de 2 par semaine, à des iours di f férents,  ont  été réal isés

à part i  r  de 30 I  i  t res d 'ef f ' luent.
pour  chaque essa i ,  l ' êchant i ' l l on  d 'eau à  ana lyser ,après  homogéné isa t ion  pen-

dant  20  minu tes  à ' l ' a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge ê lec t r ique,  es t  d iv isé

en t ro is  f rac t ions  de  10  l i t res .

Chacune des fractions est concentrée séparêment sur de 1a poudre de verre'

le mêrn jour :
.  pour 1a première

addi t ionnê de 3%
. pour I a deuxi ème

à pH 9 ,
. pour I a troi s i ème f ract'i on ,

à  pH 11 ,5 .

3 RESULTATS ET DISCUSSION.

l 'é lu t ion  es t  réa l i sée  avec  du  tampon g lyc ine

3-1  In f luence du  pH de 1 '6 ]u3n1 dans  la  récupéra t ion  des  par t i cu les  v i ra les

et le rendement de la méthode (Expérimentation A) '

Le Tableau 29 montre que, quel1e que soi t  la concentrat ' ion

de  v i rus  inocu lés  dans  l ' eau  d 'a l imenta t ion  (50  à  500ù  N.P .P .U.C. / ' l ) ,  1a  va r ia t ion

du pH de l 'é ' luan t  en t re  7  e t  9  n ' in f ' lue  pas  sur  les  t i t res  v i raux  t rouvés-  A ins i  '

pour  une concent ra t ion  v i ra ' le  in i t ia le  de  50  N.P.P.U.C. /1  ,  i ' l  es t  re t rouvé,  après

concentrat ion sur de' la poudre de verre et  ê lut ion à pH 7 et  pH 9,  soi t  des con-

cent ra t ions  de  v i rus  ident iques  (essa i  1  :  11  N.P.P.U.C. /1  à  pH 7  e t  1 '0  NPPU'C/1

à pH 9) ,  so i r  des  concent ra t ions  t rès  vo is ines  (essa i  2  z  27  N.P.P.U.C. /1  à  pH 7

et  24  N.p .p .U.C. i ]  e  pH 9) .  I ' l  en  es t  de  même pour  les  concent ra t ions  v i ra les

fract ion,  l ,é lut ion est  réal isée avec du tampon boraté

d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  PH 9 '

f rac t ion ,  l ,é lu t ion  es t  réa l i sêe  avec  du  tampon g ]yc ine

I I  -

I I  .
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in i t ia les  p lus  impor tan tes  (500 à  5000 N.P.P.U.C. / l ) .  Dans  presque tous  les  cas '

des t i t res v i raux t rès vois ins sont obtenus après concentrat ion et  é jut ion à pH 7

er  pH 9  (essa i  6  :  830  N.P .P .U.C. / l  à  pH 7  e t  800  N.P .P .U.C. /1  à  pH 9 ;

essa i  I  :  1800  N.P .P .U.C. / l  à  pH 7  e t  1600  N.P .P .U.C. / l  à  pH 9 )

L'analyse stat ist ique conf i rme ces résul tats et  ne met en rel ief  aucune di f férenct

s ta t i s t ique  pour  un  seu i l  de  sêcur i tê  de  95% (Fobs.  [1 '8 ]  <  1 ) '

ces  résu l ta ts ,app l i cab les  à  1 'eau de  d is t r ibu t ion ,  le  sont

aussi  pour l ,ef f luent de Cagnes-sur-Mer.  Pour les 5 essais,  corme le montrent

les valeurs du Tableau 30, la mise en évidence des part icules v i ra ' les indigènes

après élut ion est  aussi  faci le à pH 7 qu'à pH 9.  Les t i t res v i raux alors t rouvés

(essa i  1 :  560  N.P .P .U.C. / t  à  pH 7  e t  340  N.P .P .U.C- l l  à  pH 9 ;

essa i  5  :  40  N .P .P .U.C. / l  à  pH 7  e t  35  N .P .P .U.C- /1  à  pH 9 ) ,  ne  d i f fè ren t  pas

stat ist iquement d 'une façon signi f icat ive.Cesesais suggèrentqr,re,quel ' le que so' i t

la concentrat ion des virus dans I 'eau et  que' l  que soi t  1e système aqueux chois i '

avec ou sans ajout de v i rus,  le facteur pH (7-ou9),dans nos condi t ions expér imen-

tal es , a peu d' i nfl uence dans 
' l '  étape de l '  éi uti on.

Nous avons  a lo rs  ca lcu lé ,  pour  les  é luants  aux  pH 7  e t  9 '

le rendement de I 'apparei ' l  v ' is-à-vis de di f férents échant i l lons contaminês art i -

f i t ie l lement avec du virus pol iomyêl i t ique. Le nombre de virus retrouvés après

êlut ion aux deux pH considérés (Tableau 29)nors a permis de déterminer lespour-

centageset les taux moyens de récupêrat ion.  Ces résul tats sont rassemblés dans

le  Tab jeau 31 .  I l  mont re  que,  que l  que so i t  le  pH d 'é lu t ion ,  le  pourcentage de

récupération varie de 19% e I28%. 11 n'y a pas de diffêrence fondamentale' pour

une même concentrat ion v i ra le,  dans le taux de récupérat ion des virus,  quand

1 'é lu t ion  s 'e f fec tue  â  pH 7  ou  pH 9  (essa i  l .  :  2 l% à  pH 7  e t  19% à  pH 9 ;

essai 6 z I02% à pH 7 et 99% à pH 9; essai 8 : 29% à pH 7 et 26% à pH 9)'

Nos résul tats,concernant les taux moyens de rêcupérat ' ion des part icules v ' i ra les

(û  =  50% à 60%)  prêsentes  dans ' l ' eau  d 'a l imenta t ion ,  son t  p roches  de  ceux  de

SARETTE et col l .  ( t977 a et  1978) et  de SCHWARTZBROD et LUCENA-GUTIERREZ (1978)

qui  t rouvent respect ivement 50% et 55%. Pour une eau de r iv ière,  SARETTE et col l .

( Ig77 b) mettent en évidence des rendements ' légèrement infér ieurs a ' l1ant de 25%

ô,  457o.
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Le Iableau 
sz InonLI-s v'=' 

,-- ' .1_-^a rrnpâiê ôu de l,eau physio-

1,ê1uanr utilisê est constitué sJulement par du tampon boratê o"jj.i:rj:: 
i;;;i;.

logique sans extrait  de boeuf, i r  n,y a aucune récupêrat iondespart icules 
virales'

par contre, res virus sont retrouvês facirement quand l 'êlut ion a l ieu avec le

tampon boraté ou l ,eau physiologique,addit ionnês 
de 3%d'extrait  de boeuf et cecr

quel  que so i t  re  pH de r ,éruant-7 'ou9-(essai  
3 ,  cas où r 'éruant  est  de 1 'eau phy-

s io log ique addi t ionnêe de,*  
l .ex t ra i t  

de boeuf  :  15,8 N.P.P.U.c. |1  à  pH 7 et

13,4 N'P.P.U. ' . / .  à  pH 9;  essai  6 ,  cas où ] ,é ]uant  est  du tampon boraté addi t ionné

de 3%d,ext ra i t  de  boeuf  :  80 ,2  N 'P 'P 'U 'C ' / l  a  pn 7  e t  82 '0  N 'P 'P 'U 'c ' / \  e  pH 9) '

Le Tgbleau 33 permet de.lettre en évidence le rôle "tampon"

de l ,extrait  de boeuf, que' l  quJoit  le pH (7ou9) du système êluant de dêpart '

ceci est dû au fait que, dans les 100 ml ae tampon util isê (tampon boratê addi-

t ionné de 3%d,ext ra i t  de boeuf) ,  i l  y  a  0 '09.g de phosphatestCes phosphates sont

présenrs,à 1*or ig ine,  dans la  tormule de fabr icat ion Ï  
t j :1 : :  o 'ext ra i t  de boeuf

à 1a concentrat ion de 3%' Aussi '  quand l 'éluant '  const i tué seulement par du tam-

pon boraré ou de 1,eau physiolosique sàns extr l i :  o"^:olt l . , Ï Ï te à travers 1a

poudre de verre' 1e pH * 
"'.ui;::::::.'::i':..î1.1,''."iron 

3'5' cette aci-

t l  -  3 'z
Le Tableau 32 montre q"',du::-l^:tÏ:^i: f:IÏ|.Jffi:T:

l jot c)
Lorsque ie  tampon g lyc ine  es t  u t i l i sê  à  pH 11 '5 ' i l  es t  à

c ra indre 'co rme l .on tsou l ignêd i f fé ren tsau teurs (F IELDSetMETCALF,L9TS;

JA. 'BS et  S'BSEY,1978; MET.ALF et  co]1. ,  1974) une inact ivat ion part ie l le de

certa'ins virus' Aussi ' nous est-i1 apparu intéressant de le comparer au tampon

bora téadd i t . i onnêde3%d.ex t ra i tdeboeu f ,a f indedé te rminer leu re f f i cac i té

respec t ive  dans  1 'ê tape de  1 'ê lu t ion  des  v i rus '

Lesva leursdes t i t resv i rauxob tenuesaprèsconcen t ra t ion

sur ra poudre de verre,  comne le montre re rauteau g+, sont.di f fêrentes selon le

tampon d,êlution employé. Ainsi, pour un même p[;ftttnon boratê additionnê de

3% d,extrai t  de boeuf et  tampon g' lycine) ' i1 est  t rouvé'  selon les essais 7 à 20

fois plus de virus lorsque te tampon boraté .aoi t ionnê de 3% d'extrai t  de boeuf

ïiÏ::.i:."::'ilcr uunt rend arors irnpossible toute érution '

^ 1a tamDon boraté
ès élutl-qn avec ]e

I I  -  3 -3
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Variat ion du

après passage sur

TABLEAU 33

pH de  l ' é luan t

la Boudre de verre

Nature
de 1 'é ' luant

après êlut ionavant élut ion

eau
phys i ol og i que

eau
phys i o'l og i que

+ 3% extrait de
boeuf

tampon boraté

tampn boratê

3% extrait de

boeuf
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TABLEAU 34

Comparaison des concentrat ions v i ra les après élut ion

avec le tampon boraté addi t ionnê de 3% d'extrai t  de boeuf

et  le tampon glycine

(ef f luent -  v i rus indigènes)

Expérimentation C

K' Tampon u t i l i sê

boraté
+ 3% extrait boeuf

pH9

glyci  ne

pH9 pH 11  ,5

+

6

B

9

10

10,9  (7 ,5  -15 ,3 )

2 ,7  (1  ,3  -  5  ,4 )

6 ,8  (4 ,3  -13 ,3 )

3 ,6  (2 ,0  -  6 ,4 )

3 ,3  (L ,7  -  6 ,2 )

3 ,3  (1 ,7  -  6 ,2 )

3 ,3  (L ,7  -  6 ,2 )

5,2  (3 ,2  -  8 ,?)

3 ,5  (2 ,0  -  6 ,3)

4 ,5  (2 ,7  -  7 ,4)

,6  (0 ,6  -  3 ,5 )

0,5  (o ,L  -  2 ,L)

0,5  (0 ,1  -  2 ,1 )

0 ,5  (0 ,1  -  2 ,1 )

1 ,4  (0 ,6  -  3 ,3 )

1 ,0  (0 ,4  -  2 ,8 )

0,8  (0 ,3  -  2 ,5)

0,5  (0 ,1  -  2 ,1 )

0 ,3  (0 ,0  -  2 ,1 )

0 ,2  (0 ,0  -  1 ,9 )

2 ,7  (1 ,3  -  5 ,0 )

0 ,5  (0 ,L  -  2 ,1 )

1 ,1  (0 ,4  -  2 ,8 )

0,3 (o,o -  2 ,1)

1,3  (0 ,5  -  3 ,3 )

1 ,6  (0 ,6  -  3 ,5 )

1  ,1  (0 ,4  -  2  ,8 )

1 ,1  (0 ,4  -  2 ,8 )

0 ,8  (0 ,3  -  2 ,5 )

0 ,2  (0 ,0  -  1 ,9 )

N.P.P.U.C.  :  nqnbre  1e  p lus  p robab le  d 'un i tés  cy topathogènes

( )  :  les nombres entre parenthèses indiquent1es l imi tes de conf iance à 95%
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es t  u t i l i sé  à  1a  p lace  du  tampon g ' l yc ine  (10 ,92  N.P .P .U.C. /1  os  1 ,6  N .P .P .U.C. / l

pour  I ' essa i  l . ; 4 ,5  N .P .P .U.C.  /1  us  0 ,2  N .P .P .U.C. /  1  pour  I ' essa i  10 ) .  Le  fa i t

d 'é luer avec un tampon glycine à pH 11,5 ne permet pas de rétabl i r  la di f férence

constatêe entre les concentrations v'irales obtenues. Cependant, pour 1e tampon

glycine, la var iat ion du pH de 9 à 11,5 amél iore quel  que peu la récupêrat ion des

par t i cu les  v i ra les  (1 ,6  N .P .P .U.C. /1 ,  pH 9  us  ? ,7  N .P .P .U.C. / l '  pH 11 '5  pour

I 'essa i  1 ) .  La  compara ison s ta t i s t ique  des  2  modes d 'ê lu t ion  ( tampon bora té  +  3%

d'extrai t  de boeuf,  pH 9 us tampon glyc ' ine,  quel  que so' i t  le pH) corrne le montre

le  Tab leau 35 ,  met  en  re ] ie f ,dans ' la  mo i t ié  des  cas ,une d i f fê rence s ta t i s t ique

signi f icat ive en faveur de la méthode ut i t isant ' le tampon boratê addi t ionné de

3% d'extrai t  de boeuf.  Ces résul tats,  en accord avec ceux de LANDRY et col l . (1978),

montrent la supériorité du tampon boraté pH 9 + 3% d'extrait de boeuf, par rap-

port  au tampon glycine pH 11,5.  Dans ces condi t ions,  durant toute notre étude'

nous avons ut i l isé,  comme tampon d'élut ion,  le tampon boraté à pH 9 addi t ionné

de 3% d'extrai t  de boeuf.
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TABLEAU 35

Comparaison stat ist ique des t i t res v i raux avec di f fêrents tampons d'élut ion

Essai
n o

T.B.+  3% E.B . (p l l  9 )
yersus

T.c.  (pH e)

T.B.+  3%8.8 .  (pH 9 )
Î/ersus

T .c  (pH 11 ,5 )

r .c.  (pH e)
versus

T.c .  (pH 11,5)

1 s. S. N.  S .

2 N.  S . N.  S . N.S .

3 S. S. N.  S .

4 S. S . N .  S .

5 N.  S . N .  S . N .  S .

6 N.  S . N.  S . N.  S .

7 N.  S . N .  S . N.  S .

8 s. S. N .  S .

9 S. N .  S . N .  S .

10 S. S. N .  S .

S.
N.  S .

T .  B .
T .  G.
E .  B .

di f fêrence stat ist ique (95%)
di f férence non sign' i f icat ive (95%)

tampon boraté
tampon glycine
extrait de boeuf
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CHAPITRE I I I

MISE EN EVIDENCE DES VIRUS DANS LE MILIEU HYDRIQUE:

INTERET DE L' IFï\4UN0-MICROSCOPIE ELECTR0NIQUE
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L '  immuno-mic roscop ie  é lec t ron ique ( I .M.E. )  es t  une méthode

qui  permet l 'observat ion directe d 'un complexe ant igène-ant icorps par le micros-

cope électronique à t ransmission (ALMEIDA et WATERSON' 1969; DOANE, 1974;

IGPIKIAN et col  I  .  ,1975; KELEN et col  I  .  ,  1971) .

Si cette méthode est Iargement uti l isée pa.r de nombreux

chercheurs pour le diagnost ic des gastro-entér i tes épidémiques non bactér iennes

(BSNSDoRFF e t  co l l . ,  1978;  KAPIKIAN e t  co l l . ,  L972 e t  1974)  e t  des  hêpat i tes

v i ra les  (DIENSTAG et  co l l . ,  1975;  GRAVELLE e t  co l l . ,  1975;  LOCARNINI  e tco l1 .1974;

1.1HO, 1970),Quelques rares chercheurs (FOURNIER et col l . ,  1978; SATTAR et l i lESTWO0D'

L9771 la  p ra t iquent  pour  la  mise  en  év idence des  v i rus  dans  Ie  mi l ieu  hydr ique.

La  recherche des  v i rus  dans  Îe  mi l ieu  hydr ique '  par  inocu la -

t ion  sur  cu l tu res  ce l lu la i res ,  ayant  p resque tou jours  permis  la  mise  en  év idence

des en térov i rus ,  i l  nous  a  paru  in té ressant  de  dé tec ter  les  adénov i rus  dans  le

mi l ieu  hydr ique en  u t i l i san t  une techn ique récente  :  l ' i n rnuno-mic roscop ie  é lec-

t ron ique  ( I .M.E . )

I . I I  -  1 MATERIEL ET METHODES.

Les  é lua ts  ob tenus  après  concent ra t ion  des  êchant i l lons  d 'eau,

par  1a  méthode d 'adsorp t ion-é lu t ion  sur  de  la  poudre  de  ver re ,  son t  ensemencês

sur  cu l tu res  ce l lu la i res ,  se lon  un  des  pro toco les  dêcr i t s  en  première  par t ie ,

chap i t re  I ,  paragraphe I  -2 - l -3 .  Après  avo i r  recue i l l i  l e  mi l ieu  de  cu l tu re

présent dans chaque cupule où un ef fet  cytopathogène a été observé,1 Tdent i f icat ion

et  le  typage des  v i rus  on t  é té  en t repr is  sur  ce t te  suspens ion  v i ra le .

* .19:1.!.i.{is.q.!.igl..:.!..!.ynsgs..9::..vin:...Pet:..:gIe-ltevl.fgl.i:.gIi.gn.,
Dans un  premier  temps,  les  en térov i rus  sont  d i f fê renc iés

des  adénov i rus  par  la  techn ique décr i te  par  WALLIS e t  MELNICK en 1962.  Ces der -

n ie rs  mont ren t  que les  en térov i rus ,  en  présence d ' ions .magnés ium à  +  50"C pendant

une demi -heure ,  ne  présenten t  pas  d ' inac t iva t ion  a lo rs  que les  adénov i rus ,  dans

les  mêmes cond i t ions  expér imenta les ,  son t  inac t ivés .

Dans un deuxième temps, le typage des virus est  poursuiv i

au  moyen d 'épreuves  séro log iques  de  neut ra l i sa t ion  spéc i f ique  (BRICOUT e t  co l l . ,

L974;  CATEIGNE e t  MAURIN,  1965) .  La  présence de  v i rus  po l iomyé l i t ique ,  dans  le

cas  où  i l  n 'y  a  pas  d 'au t res  en térov i rus ,  es t  révé lée  par  le  sérum neut ra l i san t
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po ' l yva len t  an t i -po1 io  I ,  I I  e t  I I I  (M ic rob io ' log ica i  Assoc ia ted ,  rê f  .  30887,
30888 e t  30889) .  S ' i l  ne  s 'ag i t  pas  d 'un  v i rus  po l iomyé ' l i t ique  (en térov i rus  non
po l iomyê l i t ' i que  :  E .N.P. ) ,  dans  que lques  cas  (deux ième par t ie ,  l -2  e t  I -3 ) ,  1e
typage a été poursuiv i  avec d 'autres sérums neutral isants spéci f iques.

*.19:n.!.i.{.i.çs.Liet..gs:..e9:lg.yi.f .y:..p.1.f ..i.:11.:.8.
Généralement,  la recherche des adénovirus par I .M.E. a êtê

entrepr ise sur des échant i l lons où les v i rus ont étê mis en évidence par cu' l tures
ce l lu ' la i res .  E l le  a  é tê  fa i te ,  dans  tous  

' les  
cas ,  à  par t i r  du  passage de  

. l ' é lua t

sur  cu l tu res  ce l lu la i res  K .B.  ayant  p rêsenté  un  E.C.P.  Ces cu l tu res  ce l lu la i res
sont alors conge' lées puisdéconge' lées. .  Après centr i fugat ion à 3000 tours/mn, pêr-

dant 5 t t tn,  le surnageant est  recuei l l i .  Ce dernier,  après f i l t rat ion sur membrane
f i l t ran te  de  0 ,45  um (Mi l l ipore  H.A. l , l .P .013000)  n 'ayant  sub i  aucun pré- t ra i tement

au sérum, const i tue la suspension virale sur laquel le est  ef fectuêe une recherche
des adénovirus par inmuno-microscopie électronique.

Dans certains casr pouF 1es premiers essais,  la recherche des
adênovirus a été ef fectuée à part i r  de l 'é luat  obtenu après concentrat ion de l 'é-
chant i l1on  d 'eau,par  1a  méthode d 'adsorp t ion-ê lu t ion  sur  de  la  poudre  de  ver re .

* I t:9 p gt:.q.li g 1.. 9:.. l.?.. r9r9.r.1t 9.. :.y p p 9 t:.1 .
Des gr i l1es en cuivre de 400 mesch, de 3 mm de diamètre

(Agar  A ids  G.2400)  sont  u t i ' l i sêes  pour  1 'observa t ion .  E l les  sont  recouver tes  d 'un
f i lm de  fo rmvar  (Agar  A ids  R.1201)  à  par t i r  d 'une so lu t ion  à  0 ,?8% dans du  d ich lo -
ro-1.2 éthane. La membrane ainsi  const i tuêe est  stabi l isêe par une f ine couche de
carbone évaporé,grâce à un êvaporateur à v ide (Hi tachi  H.U. 54).

* I t:ept.r.1.ï. sl 9y...ç9i 9r.1t.1.
Le co ' lo ran t  u t i l i sé  es t  une so lu t ion  A 2% d 'ac ide  phospho-

tungs t ique (Pro labo 20  635)  dans  de  I 'eau  d is t i l l ée  a jus tée  à  pH 6-7  par  Na 0H1 M.

* l.*l.lr.q.l.1.e[.9:..]lÊ.ç!:sr.!ills..*..s*e:ye.f.:.re.1eLfg.t]ll!l.EB..:.1...çsll.:.r1.?29.:
A 1ml  d 'ê ' lua t ,  ou  de  suspens ion  v i ra ' le  p rovenant  de  ce  même

élua t  passé sur  cu l tu resce l lu la i res ,  0 ,05  m1 d 'an t icorps  humains  an t i -adénov i rus
décomp1érnentés et  0,025 ml d 'ant i - InG humaines décomplénrentêes (Behr ing) sont
aioutês.  Après incubat ion à +37"C, pendant 30 minutes,  une goutte de ce mé1ange
est dêposée sur la gr i l le recouverte d 'une membrane de formvar carboné. Après
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15 minutes à la température du Laboratoire,  la gr i l le est  lavée avec 20 gouttes
de tampon phosphate pH 7,3.  Entre chaque goutte,  I 'excès de tampon est  absorbé
avec du papier f i l t re.  La préparat ion est  colorée, pendant 30 secondes, avec de
I '  ac ide  phosphotungs t ique.

"91.:s.r.y.q.l.1.er..qs.:...e1..1.1.1e.1.:
La recherche des adénovirus est effectuée avec un microscope

é lec t ron ique à  t ransmiss ion  H i tach i  H.U.12 ,  sous  75  kV de  te -ns  j  o r ,  au  grand i .s -
sement de 60 000. L 'observat ion,  avec ce microscope, des part icules v i ra les sur
les  d i f fê ren tes  gr i l les ,  a  donné p lus ieurs  images carac tér is t iques .  A ins i ,  la
Figure 36 montre un groupe de particules virales dû à la formation du complexe
virus-ant icorps ant i -adênovirus ant i - IgG. L 'examen de la Figure 37 permet de
dist inguer à la fo is des part icules v i ra les c la i res dont les capsomères sont
vis ib les et  des part icules sombres et  a l têrées dont les capsomères sont di f f i -
c i lement reconnaissables.  Cette di f férence dans les structures impl ique, d 'après
FOURNIER e t  co l l . (1978) ,  QU' i l  y  a  une d i f fé rence dans  le  pouvo i r  in fec t ieux  des
part icules considêrées :  cel1es qui  gardent toute leur intêgr i té physique peuvent
être considêrêes corûne infect ieuses. Dans la Figure 38,1a structure de l 'adêno-
virus est  remarquablement bien conservée car une des faces de l ' isocaèdre formée
par  un  t r iang le  équ i la tê ra l  es t  v is ib le

I I I  .  2 RESULTATS.

Les résul tats sont présentés en deux part ies :
-  la  p remière  dêcr i t  les  cond i t ions  d 'app ' l i ca t ion  de  I ' I .M.E.  pour  la  recherche

des adénovi  rus,
-  la  deux ième met  en  re l ie f  que I ' I .M.E.  es t  une méthode complênenta i re  pour ]a

détect ion des virus dans le mi l ieu hydr ique.

* .ç.el.gi.li.91.:..9i..?PPli.ç.e.lig1...9e...11.1.:l!:.E.:..p9.y.t...1.1...te.çls.f.9!:s..{::.*.e.!.e.y.i.*.:.
Les rêsul tats des observat ions ef fectuêes au microscope élec-

tronique sont rassemblês dans le Tableau 36. L 'examen de ce dernier montre que 1a
mise  en  év idence des  adénov i rus ,  à  par t i r  d 'é lua ts ,es t  t rès  fa ib le  (2 /36) .  par

cont re ,  l ' observa t ion  en  I .M.E.  des  suspens ions  v i ra les  p rovenant .du  passage de
l 'é lua t  sur  cu l tu res  ce l lu la i res  donne,  comne le  mont re  le  Tab leau 37 ,  un  pour -
centage de posi t iv i té êlevé (47%). La comparaison de ces deux pourcentages
(47% ænsus 5%)  met  en  re l ie f  une d i f fé rence s ta t i s t ique  lo rsqu 'on  app l ique ' le
tes t  du  x2 .



FI GURE 36

Amas de part icules d 'Adénovirus après rêact ion ant igène-ant icorps ( f ' lèches)

(G x 290 000)



FIGURE 37

par t i cu les  d 'Adénov i rus  c la i res  e t  sombres  ( f l èches)

(G x 27a 000)

Par t i cu le  d 'Adénov i rus  dont  les  capsomères  sont  v is jb les

(G x 270 000)
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TABLEAU 36

Dêtec t ion  des  v i rus  par  I .M.E.

Essa i  no Nature

de  I ' eau

Iden t i f i ca t ion  par  I .M.E .

directe
sur le concentrat

après passage
sur  ce l  lu le

1
2
3
4
5
6
7
I
9

10
11
L2
13
14
15
16
17
18
19
20
2t
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

eau de
t l

t l

il

l l

t f

t l

t l

t l

t l

t l

I t

l l

t l

t l

t l

t l

t l

il

mer

eau de r iv ière
t l

l 1

t l

t l

Eff l  uent
t l

l l

1 l

| l

l l

Affl uent
t l

t l

t l

t l

I t

absence
| l

l l

t l

l l

t l

| l

t l

t l

l l

t l

t l

t l

| l

l l

t l

t l

| l

il

t l

Adénovi rus
absence

t l

u

t l

l 1

t l

| l

t l

t l

Adénovi rus
absence

t l

t l

il

il

Adénovi rus
t l

absence
Adénovi rus

absence
t l

Adénovi rus
absence

Adênovi rus
absence

l l

t l

Adénovi rus
absence

Adénovi rus
| l

absence
Adénovi rus
absence

Adénovi rus
Adénovi rus
absence

t l

t l

Adénovi rus
absence

Adénov i rus
absence

t l

Adénovi rus
l l

absence
Adênovi rus

t l

absence
t l

I .M.E.  :  inmuno-mic roscop ie  é ' lec t ron ique
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TABLEAU 37

Pourcentage de  pos i t i v i té  de  la  méthode d ' iden t i f i ca t ion  par  I 'M 'E '

se]on deux var iantes

Le faible nombre d'adéÈovirus dêtectês dans l 'é1uat peut

s ,exp ' l iquer  par  le  fa i t  que ces  par t i cu les  se  t rouva ien t  dans  l 'échant i l lon  ob-

servé  à  une concent ra t ion  d i f f i c i lement  dé tec tab le  en  I .M.E. ,  c 'es t -à -d i re  in fé -

r ieure  à  10  " / ^1 .  I1  n ,en  es t  pas  de  même pour ' l ' é1uat  qu i  passe sur  cu l tu re

ce l lu la i re  car ,  dans  ce  cas ,  i l  y  a  une concent ra t ion  de  par t i cu les  v i ra les  à

chaque passage. De ce fai t ,  I 'observat ion au microscope électronique est  p ' lus

aisée. compte tenu de ces résu' l tats,seules 1es suspensions virales 'provenant du

passage de  l ,ê lua t  sur  cu l tu res  ce l lu ' la i res  on t  é té  examinêes  en  I .M.E.

* ggw.lgrnt.!e.fi.!e..9e...1.i.:11.,.E.,...9sn.:...1i.i9:1.!i.Îis3.li e!]..91:...e9sIlsvi.t.l:.:
Le Tableau 38 présente les rêsul tats des ident i f icat ions

réa l i sées  par  les  deux  méthodes u t i l i sées  ( I .M.E.  e t  séro-neut ra l i sa t ion) .  Les

êchant. i l lons analysês sont ceux ut i l isês dans la deuxième part ie de notre t ravai l

L,examen des résul tats,portés dans ce tableau, montre que'  sur les 107 échant i l -

lons  examinés ,  I ' i den t i f i ca t ion  par  séro-neut ra l i sa t ion  a  permis  
' la  

miseen év i -

denæde I03 entêrovirus et 4 adénovirus. Chaque fois que cette méthode a permis

I ' iden t i f i ca t ion  d 'un  adénov i rus ,  ce t te  ident i f i ca t ion  a  é té  conf i rmée par  1a

méthode de l ' I .M.E. La complémentar i té des deux méthodes pour la détect ion des

v i rus  dans  le  mi l ieu  hydr ique es t  év ' iden te .  Sur  les  107 êchant i l lons  observês .

Vari antes

Echanti I I ons
Après passage
sur  ce l lu le

Nombre examinê

Nombre posi t i f

% de pos i t i v i tê

X tobr .  =  14 ,03  >  * ' th .=  3 ,84
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TABLEAU 38

Ident i f icat ion des virus par deux techniques

( I .M.E .  e t  sé roneu t ra l i sa t ion )

(a) :  résul tats portês dans 
' le 

tableau 43

E.N.P.  :  En têrov i rus  non po l ionyé l i t ique

I .M.E.  :  immuno-mic roscop ie  é lec t ron ique

Essai
n o

Nature
de I  'eau Caractérisat ion du point

Ident i f icat ion après
inocul ation aux q/l ûrres

ce l lu la i res  par  :

I .  M.  E . ;éroneutra-
I  isat ion

1
2
J

4
r

6

7

I

9

10

11

T2

13

14

15

16

t7

18

19

20

2T

22

23

24

25

26

I

Effl uent
t l

.  t l

l l

t l

t l

t l

t l

t l

t l

| l

| l

t l

l l

il

il

il

t l

t l

t l

.  t l

t l

t l

t 3

l l

| l

Essai  1  -  10 1 .  (a)

"  1-  100]  .  ' '

"  2  -  10 ]  .  ' | l

"  2 -  100 l .  ' | ,

"  3  -  10  l .  '

"  3  -  1 0 0  1 .  ' ! t

"  4  -  10  l .  .

"  4  -  1 0 0  1 .  ' ! l

"  5  -  1 0 ]  .  ' ! l

"  5  -  100  l .  ' ,

"  6  -  10  l .  r l

, '  6  -  100  l .  ' l

"  7  -  10 ' 1 .  ' | ,

"  7  -  100  l .  ' ! ,

"  g  -  10  l .  r l

"  8  -  100 l .  ' ! l

"  9  -  10  l .  r l

"  9  -  100 1.  ' | l

"  10 -  10 l .  ' | ,

"  10 -  100 l .  ' | l

"  11  -  10  l .  ' | l

"  11  -  100  1 .  r '

"  t2  -  10 1.  ' | l

"  12  -  100  l .  ' '

"  13  -  10  1 .  ' | ,

"  13  -  100  l .  r !

absence
t l

t l

t l

il

t l

Adénovi rus

absence
| l

t l

t l

t l

Adênovi rus

absence
t l

t l

t l

| l

l l

| l

Adénovi rus

absence
| l

t l

Adénovi rus
l l

E.  N .  P .
t 1

il

t !

t l

t l

| l

il

l l

t l

t l

l l

l l

| l

il

l l

t l

l l

l 3

t l

t l

t l

t l

il

t l

t l
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TABLEAU 38 (suite)

Identi f icat ion aPrès
nocul ation aux cul tures
cel lu la i res Par  :

Caractér isat ion du PointNature
de l 'eau sêroneutra-

I i sati on

E.N.P .
t l

t l

l l

t l

t l

il

| l

tl

I

Coxs . Azr
t,

Adéno.6
t l

Echo.11
l l

il

absence
t l

t 1

l l

t l

t 1

l l

t l

Adénovi rus

absence
tl

t l

Adénovi rus
l l

absence
| l

il

T,*  20  1 .

Mz  10  1 .

Mz  20  1 .

cz  10  1 .

cz  20  1 .

Cro  10  l .

Cro  20  l .

c r .  10  l .

Cre  20  1 .

Cg  5b  ?0  1 .

Cg  6b  10  1 .

Cg  6b  20  1 .

vq  10  1 .

V , *  20  1 ,

Jq  10  l .

J , *  20  1 .

Bz  Z0  1 .

( b )
t l

| l

t l

t l

t l

t !

t l

t l

l t

ll

t l

t l

r

t l

t l

t l

eau de mer
, t ,

t l

t l

l t

l l

| l

t l

t l

t 1

n

t l

t l

l l

I t

t l

l l

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

l l

t l

t l

l l

Adénovi rus
t l

absence
I t

r'T'o'

Pol io  I

E .  N .  P .

Adéno.6

E.N.P .

Po l io  I

Essa i  4  (c )

" 2 7 r 1

" 3 3 r l

"  10  (d )

" 3 5 r r

" 3 6 r l

" 4 2 r 1

" 4 7 r 1

au cË pisc'in
t l

l l

| l

| l

t l

t l

il

44

45

46

47

48

49

50

51

49
54
55

(b )  :
( c )  :
(d )  :

résultats portês
rêsultats portés
résu'ltats Portés

dans ' le  tab leau
dans le tableau
dans 

' le 
tableau
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TABLEAU 38 (suite)

(e) :  rêsul tats portés dans le tableau 63
(f)  :  résul tats portês dans le tableau 66
(g) :  résul tats portés dans le tableau 67

Essai
n o

Nature
de I  'eau Caractér isat ion du point

Identi f icat ion après
inoculation aux cul tures

cel lu la i res par  :

I .M.E . ;éroneutra-
I i  sat i  on

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
77
72
73
74
75
76
77
78
79
80
B1
82
83
84
85
86
87

Eff 
' luent
| l

t l

| l

t l

t l

n

t l

t l

t l

| t

t l

E

t l

t a

t l

t l

t l

Affl uent
l l

t l

t l

t l

t l

Effl uent
t l

t l

t l

| l

t l

Aff' luent
t l

t l

Effl uent
t l

| l

Essai  1 cont inu 10 I
"  1  "  100 I
"  1 séquent ie l  10 T
"  1  "  100 . |
" 1 ponctuel 10 

' l

"  1  "  100 Iu 2 cont inu 10 1
"  2  "  100 ]
"  2 séquent ie l  10 1u  2  "  100 I

2 ponctuel  10 I'  2  "  100 ' lu 3 cont inu 10 I
"  3  "  100 . |
"  3  séquent ie l  10  I
"  3  "  100 Iu 3 ponctuel 10 I
"  3  "  100 I
"  L séquent ie l
"  L  cont inu
" 2 séquent ie l
"  2 cont inu
" 3 séquent ie ' l
"  3 cont inu
" L séquent ie ' l
"  1 cont inuu 2 séquent ie l
"  2  cont inu
"  3  séquent ie l
"  3 cont inu
" 1 ponctue'l
' 2u
r , 3 r l
, , L ' t

"2 ' '
r , 3 r l

(i)

( f )

(g )

absence
t l

t l

l l

t l

t l

l l

t r .

Adénovi rus
| l

| l

t l

l l

il

t l

n

absence
| l

| l

t l

| l

t l

Adénovi rus
t l

absence
t l

Adénovi rus
absence

Adénovi rus
il

absence
Adênovi rus

absence
l l

Adénovi rus
absence

E.  N .  P .
l l

l !

l l

u.

t l

t l

t l

| l

l l

il

il

| l

t l

il

t l

| l

t l

t l

t l

t l

l l

t l

l l

t l

| t

t l

t l

t l

t l

t l

t l

t l

| l

l 1

t l
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TABLEAU 38 (su: i te et  f in)

Ident i f icat ion aPrès
inocul  at ion aux cul tures

cel 1u'l ai res par :
Caractér isat ion du PointNature

de 1 'eau
I  i  sat i  on

E.  N .  P .
| l

t l

il

t l

l l

| l

t 3

t l

t l

Adénovi rus
t l

l 3

t l

t l

absence

Adénovi rus
l l

t l

absence

th -10h

10h-12h

12h-14h

14h-16h

16h-18h

18h-20h

20h-22h

22h-24h

0  h  -  2h

2h-  4h

( h )
t l

l l

t l

t l

il

l l

l l

l l

il

Affl uent
t l

t l

t l

t l

t l

t l

l l

t l

t l

88

89

90

91

9?

93

94

95

96

97

t l

t l

l t

t l

I t

t l

t l

t l

t l

l l

absence

Adénovi rus

absence

Adênovi rus

absence

Adênovi rus

absence

12h-14h

14h-16h

16h-18h

18h-20h

20h-22h

22h-24h

0  h  -  2h

2h-  4h

4h-  5h

6h-  8h

t f f l  uent
l l

t l

t l

| l

il

t l

t l

t 1

t l

98

99

100

101

L02

103

104

105

106

107

(h) :  résu' l tats portês dans le tableau 70
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alors que I ' ident i f icat ion par sêro.-neutral isat ion a permis la mise en êvidence

de 4  adénov i rus ,  I ' i den t i f i ca t ion  par ' l ' I .M.E.  a  permis  la  dê tec t ion  de  38  adéno-

v i rus .Cet te  cons ta ta t ion  ind ique,  comne le  mont re  le  Tab leau 39 ,9u ' i l  y  a  dans

l 'é lua t  de  dépar t  une prêsence s imu l tanée d 'au  moins  2  v i rus .  Le  nombre  d 'é lua ts

présentan t  à  la  fo is  des  v i rus  à  A .D.N.  e t  à  A .R.N.  es t  re la t i vement  impor tan t .

Nous avons notê cet te prêsence simultanée de virus dans 1a plupart  des échant ' i l -

lons  d 'eaux  ana lysês ,  que l les  que so ien t  leurs  o r ig ines  (eau de  mer ,  eau de  p is -

c ine, af f luent et  ef f ' luent) .  Les pourcentages où i ' l  y  a mé1ange de virus var ient

de 57% pour]es af f luents à lB% pour 1 'eau de mer.  Pour les eaux usées trai tées'

nous constatons que 1e pourcentage trouvê (35%) est  p lus fa ib le que celui  (57%)

coryespondant aux eaux usées brutes.  Cette di f férence n'est  pas'  cependant,  sta-

t i s t iquement  s ign i f i ca t i ve  (x2  =  2 ,3?  pour  P  =  0 ,05) .

I I I  .  3  DISCUSSION.

L ' I .M.E.  es t  une techn ique complênenta i re  pour  Ia  mise  en

év idence e t  l ' i den t i f i ca t ion  des  adénov i rus  qu i  p résenten t ,  à  
' l ' observa t ion ,  une

structure bien caractêr ist ique, comme le montrent les photographies.  La méthode

est relat ivement faci le à mettre en oeuvre dans la mesure où I 'on dispose d'un

microscope é lec t ron ' ique.E l le  es t  rap ide ,  car  une fo is  1a  gr i1 le  p rêparée,  I ' i den-

t i f icat ion peut être fa i te dans l 'heure.  Cependant,  dans nos condi t ions expér i -

mentales,  la mêthode ne s 'app' l ique qu'aux adénovirus.  Les recherches fai tes sur

des  échant i l lons  na ture ls  pour  la  mise  en  év idence des  en têrov i rus  par  1 ' I .M.E.

se  sont  révé lêes  négat ives .  De p1us ,  I ' I .M.E.  p résente  deux  au t res  inconvên ien ts :

impossibi l i té de typer et  de quant i f ier  les adénovirus observés. Malgré les incon-

vénients cités, cette mêthode présente l 'énorme avantage de mettre en évidence

des adénovirus dans des échant i l lons contenant dêjà des entérov' i rus.  Et  cet te

poss ib i l i té  n 'es t  pas  tou jours  réa l i sée  lo rsque seu les  les  cu l tu res  ce l lu la i res

sont  u t i l i sêes  pour  f  i so le rnent  e t  l  ' ' i den t i f  i ca t ion  des  v i rus .  En e f fe t ,  souvent ,

dans  la  recherche d 'un  E.C.P.  sur  cu l tu res  ce l la i res , ' la  p résence d 'un  en térov i rus

donnan t  un  E .C.P .  rap ide  empêche  la  m ise  en  év idence  de  I 'E .C .P .  de  1 'adênov i rus

qu i  es t  p lus  ta rd i f .

Nos pourcentages de détect ion des adênovirus dans 1e mi l ieu

hydr ique var ient  selon le type d'eau considéré.  Alors que ces pourcentages ne sont

que de  18% (3 /17)  e t25% (2 /8)  pour  1 'eau de  mer  e t  I 'eau  de  p isc ine ,  i ' l s  a t te i -

gnent  pour  1 'e f f luen t  e t  l ' a f f luen t  respec t ivement  35% (22 /63)  e t  58% (11 /19) .  Ces
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valeurs sont supér ieures à cel les c i têes par de nombreux auteurs.  Ainsi  DENIS (1973)

note,  d 'après une étude bibl iograph' ique fondée sur la rêpart i t ion de 4600 souches

virales dans toutes les eaux, que les adênovirus reprêsentent dans les eaux usées

et dans les eaux de surface un pourcentage de 5%. i l ne mentionne aucun adénovirus

dans l 'eau  de  mer  e t  l ' eau  de  p isc ine .  A lo rs  que CHARRIER e t  co l l .  (L977)  ob t ien-

nent des pourcentages p' lus élevés d ' isolement d 'adénovirus dans les eaux usées

(26%) et  dans les eaux de r iv iëre (12%), CARLSON (1972) note que le nombre d'adé-

novirus dans les eaux de piscine est  t rès élevé en été et  en automne.

En conclusion, cet te technique est  for t  intéressante puis-

qu'e ' l1e permet de détecter la présence des adénovirus dans le mi l ieu hydr ique

là  où  les  cu l tu res  ce l lu la i res  ne  les  met ten t  pas  en  év idence dans ' le  cas  oÙ i l

y  a  p rêsence d 'un  au t re  v i rus  à  E .C.P.  rap ide .
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CHAPITRE I

INFLUENCE DES VOLUMTS D'ECHANTILLONS

SUR LA MISE EN EVIDENCE ET LA QUANTIFICATION DES VIRUS

DANS LE MILIEU HYDRIQUE
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En ce qui  concerne la méthode d'extract ion des virus dans
le  mi l ieu  hydr ique,  i l  es t  nécessa i re  de  dé f in i r  le  vo lune u t i le  à  ce t te  ex t rac-
t ion .  Se lon  les  au teurs  e t  se lon  1es  types  d 'eau,  ce  vo lume peut  var ie r  de  que l -
ques  l i t res  à  p lus ieurs  d iza ines  de  l i t res  (LUND e t  HEDSTRô! | , t9O6;  M00RE e t  co11. ,
L970;  SCHWARTZBROD et  co ] . | . ,1979 a) .  Le  bu t  du  présent  t rava i l  es t  d 'é tud ie r  l ' i n -
f luence des  vo lumes d 'êchant i l lons  d 'eaux  usêes ,  d 'eau de  mer  e t  d 'eau de  p isc ine
sur les quant i tés de virus récupérés.

I - 1 ESSAIS SUR DES EFFLUENTS DE STATION D'EPURATION (COMPARAISON 10 LITRES ET
100 LiTRES)

I  -  1-1 Matér ie l  et  méthodes.

*  Echan t i l l ons .

Notre êtude expér ' imentale a été réal isée avec des eaux usées
trai tées provenant de la stat ion d 'épurat ion biologique de Cagnes-sur-Mer.
Les eaux ont étê prélevêes à 20 cm de profondeur dans des récipients plast iques de
20 l i t res.  Lors du rempl issage des bidons, les agents préleveurs ont opêré avec
dumatér ie l  ayan t  sub i ,  avan t  e t  ap rès  cha ,que ,p ré1èvèment ,  une .dêcon-
taminat ion  par  t ra i tenent  e  

' l  ' ozone pour  ' les  
réc ip ' ien ts  ( insu f la t ion  d 'ozone pen-

dant  une demi -heure  grâce à  un  ozoneur  de  labora to i re  Tra i l igaz) ,à  I 'eau  de  Jave l
pour 1es gants.  Le t ransport  des échant i l lon.s au Laboratoire a toujours été réal isé
dans les 45 mn suivant ' le moment de pré' lèvement.  Les caractér ist iques physico-chimi
ques  pr inc ipa ]es  de  I 'e f f ' l uen t  son t  p résentées  dans  le  Tab leau 40 .

TABLEAU 40

Caractér ist iques physi  co-chimiques de
stat ion d 'épurat ion de Cagnes-sur-Mer

I 'e f f l uen t  de  la

au cours  de  I 'ê tude.

Paramètres Eff l  uent

pH

M.E.S .T .  (mg/ l  )
D .c .0 .  (mg/ l  )
D .8 .0 .  s  (mg/ l  )

7 ,9  à  8 ,0

15  à30

50  à80

20  e30
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Deux pré'lèvements de 190 litreq pour une première expérimen-

ta t ion ,  pu is  13  prê lèvements  de  110 l i t regpour  une deux ième expér imenta t ion ,  on t

été ef fectuês hebdomadairement pendant 15 semaines.

*  Cond i t ionnement  des  êchant i l lons  e t  concent ra t ion  des  v i rus .

Tous  les  échant i l lons  d 'eau à  ana lyser  (190 l i t res  ou  110 Ï i t res )

recue i l l i s  dans  un  réc ip ien t  p las t ique de  220 l i t res  p réa lab lement  s té r i l i sê  à  l ' o -

zone,  sont  homogéné isés  pendant  30  minu tes  à  l 'a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge é1ec-

tr ique
Dans le  cas  par t i cu l ie r  de  la  p remière  expêr imenta t ion ,  l ' eau

es t  soumise ,  après  homogénê isa t ion ,  à  une insu f f la t ion  d 'ozone pendant  2  heures

pour  inac t i ve r  v i rus  e t  bac tê r ies  ind igènes  p rêsen ts  dans ' l ' êchan t i l l on  d 'eau  à

ana lyser .  Après  avo i r  la issé  reposer  l ' êchant i l lon  pendant  t  heure ,  de  l 'a i r  s tê -

r i le  es t  insu f f lé  duran t  une demi -heure  pour  é l im iner  éventue l lement  l ' ozone rés i -

due l .  L 'échant i l lon  d 'eau a ins i  t ra i té  reço i t  une quant i té  connue de  v i rus  po l io -

myé ' l i t ique  type  I ,  se lon  le  p ro toco le  expér imenta l  décr i t  p lus  lo in  dans  ce  même

chapitre I  -  t -2-1.

Dans  tous  les  cas ,  ap rès  ac id i f i ca t ion  de  l ' échan t i l l on  à

pH 3 ,5 ,  i l  es t  a jou té  A l  C l r  en  quant ' i té  te l le  que l 'on  ob t ienne f inaTementune con-

centrat ior ide 5,010-* I ' i . .  La concentrat ion des virus sur.de la poudre de veme est

réa l i sée  se lon  
' le  p ro toco ' le  dé f in i  en  première  par t ie ,  chap i t re  I I ,  paragraphe l l -1 - l

*  Inocu la t ion  des  cu l tu res  ce l lu la i res  e t  t i t rage.

A  l ' i ssue  de  la  concen t ra t ion ,  l es  25  p remie rs  m l  du  l i qu ide

d 'é lu t ion  sont  dêcontaminés  se lon  le  p ro toco le  dé f in i  en  première  par t ie ,  chap i -

t re  I I ,  paragraphe I I  -  1 -6 .  L 'é lua t  a ins i  décontaminé es t  inocu lê  sur  des  cu l tu -

res  de  ce l lu les  K .B.  La  techn ique de  t i t rage u t i l i sée  a  é té  décr i te  en  première

par t ie ,  chap i t re  I ,  paragraphe I  -  ? -L-3- I  z  9 ,6  m ' l  de  suspens ion  ce l lu la i re  in -

fectée sont rêpart is dans 96 cupules d 'une plaque de microt i t rat ion à raison de

0,1  ml  par  cupu le .  La  quant i f i ca t ion  a  l ieu  après  deux  ou  t ro is  passages success i fs

sur  cu l tu res  ce l lu la i res .  Tro is  t i t r :ages  on t  é té  e f fec tués  à  par t i r  d 'un  même é lua t .

Les  méthodes s ta t i s t iques  u t i l i sées  pour  la  compara ison des  t i t res  v i raux  sont

dêcr i tes  en  première  par t ie ,  chap i t re  I ,  paragraphe I  -  1 .
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I  -  1-2 Protocole expér imental .

Pour les deux expér imentat ions 1 et  2,  le protocole expér imen-
tal  est  représenté par ' la 

Figure 39.

I - L-z-t E5pÉrluenlclien_].

" P..l.l.
Nous avons recherchê une éventuelle variation de la charge

virale en fonction des différrents volumes d'eau passês à travers une nrême quanti-

tê de poudre de verre.

" ll.o.Igt:.
'Au cours de cette expér imentat ion,  nous avons travai l lê sur des ef f luents

ozonés.
.  2 essais,  à raison d'un par semaine, ont étê réal isés en ajoutant 2 concen-

t ra t ions  d i f fé ren tes  (env i ron  1  e t  10s  N.P.P.U.C. /1 )  de  v i rus  po l iomyé l i t i -
que type I .

.  Pour  chaque essa i , ' l es  190 l i t res  d 'eau à  ana lyser ,  après  homogéné isa t ion .
pendant  20  mn à ' l ' a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge é lec t r ique,  on t  ê té  d iv isés
en 5 f ract ions :

-  10  I  avant  ozonat ion  ( témoin  "v i rus  ind igène" ) ,
-  10 I  après ozonat ion ( témoin "absence de virus indigène"),
-  20  1 ,  50  I  e t  100.1 ,  après  ozonat ion  e t  add i t ion  de  v i rus .

'Chacune des fract ions a été concentrêe séparément sur de la poudre de verre
selon le protocole déf in i  en première part ie,  chapi t re I I ,  paragraphe I I -1- ,

I - I-2-2 E$Êriq'enleflen-?.

" P!tl.
Nous avons étudié I ' inf luence du volume sur la recherche des

part i  cul  es v ' i ra l  es dans I  '  ef f l  uent.

* llgysr:
.  Au cours de cette expér ' imentat ion,  nous avons travai l lé sur des ef f luents

nature' ls n 'ayant subi  aucun trai terent préalable au Laboratoire (pas d ' in-
suf f l  at i  on d '  ozone) .

'  1 .3  essa is ,  à  ra ison  d 'un  par  semaine ,  on t  é té  réa l i sés  à  par t i r  de  110 l i -
t res  d 'eau.
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.  Pour  chaque essa i ,  les  110 l i t res  d 'eau à  ana lyser ,  après  homogêné isa t ion

pendant  20  mn à  I 'a ide  d 'un  ag i ta teur  cent r i fuge é lec t r ique,  on t  é tê  d iv i -

sés  en  deux  f rac t ions  de  10  e t  100 l i t res .
. Chaque fraction a été concentrée séparément sur de la poudre de veme,

se lon  le  p ro toco le  décr i t  en  première  par t ie ,  chap i t re  I l ,paragraphe I I -1 -1 .

I  -  ï -3  Résu l ta ts .

*  Es t imat ion  de  1a  charge  v i ra le  dans  20 ,50  e t  100  l i t res  d 'e f f l uen t

.LE *:.ri r:r.lr.!i gr.. I ) .
Nous avons  vou lu  vér i f ie r ,  pour  deux  concent ra t ions  v i ra les ,

s i  un grand volume d'ef f luent passant à t ravers une quant i té de poudre de verre,

donna i t  les  mêmes rêsu l ta ts  qu 'un  fa ib le  vo lume d 'e f f luen t  passant  â  t ravers  la

même quant i tê de poudre de verre.  Les résul tats sont présentés dans le Tableay 41.

Lorsqu 'une  fa ib le  concen t ra t ion  de  v i rus  (1  N .P .P .U.C. /1 )  es t  i n t rodu i te  dans  un

eff luent ozoné, des t i t res v i raux comparables sont retrouvés, quel  que soi t  le vo-

lume t ra i té  (20 ,  50  ou  100 l i t res ) .Parcont re , lo rsque la  concent ra t ion  es t  beaucoup

p lus  fo r te ,  de  l ' o rd re  de  10s  N.P .P .U.C.  /1 ,1es  rêsu l ta ts  mont ren t  que ,  pâF l i t re ,

un  p lus  g rand nombre  de  v ' i rus  es t  mis  en  év ' idence s i  20  l i t res  (3 ,2 .10s t { .P .P.Uf . / l  )

son t  ana lysés  p lu tô t  que 50  l i t res  (0 ,9 .105[ \LP.P.UC. / l  )  e t ,  à  fo r t io r i  ,  100  l i t res

(0 ,7 .10sN.PP.U.C. /1 ) .  Cec i  es t  con f i rmé par  1 'ana ' l yse  s ta t i s t ique  donnée par  1e

Tableau 42. Une di f férence est  notée entre les t i t res v i raux t rouvés dans 20 l i t res

e t  50  l i t res  d 'une  par t ,  e t  20  l i t res  e t l00 l i t res  d 'au t re  par t ,  l o rsque  1a  charge

v i ra le  dans  l 'échant i l lon  de  dépar t  es t  impor tan te .

*  Inf luence des volumes analysés sur la recherche des virus indigènes

dans un ef f luent LErn:rimnk.ligr..?).
Le but de cette expér imentat ion est  de rechercher s i  l 'est i -

mat ion  de  la  charge v i ra le  dans  un  e f f luen t  es t  fonèt ion  du  vo lume ana lysé .  Les

concentrat ' ions v i ra les obtenues sont présentées dans le Tableau 43. Pour un même

êchant i l lon  e t  pour  deux  vo lumes ana lysés  (10  l i t res  e t  100 l i t res ) ,  une var iab i -

l i té  dans  les  résu l ta ts  es t  cons ta tée  en  comparant  les  in te rva l les  de  conf iance

des concentrat ions v i ra les.  Bien que les concentrat ions de virus t rouvês dans

10 ' l i t res  so ien t ,  dans  tous  les  cas ,  supêr ieures  â  ce l les  mises  en  év idence dans

100 l i t res ,  i1  es t  à  no ter  que,  dans  7  cas  sur  13 ,  aucune d i f fé rence s ign i f i ca t i ve

n 'es t  m ' ise  en  év idence.  Lorsqu ' i1  ex is te  une d i f fé rence s ign i f i ca t i ve  dans  les

concent ra t ions  v i ra les  (6  cas  sur l3 ) ,  e ' l le  es t  tou jours  én  faveur  des  fa ib les  vo-
' l 
umes analysés ( 10 I i tres ) .
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TABLEAU 42

Comparaison stat ist ique des t i t res viraux obtenus

après passage des êchantil lons sur une même quantité de poudre de verre

(eff luent ozoné - virus de laboratoire)

Di fférence

autre

Signi f icat ion stat ist ique (95%)

Essai avec :
10s N.P.P.U.C. /1

Essai  avec :
1N.P .P .U.C. / l

201e t50 . | S. N.  S .

50 le t100 l N .  S . N.  S .

201e t1001 S. N .  S .

N.p.p .U.C.  :  nombre  1e  p lus  p robab le  d 'un i tés  cy topathogènes

S.  :  d i f fé rence s ign i f i ca t i ve

N.S.  :  d i f fé rence non s ign i f i ca t i ve
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TABLEAU 43

Comparaison des t i t res v i raux en fonct ion du volume des échant i l lons

(v i rus  ind igènes  d 'un  e f f luen t )

Expérimentation 2

N.P.P.U.C.  :  nombre  1e  p lus  p robab le  d 'un i tés  cy topathogènes
(  )  :  les  nombres  en t re  parenthèses  ind iquent1a  l im i te  de  conf iance à  95%

S.  :  d i f fê rence s ign i f i ca t i ve

N.S.  :  d i f fé rence non s ign i f i ca t j ve

Essa i

n o

Concen t ra t ion  v i ra le  (N .P .P .U.C. l l )  dans  :
Di fférence
stat ist ique

(e5%)10 I 100 'l

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

t2

13

6 '5

3r6

2 'L

4r3

2r8

3 '6

3r1

0 '5

3r1

215

2r8

0 r8

312

(4 ,2

(1 ,8

(0 ,9

(2 ,2

(1 ,3

(1  ,8

(1 ,5

(0 ,3

(1 ,5

(1 ,1

(1 ,3

(0 ,5

(1 '6

9 ,2 )

6 ,2 )

4 ,3  )

6 ,6 )

5 ,1 )

6 ,2 )

5 ,5 )

0 ,9  )

5 ,5 )

4 ,7 )

5 ,1 )

1 ,2 )

5 ,7 )

017

L 1 4

0 r 8

0 1 4

0 1 7

1 r 4

0 1 7

0 '3

0 r6

0 r8

0 r5

0 r8

2rr

(0 ,4

(  1 ,0

(0 ,5

(0 ,2

(0 ,4

(1 ,0

(0 ,4

(0 ,1

(0 ,4

(0 ,5

(0 ,3

(0  ,5

(0  ,9

1,0)

1 ,9  )

t ,2 )

0 ,7)

1,0 )

1 ,9 )

1 ,0 )

0 ,5 )

0 ,9 )

I ,2 )

0 ,9  )

L ,2 )

4 ,3  )

ç

N.  S .

N .  S .

S .

S .

N .  S .

S .

N .  S .

s.
N.  S .

S .

N .  S .

N .  S .
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I  -  1 -4  D iscuss ion .

Dans 16 cas ori des virus sont introduits dans un eff ' luent
préalablement ozoné, nous constatons, pour ' les 

for tes concentrat ions en virus
(10s  N.P.P.U.C. / ' l )  une  d i f fé rence d 'adsorp t ion  des  par t i cu les  v i ra les  sur  1a  pou-

dre  de  ver re  lo rsque 20  l i t res ,  d 'une par t ,50  e t  100 l i t res ,  d 'au t re  par t ,  son t

t ra i tés .  Dans 
' le  

cas  des  fa ib ' les  concent ra t ions  de  v i rus  (1  N.P.P.U.C. /1 )  une

tel le di f férence n'est  pas observée, quel  que soi t ' le volume trai té.Ce phênomène

peut s 'expl iquer par une adsorpt ion sur les s i tes de la poudre de verre aussi  b ien

des part icules v i ra les que des mat ières organiques (FARRAH et col1. ,L976; LUCENA-

GUTIERREZ,IgTg; VALENTINE et ALLISON, 1959).  Ainsi ,  lorsque I 'ef f luent présente

une forte concentrat ion en virus,  nous pouvons supposer que 1es si tes sont en par-

tie saturés par les matières organiques ne permettant pas une adsorption totale

des virus.  Par contre,  
' lorsque 

l 'ef f ' luent est  peu chargé en virus,  même s' ' i1 y a

adsorpt ion des mat ières organiques sur la poudre de verre,  i l  reste néanmoins assez

de s i tes  pour  adsorber ' la  fa ib le  quant i té  de  v i rus .  I l  es t  d i f f i c i le  de  savo i r  s i

cet te hypothèse est  juste,  car les deux essais ont êté réal isés avec deux eaux

di fférentes.

Lorsque les fa ib les concentrat ions v i ra les obtenues à part i r

de 10 l i t res et  100 l i t res d 'ef f ' luent sont comparées, une di f férence stat ist ique

signi f icat ive est  observée dans la moit ié des cas; ceci  semble être contradicto ' i re
avec les rêsul tats obtenus à part i r  des ef f luents ozonês où i l  n 'a pas été cons-

tate,dans le cas de faibles concentrat ions en virus,  quels que soient les volumes
trai tés,  de di f férence stat ist ique signi f icat ive entre les t i t res v i raux. Cette

d ivergence dans  les  rêsu l ta ts  peut  s 'exp l iquer  par  le  fa i t  que nous  t rava i l lons ,

dans la première expér imentat ion,  avec des virus de laboratoire,  a lors que dans

la  deux ' ième expér imenta t ion ,  nous  t rava i l lons  avec  des  v i rus  ind igènes .

Dans le choix des volumes, i l  faut  prendre en compte le fa i t
gu€, ' lo rsque peu de  v i rus  sont  p résents  dans  le  mi l ieu  cons idêré ,  i l  es t  na ture l

de pré1ever de grands volumes d'eau. Cependant,  s i  cet te eau est  chargée en ma-

t ières organiques, i l  est  à craindre que' la poudre de verre se sature t rès v i te

avec les mat ières organiques et  entraîne ainsi  une mauvaise adsorpt ion des virus.

Devant cet te dual i té,  i l  faut  t rouver un compromis.  I l  semble,  d 'après nos rêsul-

tats que, pour un ef f luent,  i l  est  ra isonnable de faire la recherche des virus
sur  10  l i t res .
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I - 2 ESSAIS SUR LES EAUX pE MER (C0MPARAISoN 10 LITRES ET 20 LITRES).

I - 2-1 Matêriel et méthodes.

* l.i.T:*.!.ier...q::...peit*..*..p*l9ysr*.l..e.l...ee.1lesle..9::..es!t3r.!ilLeH'
19 points de prélèvement en npr ont étê déf in is sur le l i t to-

ra]  du département des Alpes-Mari t imes, entre Théoule et  Menton. Leur s i tuat ion

est représentêe par la Figure 40. Ces points ont été chois is parmi 167 points de

contrôle suiv is bactêr io logiquement depuis L972, à raison de 18 analyses par an

et par point .  La répart i t ion des 19 points de prélèvement de virus, ' le long des

120 kilomètres de côtes du dêpartement, a été définie en prenant en compte des

points faiblement, moyennement et fortement contaminés bactêriologiquement.

En avr i l  1979, chaque point  a fa i t  I 'obiet  de 5 prêlèvements

di f fêrents :  2 pour la recherche des virus dans 10' l i t res et  20 l i t res '

1  pour  la  recherche des  bac têr ies  fêca les  dans  100 mi l t i l i t res ,

1 pour la recherche des SaLmoneLLa dans 1000 mi l l i l i t res et  enf in,

1 pour la déterminat ion des caractér ist iques physico-chimiques dans

1000 mi'l 
'l 
i 1 i tres .

Tous les prélèverents d'eau de mer,effectués à 5 mètres de

la la isse des eaux et  à une profondeur de 0,5 mètre,  ont  êté recuei l l is  soi t  dans

des réc ip ien ts  p las t iques  de  20  l i t res  s té r i l i sés  préa lab lement  à  I 'ozone,  so i t

dans  des  f lacons  en  ver re  s tê r i ' l es  de  1000 mi l l i l i t res ,  pu is  acheminés  dans  l 'heu-

re au Laboratoire,  dans une enceinte isotherme à + 4oC. Les di f férentes analyses

ont été aussi tôt  entrepr ises.

*fl :.q.lv::.t..Plv:..1.99:.çn.ir.i"q:l9:.'
Les recherches de la sal in i té et  de I 'oxygène dissous ont été

effectuées sur le terrain,  selon les méthodes décr i tes par STRICKLAND ét PARSON

(1972).  La température a été mesurêe sur leterrain à l 'a ide d 'un thermomètre à

mercure  gradué de  -  10"C à  +  50oC (préc is ion  de ' l ' o rd re  du  1 /10  de  degrê) .Le  pH

a ê té  mesurê ,  sur  le  te r ra in ,  à  I 'a ide  d 'une mono-é lec t rode ( Ingo ' ld  Q 423)  re l iée

à un pHmètre portatif pH 56 (Labo Moderne).

La plupart de ces mesures ont été effectuées confonÉment à

la Direct ive du 5 Févr ier  1976.
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* Examens bactêr io logiques.

Les numérat i ,sns des col i formes fécaux (C.F.) ,  des streptocoques

fécaux  (S .F . ) ,  a ins i  que ' la  recherche des  SaLnoneLLa (S . )  on t  é té  e f fec tuêes  en

ut i l i san t  la  techn ique de  f i l t ra t ion  sur  membrane s té r i le  (R0DIER'1978) .  La  numé-

ra t ion  des  co l i fo rmes fêcaux  a  é té  fa i te  sur  mi l ieu  gé1osê -  lac tosé  nT.T .C.

Tergi to l"  (Pr.  I .P.  64.451),  ce' l le des streptocoques fécaux sui t r  mi l ieu "m.Entero-

eoceus agar" (Difco 74 601). La recherche des SaLmoneLLa, après enrichissement

sur bou' i l lon au tétrathionate (Di fco 10 4014) à + 42"C pendant 24 h,  a étê entre-

pr ise sur mi l ieu.gé1osé "Hektoen" (Di fco 85 3017).  Les résul tats ont été expr imés

en nombre cie bactêr ies par 100 mi l l i l i t res pour les bactêr ies fécales,  par absen-

ce ou présence dans 1000 mi l l i l i t res pour les SaLmoneLLa.

* Exanens virologiques.

Le t i t rage des virus a été fa i t  selon le protocole décr i t  en

première part ie,  chapi t re I ,  paragraphe I  -  2-L-3-I :  9,6 ml de suspension cel lu-

la i re infectée sont rêpart is dans 96 cupules d 'une plaque de microt i t rat ion à

ra ison de  0 ,1  ml  par  cupu le .  L ' iden t i f i ca t ion  des  v i rus  es t  e f fec tuée se lon  le

pro toco ' le  décr i t  en  première  par t ie ,  chap i t re  I I I ,  paragraphe I I I -1

* .tI9mI :.. :.13.1i : H 9.YI:....q:.1.. 9g US: :
Les méthodes ut i l isées pour la comparaison des t i t res v i raux

sont décr i tes enpremière part ie,  chapi t re I ,  paragraphe I  -1.

I  -  2-Z Résul  tats

* â: ps s.l.l.."q.,t ll.i l.t.!.i.1.t'
Tout  êchant i l lon  contenant  au  moins  une par t i cu le  v i ra le

é tan t  cons idéré  comme pos i t i f ,  nous  prêsentons  dans  le  Tab leau 44 ,1e  pourcen-

tage de posi t iv i té de la méthode de concentrat ion des virus en fonct ion du volume

d 'eau de  mer  ana ' l ysé .  Sur  les  19  êchant i l lons  ana lysês ,  la  techn ique u t i l i san t

un  vo lume de 20  l i t res  es t  p ' lus  favorab le  à  la  mise  en  év idence des  v i rus .  La

comparaison des pourcentages de posi t iv i té (37% oersus 53%) montre qu' i l  n 'ex ' is-

te pas de di f férence stat ist ique lorsque l :e test  du x2 est  appl iquê.
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TABLEAU 44

pourcentage de posi t ' iv i tê de la mêthode de concentrat ion des virus

se lon  le  vo lume d 'échant i ' l l on  ana lysé

N.S.  :  d i f fé rence  non  s ign i f i ca t i ve  (95%)

L 'examen du Tab leau 45  rend compte  du  nombre  d 'échant i l lons

dans lesque ls  les  v i rus  on t  é té  mis  en  év idence s imu l tanément  ou  séparément  par

la même méthode de concentrat ion ut i l isant respect ivement les vo' lumes de 10 l i -

t res et  20 I  i  t res.

Nombre

d 'échant i  I  I  ons

Vol ume d'échant i  1 1 on analysé

10 I i tres 20 'l i tres

analysês 19 19

pos i t i  fs 7 10

% de pos i t i v i té 37% 53%

\ /2^obs . 0 ,098  (N .S . )



LI7

TABLEAU 45

Mise en êvideÈce

en fonction des différents volumes

des vi rus
d' échanti  I  ' lons(10  e t  20  l . )

présence de vi rus

absênce de vi rus

A ins i ,  sur  les  19  pré1èvements ,  a lo rs  que 7  on t  mis  en  év i -

dence 1a présence de virus s imultanément dans 10 et  20 l i t res,  seulement 3 ont

mont ré  1a  prêsence de  v i rus  dans  20  l i t res .Levo lumede l0 l i t r res  n 'a  penn is ,  dans

aucun cas ,  de  mont rer ' la  p rêsence de  v i rus  quand 1 'examen d 'un  vo lume de 20  l ibes

s'est  rêvélê nêgat i f .  Les di f férents v i rus isolés à part ' i r  des volumes de 10 et

20 l i t res,  recuei l l is  à un même point  de prélèvement,  sont portés dans le Tableau

46. Dans 7 cas sur 10, quel  que soi t  le volume prélevé, 1e même virus est  retrou-

vé .  gu t re  la  mise  en  év idence,  dans  la  p lupar t  des  cas ,  d 'en térov i rus  non po l io -

myêl i t iques, d 'êchovirus 11 et  de coxsackie v i rus Azr,  dans 2 cas un adénovirus

es t  t rouvê au  po in t  V , * .  I l  es t  à  sou l igner  que,  dans  aucun des  cas ,  i l  n 'a  é té

mis en êvidence de virus pol iomyé1it ' ique.

+ :

Vol ume
d'êchant i  I  lons

analysés

10 l i t res

TotauxNombre d 'échant i l lons

+

20 I i tres

tn

o

+,
g
G'

r(U

E

o
!

!

o
z,

+ 7 3 10

0 9 9

Totaux 7 L2 19
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TABLEAU 46

Ident i f i ca t iondesv i rus  i so lés  dans  10  I  e t  20  I  d 'eau de  mer

Poi nts
de

pré' lè-
vement

Entêrovi rus Adénov'irus

E.  N .  P . Echo 11 loxsackie Aa Adénovirus 5

10 I 20 1 10 
'l

20 1 10 I 20 1 10 I ?0 1

T1

Ts

M2

Mzb

Ct

Cto

Crs

As

Ae

Are

Cg 5b

Cs 6b

Lz

No

V q

J q

Bz

Me

Me

+ +

+

I-l

:I

+

I

+

+

J

+

+

Total 4 1 2 1 2 1 1

E. N. P. :  entêrovi  rus non po1 i  omyé1 i  t i  que
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* $PS.ç.l.:.. "q :1.1lt.lil.1li.* .
A chaque point  de prélèvement,  des recherches bactér io logiques

et physico-chimiques ont êté entrepr ises pour dêterminer l 'état  de salubr i té de
' l 'eau 

de mer en ces points.  Les résul tats sont consignés dans le Tableau 47.

L'examen des paramètres physico-chimiques montre que 1e point Mz présente une

fa ib te  sa l in i té  (4 ,39  g /1 )  par  rappor t  aux  au t res  po in ts  (env i ron  35  9 /1 '1 .  Cet te

fa ib le  va leur  peut  s 'exp l iquer  par  la  p rox imi té  de  la  r i v iè re  La  S iagne qu i  donne

en ce point  un apport  d 'eau douce. Pour les autres points,  l 'oxygène dissous et

le pH prêsentent de faibles var iat ions (oxygène dissous z 76 t  4%; PH 8,05 t  0 '02)

quel  que soi t  le point  considéré.  La concentrat ion importante en col i formes fêcaux

au point  Mz résul te du fai t  que la r iv ière La Siagne débouchant en ûEr est  for te-

ment pol luée par des rejets sauvages en amont du l i t toral .  Ce point  est  interdi t

à  la  ba ignade  car ,  dans  p resque  tous1es  cas ,1a .qua1 i té  bac té r io log ique  de  l ' eau

ne correspond pas aux normes de salubr i té (direct ive du 5 Fêvr ier  L976):  1es nom-

bres impérat i fs,  à savoir  moins de 2000 E.eoLi  par 100 ml et  moins de 1000 strep-

tocoques fécaux par 100 ml,  sont prat iquement touiours dépassés.Pour les autres

points,  sauf le point  Ae, la contaminat ion en col i formes fêcaux et  streptocoques

fécaux est  re lat ivement peu importante et  b ien jnfêr ieure aux nombres impérat i fs.

La recherche des SalmoneLla s'est avérée négative dans tous les cas. Par contre,
' la présence de virus a êté détectêe en de nombreux points, même quand ceux-ci

étaient fa ib lement contaminés en gernes.témoins êcontaminat ion fécale.  Pour 1e

po in t  Ae,  c 'es t ' la  phênomène inverse  qu i  se  produ i t  :  aucun v i rus  n 'es t  mis  en

évidence, alors qu' i l  y  a 1500 streptocoques fécaux par 100 ml.

La recherche de corrêlat ion stat ist ique entre les di f fêrents

paramètres physico-chimiques et  microbiologiques, comne 1e montre 1e Tab' leau 48,

ne permet de mettre en évidence qu'un l ien entre les col i formes fécaux et  la sa-

l in i tê  ( r= -0 ,8705) .  Pour  les  au t res  cor ré la t ions ,  aucune re la t ion  n 'es t  démont rêq

notamnent  en t re ' les  co l i fo rmes fécaux  e t  v i rus  ( r= -0 ,0031) ,  en t re  1es  s t rep toco-

ques  fécaux  e t  v ' i rus  ( r= -0 ,1244) .  Ces  va leurs  sou l ignent  I 'absence de  tou t  l ien

dans l 'eau  de  mer ,en tÈe lesgermes témoins  de  contaminat ion  fêca le  e t  les  v i rus .

La comparaison des interval les de conf iance correspondant

aux di f férents t i t res v i raux obtenus à part i r  de 10 et  20 l i t res,  comme le montre

le Tab' leau 49, ne met en rel ief  aucune di f fêrence stat ist ique signi f icat ive.
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NPPUC
c. F.
S .  F .

:
*

T O

TABLEAU 47

Qual i tê de l 'eau aux di f férents points de prê' lèvement

nombre le plus probable d 'uni tés cytopathogènes
col i formes fêcaux
streptocoques fécaux
SaImoneLJ.a
analyse non ef fectuée.
t i t re  v i ra l  t rouvé à  par t i r  de  20  I  d 'échant i l lon
température

Poi nts
de

prê1 è-
vement

Paramètres physi co-chimi ques Paramètres biol  ogiques

pH To eau

("c)
Sal  in i te

(s/t  1

Oxygène
di ssous

(%)
c.  F.

/100 ml

S .  F .

/100 ml

S.

/1

Vi rus*
NPPUC/'I

T,*

Ts

Mz,

Mz

Cz

Cro

Crs

As

Ae

Are

Cg

Cg

Lz

No

V+

J,,

Bz

Ma

Me

b

5b

6b

8 '1

8r1

8 '2

8 '1

8r1

8ro

B '0

8r0

8 '0

8r0

8 '1

Br l

8 r0

8ro

8 '0

8ro

8ro

8r1

8 '1

13 ,5

18 ,5

12,0

13 ,0

15 ,o

1.3 ,5

13,o

L3,8

1 .4 ,0

13 ,0

13 ,0

13 ,0

13 ,0

L2,5

13 ,0

13 ,0

13 ,0

14 ,0

13 ,o

28,65

32,64

4 ,39

30,22

37,57

38,40

37 ,98

37 ,98

37 ,90

32,32

32,23

3? ,64

29,66

39,24

36,74

36,32

36,32

39  ,15

28,62

76

78

78

76

75

7B

79

72

66

77

82

81

BO

75

75

72

1 i0

I

2200

400

380

32

I

52

480

30

46

240

66

r02

24

I

110

2

390

18

6

320

320

88

3?

6

280

1500

80

108

440

104

32

10

10

50

4

220

absence

| l

t l

t l

l l

l l

t l

l l

| l

il

t l

t l

t l

t l

| l

t l

t l

il

t l

0,05

absence

o,80

absence

6  ,50

0 ,80

4 ,90

absence

-1 ,20

4 ,00

absence

1 ,50

o,40

3,20

absence
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TABLEAU 49

Concentrat ion v i ra le t rouvée successivement

dans  10  e t  20  I  d 'échant i l ' l ons  d 'eau de  mer

Points de

pré' lè-
vement

N.  P .  P .  U .  C .  / ' l Di ffêrence
stat i  st i  que

(9s %.)10 l i t res 20 l i t res

T+

Ts

Mz

Mzb

C t

c ro

Crs

As

Ae

Are

Cg 5b

C9 6b

Lz

Mo

V+

J , t

Bz

Ma

Me

,  
uot:nr"

L ,5o (0 ,80 -  3 ,30)

absence

4,60 (3 ,10 -  6 ,50)

o ,2o (0 ,03 -  1 ,60)

6 ,40 (4 ,00 -  9 ,80)

absence

2,10  (0 ,90  -  4 ,20 \

absence

o ,50  (0 ,09  -  1 ,90)

<  0110

absence

< 0 ,05

absence

0 ,80  (0 ,40  -  1 ,90)

absence

6 ,50  (4 ,80  -  9 ,50)

o ,8o  (0 ,40  -  1 ,90)

4 ,90  (3 ,30  -  6 ,90)

absence

1 ,20  (0 ,50  -  2 ,30)

4 ,oo  (2 ,60  -  5 ,80)

absence

1 ,50  (0 ,80  -  2 ,70)

0 ,40  (0 ,07  -  1 ,20)

3 ,20  (2 ,00  -  4 ,90)

absence

N.S

N.S

N.S

*

N . S

N.  S .

*

*

*

N.S

N.P.P .U.C.
N.  S .
( )
*

nombre 1e plus probable d 'uni tés cytopathogènes
d i f fê rence non s ign i f i ca t i ve
les nombres entre parenthèses i r id iQuent la l imi te de conf iance à95%
comparaison stat ist ique impossible à dêterminer
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|  -  2 -3  D iscuss ion .

Lorsque, à chaque point ,  les concentrat ions v i ra les et  bac-

tê r iennes  t rouvêessont  comparées ,  i l  semble  qu ' i l  n 'ex is te  aucun 
' l i en  

en t re  l ' i rn -

portance de la contamination fêcale et 1a pÉsence de virus. Des tentatives de

corrélat ion ont été fa i tes (G0YAL et  col l . ,1978; HUGUES et c011.,L979 c;  KATZE-

NELSON,1977; Relevé Epidem. Hebd.,1980) :  toutes se sont réVêlées nêgat ives.

La direct ive du 5 Févr ier  1976 sur la qua' l i té des eaux de baignade en mer consei l -
' le,  

lorsqu'un point  est  pol lué bactér io ' logiquement,  d 'ef fectuer en analyses com-

plérnentaires, des recherches de virus et de SaLmoneLLa. Compte tenu de cette

direct ive,  seuls 2 cas sur 19 auraient dû fai re l 'objet  de ces recherches; or '

i ]  s 'avère  que sur  les  17  au t res  po in ts  cons idérés ,9  po in ts  on t  p résenté  une

contaminat ion v i ra le.  Cependant,  
' la 

mise en êvidence, en un point  de pré1êvement '

d 'échant i l lons contaminés par des vi rus,  ne s igni f ie pas nêcessairement un danger

pour  la  santé  de  I ' i nd iv idu .  En e f fe t ,  aucune donnée êp idémio log ique n 'é tab l i t

avec  préc is ion  un  l ien  éventue l  en t re  la  p résence d 'un  v i rus  e t  l ' appar i t ion

d'une maladie.  Les rares t ravaux ef fectués sur ce sujet  (BRISOU,1978; BRYAN et

co l l . , !974 ;  CRAUN e t  Mc  CABE,1973 ;  TYSSET e t  c01 . | . ,1966) ,  n 'abou t i ssen t  pas  à  la

connaissance précise des doses infectantes.  Cependant,  CABELLI et  col l . (1979) '

à parti r d'une enquête effectuée sur 10059 personnes, observent un nombre de

gastro-entêr i tes fa ib le,  mais plus important parmi les baigneurs que parmi les

non baigneurs.  Sur le 
' l i t toral  

des Alpes-Mari t imes aucune êpidémie,qui  aurai t

eu un rapport  avec la ba' ignade en eau de mer,  n 'a été déclarée of f ic ie l lement '

aux di f fêrents Services compétents,  pendant et  après le mois d 'expéÉj 'menÛat ion.

Le contrôle v i ro ' log' ique des 19 points chois is ayant étê

e f fec tuê :  depu is  p ' lus ieurs  années,à  par t i r  de  20  l i t res  d 'eau, i l  nous  es t .apparu

logique de conserver ce vo1ume pour suivre l 'évolut ion de la prêsence de v ' i rus

au cours du temps. Le vol ume de 20 I i tres ne répond pas, cependant, aux voeux de

la directive du 5 février 1976 qui demande de rechercher les entêrovirus dans

10 l i t res .  C 'es t  pourquo i .nous  nous  sommes demandê s i  le  vo lume de 20

l i t res  ne  favor isa i t  pas  la  mise  en  év idence des  v i rus .  B ien  que les  résu l ta ts

montrent un léger avantage pour 20' l i t res,  l 'êcart  constaté n 'est  cependant pas

stat ist iquement s igni f icat i f .  La comparaison des types de virus isolés à la fo is

dans 1.0 l ' i t res et  20 l i t res,  montre que,dans tous les cas,  les échant i l lons prê-

levés en un po' int  sont bien homogènes. I1 peut en être dédui t  que' la contamina- '

t ion v i ra le autour d 'un point  est  re lat ivenpnt importante car les échant i l lons



et 20 l i t res ont êté Prélevês avecun intervalle de temPs de 2 minu-
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de 10 l i t res

tes.
Les concentrations

férents points de prélèvenent, durant

par t i cu les  v i ra les  par  l i t re  d 'eau de

btêau.50., Re diffërent pas énormément

virales qui  ont  été déterminées aux di f -

notre expérimentation, varient de 0 à 7

mer. Nos chiffres' comne f indique le Ïa-

des valeurs rapportées'par d 'autres auteurs '

TABLEAU 50

Concentrat ion v i ra le dans l 'eau de mer

lv lême si  l ,échant i l lon de 20 l i t res prêsente quelques incon-

vênients (volume, Poids,  temps de prélèvement et  de passage à t ravers la poudre

de verre),  c 'est  ce volume qui  permet d ' isoler 1e plus f réquemment des virus '

L ,u t i l i sa t ion  d ,un  échant i l l0n  de  20  l i t res  d 'eau de  mer  permet  de  mieux  dê f in i r

l ' ê ta t  san i ta i re  d 'une zone de  ba ignade '

Concent ra t ion  v i ra le  Par ' l i t re

1,0  à  17,00 D. I .so

1,0  à  28,00 D. I .e

0,0  à  0 ,20 u .F.P.

0 ,2  â  1 ,50 U.F.P.

0 ,0  à  0 ,06 u .F.P.

0 ,0  à  0 ,10 u .F.P.

0 ,0  à  0 ,60 u .F.P.

0 ,0  a  27,00 N.P.P.U.C.

0 ,1  à  1 ,70 N.P.P.U.C.

CROVARI  e t  co l l .  (1974)

DE FLORA e t  co l l .  (1975)

FARRAH et col I . 0977)

GERBA et col I . (L977)

KATZENELSON et col l .  (1977)

EDM0ND et  co l l .  (1978)

G0YAL e t  co l l .  (1978)

HUGUES e t  co l l .  (1979 a  e t  c )

SCHWARTZBROD et col 1 . ( 1979 b)
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I  -  3 ESSAIS SUR DES EAUX DE PISCINECOMPARAISON 20 LTTRES ET 60 LITRES

I -  3-1 Matér ie l  et  méthodes.

* lg.it.H..:l..rs.{:..99..Pl::l9vllel.!'
Les eaux  de  5  p isc ines  on t  ê té  ê tud iées .  La

rêal  i  sêe par I  'emp]oi  ,  dans deux cas ,  d '  eau de Jave' l  ,  dans deux

brome e t  en f in  de  ch lo re  gazeux  pour  la  c inqu ième ins ta l la t ion .

caractér ist iques de ces êtabl issements sont représentés dans le

F igures  41 ,  42  e t  43 .Les  po in ts  de  pré lèvement  d 'eau se  s i tuent

bouches de  t rop-p le in .  L 'eau es t  p ré levêe en  sur face :

-  dans un prem' ier  temps, pour dêf in i r  le volume le mieux adapté à la recherche

des virus,  5 prélèvements di f férents ont êté réal isês :  2 pour la recherche des

virus (20 et  50 l ) ,  3 pour la recherche des bactér ies pathogènes [s.@)reus (1 1)

et  p.  aemtgïnosa (1 I  ) l  ,  des bactér ies fécales et  des germes mésophi les aérobies

(2s0  ml  ) .
-  dans un deuxième temps, pour connal t re la contaminat ion bactér ienne et  v i ra le

des  eaux  de  p isc ine ,4  p ré lèvements  seu lement  on t  é té  e f fec tués  :  1  pour  la  re -

cherche des  v i rus  (20  l )  e t  3  pour  la  recherche des  bac tér ies  (2  x  1  l i t re  pour

S.anreus et  p.  aerwginosa; 250 ml pour les bactér ies fécales et  les germes méso-

ph i ' l es  aérob ies ) .
Tous  les  échan t i l l ons  d 'eau  on t  é té  co l lec tés  le  p lus  so igneu-

sement  poss ib le  so i t  dans  des  réc ip ien ts  p las t iques  de  20  l i t res  s té r i l i sés  à

l ,ozone,  so i t  dans  des  f lacons  en  ver re  s té r i les  de  1  l i t re  contenant  chacun une

quant i té  su f f i san te  de  so lu t ion  de  th iosu l fa te  de  sod ium s tér i le  à  12 ,5% pour

neu t ra l i se r  l ' oxydan t  (4  m l  pour  les  b idons ,4  gou t tes  pour  les  f l acons) .

* *s!:: lsl::...çltitli'q.ti1l'
Les mesures  de  pH e t  de  la  quant i té  de  I 'agent  s té r i l i san t

on t  é té  fa i tes  " in  s i tu " .  Le  ch lo re  e t  le  b romel ib resont  ê té  dosés  par  la  tech-

n ique  du  D.P .D.  e  l ' a ide  d 'un  co f f re t  Aquamerk  11  120 .

* lss!::1.ç!ts.t.. Plsl9.li.gL ggisvs:'
Les analyses concernant la numérat ion des germes mésophi les

aérobies, des coliformes et B. coLi ont été effectuêes conformément aux techniques

dêf in ies  par  la  c i rcu la i re  min is té r ie l le  du  21  Janv ie r  1960.

dés in fec t ion  es t

autres cas,  de

Les  pr inc ipa les

Tab leau 51  e t  les

au niveau des
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TABLEAU 51

Caractêrist iques des piscines testées

- 
Type de

s té r i l i sa t ion

Pi sci  ne

n o

Système Fréquentati on

moyenne

par jourFi' l  trati on Hydrau'l i que

Brome

1 sab l  e I  bass in 230

2 di atomée 1 bass in 250

Chl ore
gazeux 3 sab le 2 bassins avec

circuit cormun t20

Javel

4 sab l  e 2 bass ins avec
circuit commun 57r

5 sab l  e

.2 bassins ave(
ci rcui t -sépar€
.2  in jec t iqnsqe Jave I

250
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FIGURE 41

Schéma du c i rcu i t  hydrau l ique pour  1es  p isc ines  no  1  e t  2

FIGURE 42

Schéma du c i rcu i t  hydrau l ique pour  1es  p isc ines  no  3  e t  4

FIGURE 43

GB.  :  g rand bass in  (adu l tes)

P.B.  :  pe t i t  bass in  (en fan ts )

F .  :  f i l t res

rË :  point  de prê1èvement

Schéma du c i rcu i t  hydrauf  ique  pour  1a  p ' i sc ine  no  5
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Les recherches de S.anreus (LECLERC et SAVAGE,L967) et P. aeru-

ginosa (LEVIN et  CABELLI,L972) sont ef fectuées chacune sur 1 l i t re d 'eau en ut i -

l isant 
' la 

technique des membranes f i l t rantes (RODIER,1978).  La mise en évidence

de s.  qureus a été fa i te surmi ' l ieu "mannito ' l  sal t  agar" (Di fco 30 601),  cel le de

p.aemq.inosa sur "gélose pour isolenent du baci l ' le pyocyanique" (Pr.  I .P.  64 807).

* k.ç!: : t.ç!: :.:...vi lgl e.ei. -q Te :'
La mise en évidence des part icr l les v i ra les est  obtenue par

1 'app l i ca t ion  de  la  techn ique d 'adsorp t ion-é lu t ion  sur  de  1a  poudre  de  ver re  dê-

cr i te en première part ie,  chapi t re I I ,  paragraphe I I  -  1-1.  Aucune recherche quan-

t i tat ive n 'a été entrepr ise.  La mise en évidence des virus a été fa i te en ensemen-

çant 10 ml d 'é luat dans un f lacon de 75 cm2 de surface contenant un tapis cel lu-

la i re  (ce l ' lu les  K .B. ) .  Après  un  contac t  à  +  37oC pendant  2h ,  f  inocu lum es t  rem-

p lacé  par  20  ml  de  mi l i eu  de  surv ie  (1 .Y . ,+  1% S.A . ) .  Après  incuba t i cn  à  +  37oC,

pendant  5à  6  jours ,  le  tap is  ce l lu la i re  es t  conge lé  pu is  déconge lé .  Après  cent r i -

fugat ion  à  1800 g ,2  m1 de surnageant  sont  inocu lés  sur  un  nouveau tap is  ce l lu -

la i re,  dans les mêmes condi t ions que précédemment (2ère passage).  La prêsence ou

I 'absence d'un ef fet  cytopathogène est  dêterminée au 3ème passage.

I  -  3 -Z  Rêsu l ta ts .

L 'examen des résul tats portés dans le Tableau 52 montre que

la recherche comparat ive des v ' i rus dans 20 l i t res et  60 l i t res ne donne, dans nos

conditions expér'imentales, aucune différence. Les mesures des paramètres physico-

chim' iques, bactér io logiques et  v i ro logiques ef fectuées sur les eaux de piscine

trai tées par 1e chlore gazeuX, l 'eau de Javel  et  le brome,sont respect ivement

présentêes  dans  les  Tab leaux  53 ,54  e t  55 .  Pour  les  eaux  de  p isc ine  t ra i tées  au

brome, sur les 17 échant i l lons examinés ne présentant aucune contaminat ion v i ra le:

3 se sont rêvé'lês non conformes chimiquement (essais 11.-, L6 et 22) '

3 se sont révêlés non conformes bactêr io ' logiquenent (essai :s 3,12 et  L7),

4 se sont révélés non conformes chimiquement et  bactér io ' logiquement (essais 13.,  1,5,

18 et  19).  Seuls 7 échant i ' l lons sont confonnes aux nonnes de salubr i té (essais 1,

2 ,  L4 ,20 ,21 ,23  e t  24 ) .

Pour les eaux trai tées au chlore gazeux, sur 10 échant i l lons

ana ' l ysés  :  3  p rêsenten t  une contaminat ion  v i ra le  (essa is  4 ,27  e t  33)  dont  1  seu l

est  également contaminé bactér io logiquement (essai  27),  3 êchant i l lons ne sont

pas conformes bactér io logiquement (essais 25.,  28 et  29),  1 seul  est  non conforme

chimiquement (essai  31) et  1 non conforme bactér io logiquenent et  chimiquement
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(essa i  26) .Seu ls  2  êchant i l lons  sur  les  10  sont  confonnes (essa is  30  e t  32)  aux

normes de salubr i té

Pour  les  eaux  t ra i tées  â ' l ' eau  de  Jave l ,sur  les  20  êchant i l -

lons examinés, 5 ne sont pas conformes virologiquement (essàis I0,35'  36,  42 et

47),  dont 1 non conforne bactêr io logiquement (essai  36) et  L non conforme chimi-

quement et  bactêr io logiquement (essai  42),3 échant i l lons ne sont pas conformes

chimiquennnt (essais 8,  38 et  45),5 sont non confonnes bactêr io logiquement

(essais 5,  6 ,  7,  37 et  44) et  2 non conformes chimiquement et  bactêr io logiquement

(essais 39 et  40).  Seuts t /4 des échant i l lons (5 sur 20) sont confovmes aux normes

de  sa lubr i té  (essa is  9 ,  34 ,  4 ! ,43  e t  46 ) .  Le  nombre  de  fo is  oÙ 1 'eau  de  p isc ine

ne répond pas aux condi t ions de salubr i té bactér io logique et  v i ro logique est  t rès

important (26/47 soi t  55%) quel  que soi t  le t ra i tenent désinfectant ut i l isé.

S i  I 'on  s 'en  t ien t  aux  seu les  nonrps  bac tér io log iques  o f f i c ie l les ,  â  savo i r  :

nombre total  de germes mésophi les infér: ieur à 100 par ml,  absence d'E.coLi  et  de

streptocoques fécaux dans respect ivement 100 ml et  10 ml,  le pourcentage d'eau

de p' iscine ne correspondant pas aux cr i tères prêci tés estplusfaible (21/47 soi t  45).

Les eaux de piscine sont contaminées microbiologiquement,  par ordre d ' importance'

par des S.auteus (30%), des vi rus (L7%) et  des P.aentginosa (4%). L 'examen des

di f fêrentes va]eurs physico-chimiques montre que 15 eaux sur 47 présentent un

taux  de  dês in fec tan t  p tus  fa ib le  ou  p l r t  g .und que ce lu i  p récon isé  par  l ' a r rê tê

du  13  Ju in  1969  (J .0 .  du  B  Ju i l ' l e t  1969) .

A  la  vue des  résu l ta ts  des  Tab leaux  53 ,54  e t  55 ,  nous  pour -

rions être tentés de comparer les différents traitements désinfectants vis-à-vis

de la charge virale.  Les pourcentages de posi t iv i tê (30% pour le chlore gazeux

et 25% pour 
' l  'eau de Jave' l )  portés dans le Tableau 56 n'ont aucune signi f icat ion

prat ' ique car les di f férences constatées peuvent être dues au seul  fa i t  du hasard.

En ef fet ,  pour étudier I 'ef f icaci té des di f fêrents t ra i tementsdêsinfectants,  i l

faudra i t  qu ' i l  y  a i t  les  mêmes ba igneurs ,  QUê leur  nombre  so i t  iden t ique,  que les

prélèvements d 'eaux soient fa i ts dans les mêmes condi t ions,  etc. . .  Toutes ces cOn-

d i t ions  é tan t  d i f f i c i les  à  rêa l i ser  sur  le  te r ra in ,  la  compara ison es t  imposs ib ie .
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TABLEAU 56

Nombre et  pourcentage de virus mis en êvidence dans les piscines

selon le t ra i tement désinfectant '

Trai tement
TotalEchant i  l ' lons

Brome Chlore gazeuxChtore Javel

analysés L7 10 20 47

pos i t i f s  * 0 3 5 I

% de psi t iv i té / 30% 25% t7%

* :  êchant i l lons où des virus ont êté mis en êvidence.

L'analyse des conclusions portêes dans le Tableau 57. montre

que sur  les  g  échant i l lons  contaminés  par  des  v i rus ,5  ê ta ien t  con formes ch imi -

quement  e t  bac tér io log iquement  (essa is  4 ,9 ,  33 ,35  e t  47) '  Cec i  suggère  que les

virus,  pour une même dose de désinfectant,  sont plus rés' istants que les bactér ies

pathogènes ou  non (HUGUES e t  PLISSIER,  1976) .Pour r les ,3  échant i l lons  res tan ts '  i1

y avai t  associat ion de virus avec soi t  des gennes mésophi ' les aérobies (essai '27);

soi t  des germes de contaminat ion. fécale,  Soi t  S.au.reus (essais 36 et  42).

I  -  3 -3  D iscuss ion .

Dans une masse d 'eau, ' la  popu la t ion  v i ra le  es t ,par  dé f in i t ion ,

en  êqu i l ib re  ins tab le  avec  les  fac teurs  phys ico-ch imiques  e t  b ' io ' log iques  de  l 'éco-

système. Dans ces condi t ions,  i l  est  ind' ispensable de déf in i r  un volume suff isant

pour que la populat ion v i ra le tende vers une nouve' l le structune en êqui l ibre avec

le nouveau micro-écosystème représentê par l 'échant i l ' lon.  Compte tenu de l 'ef f i -

caci tê de la mêthode de concentrat ion v i ra le ut i ' l isée, un échant i l lon de 20 l i fes

nous a paru suf f isant.  En ef fet ,  chaque fois qu'un virus a été mis en êvidence,
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dans  60  l i t res ,  i l  l ' a  ê té  auss i  dans  20  l i t res '

Ces résu'ltats sont en accord avec ceux que nous avons obtenus

prêcéderment pour les eaux usées (ef f luents) et  pour I 'eau de mer.  I l  peut en

être dédu. i t  que la contaminat ion v i ra le autour du point  de prélèvement est  re la-

tivement importante et que les échanti ' l lons prélevés en un même point sont homo-

gènes. Pour la mise en évidence des virus,  outre le volume, le l ieu de pré1ève-

ment, en profondeur ou en surface, peut être un facteur important. conrne le sou-

l ignent susANI et  HAZEGHI (1976),  i l  ex, iste une di f férence de concentrat ion en

germes dans l ,eau, en surface et  en profondeur.  Cette constatat ion indique I 'exis-

tence d,un défaut de ci rculat ion interne qui  n 'assure pas une di lut ion constante

des  agents  po l luants .Auss i ,  comne SPINASSE e t  co l l .  (1978) '  nous  pensons que c 'es t

à la surface de l 'eau qu'un maximum de microorganismes peut être piêgê. En ef fet '

la pe] l icule de mat ières organiques qui  y est  formée peut protéger les v i rus de

I 'ac t ion  des  dés in fec tan ts .

Le pourcentage des êchant i l lons d 'eau de piscine contaminées

par des virus est  du même ordre que ce' lu i  c i té par LIEBSCHER (1970).  Ce dernier

trouve, dans 20% des prêlèvements,  la présence de coxsackie v i rus type Bg. Ce

fa ib le  pourcentage peut  s 'exp l iquer  par  1e  fa i t  que des  ba igneurs 'por teurs  d 'un

sérotype viral  donné, contaminent i r rêgul ièrement 1 'eau de piscine (BELIAN et

B6THING, 1964; SARLS0N, lg7?).  Les recherches de virus dans les eaux de piscine,

bien que peu nombreuses (DENIS,1973),  ont  permis,à un certain nombre d'auteurs,

de mettre en êvidence 1es agents ét io ' logiques responsables d 'épidêmies v ' i ra les

(ADAMCZYK,1970;  BURGER,1973;  HAWLEY e t  co l l . ,L973;  Mc LEAN,1963) .  Not re  ê tude

a permis la mise en évidence, à deux repr ises,  du v i rus pol iomyél i t ique type 1

et de l ,adénovirus type 6.  La prêsence d'adénovirus dans les eaux de piscine

avai t  déje étê s igna' lée par VAN DER VEEN et VAN DER PLOEG en 1958, d 'ANGELO et

co l ]  .  en  1979 e t  MRTONE e t  co l l .  en  1980.

L'  app' l icat ion des normes bactér io logiques of f ic ie l les aux

eaux de piscine ne rend pas compte exactemement de l 'êtat  sani ta i re des piscines

(HUGUES e t  co l l . ,  1979 d) .  ou t re  1a  présence,  dans  les  eaux  de  p isc ine ,  de  s -au-

reus et p.aemrginosa (BRoDSKY et NIXoN , 7974; CAVAZZINI et coll., 1979; SCHIN-

DLER e t  co l1 . ,1978 ;  Sp INASSE e t  c01 . | . ,1978 ;  VALENTINo e t  co ] . | . ,1978) ,  i l  es t  no tê

que le  nombre  d 'êchant i l ' l ons ,où  les  v i rus  sont  p résentsn  n 'es t  pas  nég ' l igeab ' le '

Cette constatat ion soulève le problème du choix des tests microbio ' logiques et  de

la représentat iv i té des germes témoins de contaminat ion féca' le.  Sur le pian thêo-
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r ique,  i l  es t  d i f f i c i le  de  pré tendre  que les  co l i fo rmes fécaux  e t  les  s t rep toco-

ques  fécaux  pu issent  ê t re  représenta t i f s  des  v i rus  d 'o r ig ine  en tér ique,  compte

tenu des di f férences de structure et  de résistance propres à chacun de ces micro-

organ ismes.  Cependant ,  i l  conv ien t  de  sou l igner  que la  recherche de  ces  deux

bactér ies  -  à  l ' exc lus ion  des  co l i fo rmes to taux  qu i  n 'on t  aucune s ign i f i ca t ion

san j ta i re ,  car  i l s  comprennent  un  grand nombre  de  germes de  I 'env i ronnement  -

es t  l a  m ieux  adap tée  à  l ' é tude  rap ide  de  la  qua l i té  bac té r io log ique  d 'une  eau  de

p isc ine .  La  rap ' id i té  des  résu l ta ts  n ' imp l ique  pas  nécessa i rement  des  conc lus ions

jus tes  quan t  à  l ' é ta t  san i ta i re  de  l ' eau  de  p isc ine .  Nos  résu l ta ts ,  en  accord

avec  ceux  de  FAVER0 e t  co l l .  (1964) ,  mont ren t  qu 'aucune cor ré la t ion  ne  peut  ê t re

fa i te  en t re  1es  germes témoins  de  contaminat ion  féca le  e t  les  bac tér ies  pa thogè-

nes  ou  v i rus ;  de  même,  en t re  les  bac tér ies  pa thogènes e t  les  v i rus .Dans presque

tous  les  cas ,  b ien  que I 'eau  de  p isc ine  so i t  en  conformi té  avec  les  normes ch i -

miques ,  1a  présence,  dans  ces  mêmes eaux ,  de  v i rus  e t  de  S.aureus  es t  no tée .  La

quest ion  se  pose a ' lo rs :  la  concent ra t ion  en  ch lo re  ou  brome l ib re  imposée par

les  tex tes  o f f i c ie ls  es t -e l le  su f f i san te  ?
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sur  les  s ta t ions  d 'êpur ra t ion  b io log iques  e t /ou  phys ico-ch i -

miques ,  i l  es t  hab i tue l  d 'e f fec tuer  sur  24  h  des  b i lans  phys ico-ch imiques '  I l  es t

plus rare de rêal iser,  pendant la même pér iode, des bi lans bactér io logiques et

surtout v i ro logiques. En ef fet ,  la plupart  des auteurs ont dêterminé des concen-

t ra t ions  v i ra res  à  par t i r  de  pré1èvements  ponc tue ls  so i t  sur  I 'a f f luen t ,  so i t  sur

l ,ef f luent.  Lorsqu,un rendement a êtê calculé,  c 'est  presque touiours,  d 'une part ,

à part i r  de deux pÉlèvements ponctuels à I 'entrée et  à la sort ie de la stat ion

d,êpurat ion,  et  d 'autre Part ,  sans tenir  compte du temps de rétent ion de l 'eau

dans les ouvrages.

Pensant que 1a dêtermination du taux de rêduction des bacté-

r ies et  des v i rus pouvai t  être faussée par 1e non respect de ces deux condi t ions'

nous avons donc êté amenês à étudier les rendements sur 24 h de deux stations

d,épura t ion  (b io tog ique e t  phys ico-ch imique)  en  fa isan t  in te rven i r  1e  temps de '

rétention et le mode de pré1èvement'

II - 1 MATERIEL ET METHODES.

I I  -  1 -1  Eaux de  t rava i l

Nos expér. iences ont été rêa' l isées avec des eaux urbaines

provenant de deux stat ' ions d 'êpurat ion prêsentant des caractér ist iques di f fé-

rentes :
- lt..:.13:igl..9l:ptt.f.1.li.eLP.ie.1eei.s.Ys...{:...Ç:,sls:;::{.î:.ller'

El le  t ra i te  les  eaux  usées  des  v i l les  de  Cagnes-sur -Mer '  S t  Laurent  du  Var '

La Col le-sur-Loup et  v. i i leneuve-Loubet.  El1e comprend une décantat ion pr imaire

en quatre bassins de 600 m3 chacun'  une épurat ion biologique par boues act ivées

moyenne charge en quatre bassins d 'oxydat ion d 'un volume total  de 2800 m3' une

dêcantation secondaire en quatre décanteurs de 600 m3 chacun. Le temps de rêten-

t . ion ,  pour  une t ranche d 'eau donnée,  es t  de  1 'o rdre  de  4  heures 'L 'e f f luen t  es t

rejeté par un émissaire en mer, long de 220 m et posé à huit mètres de profon=

deur .  La  s ta t ion  a  une capac i té  de  130 000 équ iva len ts -hab i tan ts .  Son déb i t

es t  de  l ' o rd re  de  18  000  m3 i - l '  Les -carac té r i s t iques  phys ico -ch im iques

pr incipales des eaux usêes brutes et  épurées sont présentées dans le 'Tableau 58'

- 1.q.. : 13 Ii g n .. I i. : n.v l:.1 I i e 1.. P !: v.: i.ç : :.ç !t i T.i s.tl e...*.. I g I I s :'
El le col lecte les eaux usées des agglomérat ions de cannes, Mande' l ieu,  La Ro-

quette,  Le Cannet et  Mougins.  E' l ' le comprend deux clar i f loculateurs de 5700 m3
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chacun, penrpt tant,  grâce à I ' in ject ion de Fe Clg addi t ionné de po' lyelectro ' ly tes

anioniques, une décantat ion rapide des boues qui  sont a ' lors repr ises dans un ê-

pa iss i .sseur .  I l  n 'y  a  pas  d 'ad ionc t ion  de  chaux  dans  le  t ra i tement  de  l 'eau .  Les

doses de Fe C' la sont relât ivement fa ib les (?5 ng/1) par rapport  aux quant i tés u-

ti l isées en pratique courante par ce type.de station. Le temps de séiour moyen

dans chaque c ' lar i f loculateur est  de 4 h.  L 'ef f luent est  re jeté par un êmissaire

en mer à 1200 m du r ivage et  à 85 mètre.s de pro, fondeur. .  La stat ion a une ca-

pac i té  de  225  000  équ iva len ts -hab i tan ts .Son  déb i t  es t  de  l !o rd re  de

4g 000 mt . j -  t  Les caractér ist i -ques physico-ch' imiques de l 'af f luent et  de

l 'e f f luen t  son t  p rêsentées  dans  le  Tab leau 59 .

l I  -  I -2  Co l lec te  des  échant i l lons .

- 1.e...:.l.e.li.gl:..9L:s.'lr.ql.i..gn..Pig]g.q.islts..9:..9ssns::.::aI.:1191:'
* Dans une première expér imentat ion,  pour déterminer l 'heure la mieux

adaptée à la recherche des virus et  des bactér ies fêcales dans l 'ef f ' luent,  nous

avons prélevé sur une pér iode de 24 h,  toutes les 2 h,  environ 10 l i t res.Ces 10

l i t res sont obtenus grâce à un échant i l lonneur d 'eau type Isco 1670 col lectant '

tou tes  les  6  mn env i ron ,500 m' l  d 'eau usée t ra i tée  qu i ' serv i ron t  aux  ana lyses  bac-

tê r ' io log iques  e t  v i  ro log iques .

* Dans une deuxième expér imentat ion,  pour dêterminer l ' inf luence du

mode de pré' lèvement et  des volumes analysés sur 1 'est imat ion de' la charge virale

de I 'e f f luen t ,  3  sêr ies  de  3  êchant i l lons  de  110] i t res  chacun (1  sér ie  par  mo is )

ont été col lectés de la manière suivante :

. un prélèvement ponctuel effectué à midi '

.  un prélèvement cont inu ef fectuê à I 'a ide d 'une pompe per istal t ique prélevant

constamment I 'ef f luent pendant une pér ' iode de 24 h,

.  un  pré lèvement  séquent ie l  e f fec tué  à  l 'a ide  d 'un  échant i l lonneur  d 'eau type

Isco  1670 co ] lec tan t ,sur  24  h ,  500 ml  tou tes  les  6  mn '

*  Dans une trois ième expér imentat ion,  pour déterminer l ' inf luence de

di f férents modes de pré' lèvement sur I 'est ' imat ion du renderent bactér io logique et

v i ro log ique  de  la  s ta t ion  d 'épura t ion ,3  sé r ies  d 'échan t i ' l l ons  d 'eaux  usêes

(af f luent et  ef f luent)  ont  été recuei l l ies selon 3 modes de prê1èvement di f férents

.  p ré1èvement  cont inu :  le  jour  J ,  deux  pompes pér is ta ' l t iques  pré ' lèvent  cons-

tamment ,à  I 'en t rée  e t  à  la  sor t ie  de  la  s ta t ion  d 'épura t ion , les  eaux  usées ,

de  façon à  avo i r ,24  h  après ,  au  iour  J  +  1 ,  deux  échant i l lons  d 'env i ron  20 . l  '
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TABLEAU 58

Caractér ist iques physico-chimiques pr incipales moyennes

des eaux de la stat ion d 'épurat ion de Cagnes s/mer

* :  taux de rêduct ion calculé à part ' i r  des valeurs obtenues

lo rs  d 'un  b i lan  de  24  h  (3  x  B  h )

TABLEAU 59

Caractér ist iques physico-chimiques pr incipales moyennes

des eaux de la stat ion d 'êpurat ion de Cannes

* :  taux de rêduct ion ca]culé à part i r  des valeurs obtenues lors

d 'un  b i lan  de  24  h  (3  x  8  h )

Paramètres

phys i co-chimi ques

Station de Cagnes s/Mer Taux de

réduct ion (%)*
Affl uent Effl uent

pH

M. E.  s .  T.  (mg/ l  )

D.  c .0 .  (mg/ t  )

D.B.  os  (mg/ l  )

7,3  à  7 ,7

150 à 200

400 â 600

200 à 250

7 ,8  à  8 ,0

15à  30

50â  80

20e  30

90

85

85

Paramètres
phys' ico-chimi ques

Station de Cannes Taux de

réduct ion (%)*

Affi uent Effl uent

pH

M.E.S .T .  (mg/1 )

D.c .0 .  (mg/ l  )

D .B .0s  (mg/ l  )

7 ,4  à  7 ,7

150 à 200

400 à 550

160 à  250

7 ,5  à  8 ,0

40à  80

180 à 220

70 à 100

70

60

60
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.  p ré lèvement  séquent ie l  :  le  même jour  J ,  deux  pré leveurs  Isco  1670 co l lec -

ten t ,  tou tes  les  6  mn,  100 ml  d 'eaux  usées  (a f f luen t  e t  e f f luen t ) .  Comme

prêcédemment ,  au  jour  J  +1 ,  son t  ob tenus  deux  échant i l lons  d 'env i ron  20  l ,

.  p rê lèvement  ponc tue ' l  :  le  jour  J  +  1 ,à  8  h ,  son t  p ré levés  20  
' l  

d 'e f f luen t .

Quatre heures plus tard,  compte tenu du temps de rêtent ion de la stat ion

d 'épura t ion  rsont  co l lec tés  20  1  d 'e f f luen t .

*  Le  pro toco le  des  t ro is  expér iences  es t  por té  dans  le  Jab leau 60 .

9pré lèvements  de  20  l i t res  on t  é té  co l lec tés  à  I ' en t rée  de  la
.s ta t ion  après  les  opéra t ions  de  dégr i l l age  e t  de  dessab lage ;  30  au t res  de

10 ,  20  e t  110  l i t res  on t  ê té  p ré ' levés  dans  I ' e f f l uen t ,  au  n iveau  de  la  r igo ' le

d 'évacua t ion  des  eaux  t ra i tées  ve rs  l ' émissa i re .  A  par t i r  de  chaque  échan t i l l on

de  10 ,20  e t  110  l i t res ,  i l  a  é té  p ré levé  s té r i l ement ,  dans  un  f lacon  de  ver re

s té r i l e ,  250  ml  d 'eaux  usées ,  pour  e f fec tuer  les  ana lyses  bac té r io log iques .

Tous  les  vo lumes d 'eaux  pré ' levés ,  que l  que so i t  le  mode de  prê ' lèvement ,  on t  é té

co l lec tés  dans  des  réc ip ien ts  p las t iques  de  20  l i t res ,  s té r i l i sés  à  I ' ozone .

L 'opéra t ion  de  pré lèvement  a  é tê  réa l i sée  avec  des  gants  e t  du  matér ie l  ayant

sub i ,  avant  e t  après  chaque pré lèvement ,  une décontaminat ion  par  t ra i tement  à

l ' eau  de  Jave l .  Le  t ranspor t  des  échan t i l l ons  au  Labora to j re  a  tou jours  é té  fa i t

dans  les  45  mn su ivant  le  moment  du  pré lèvement .

-  La  s ta t ion  d 'épura t ion  phys jco -ch im ique  de  Cannes .

Pour  connaî t re  le  rendement  mic rob io log ique de  la  s ta t ion  e t  les  var ia t ions

au cours  du  temps des  concent ra t ions  v i ra les  e t  bac tér iennes  dans  l 'a f f luen t  e t

l ' e f f luen t ,  nous  avons  e f fec tué ,  sur  une pér iode de  24  h ,  des  pré lèvements  con-

t inus  par  t ranche hora j re  de  2  h .  Les  échant i l lons  d 'eaux  on t  é té  co l lec tés  grâce

à deux  pré leveurs  Isco  1670 p lacés  â  l 'en t rée  des  pré- t ra i tements  e t  à  la  sor t ie

des  c la r j f l ocu la teurs .  Dans  tous  les  cas ,20  l i t res  d 'eaux  usées  servan t  aux  ana-

l yses  v i ro log iques  e t  bac té r io log ' iques  on t  é té  recue i l l i s  dans  des  réc ip ien ts

p las t iques  préa lab lement  s té r i l i sés  à  l 'ozone.  Les  cond i t ions  de  pré ' lèvement  sont

les  mêmes que ce l les  décr i tes  p récédemment .  L 'ex t rac t ion  des  v i rus  e t  la  numéra-

t ion des bactér ies fêcales ont été ef fectuées dans un délai  maximum de 10 h.



143

TABLEAU 60

Protoco' le des trois expér imentat ions

Expéri -
mentati on

n o
Type d'eau

Prélèvement Vol ume

col I ecté

Vol ume

analyséMode Temps

1 Effl uent séquent ' ie l 2h 10 I 10  1

Effl uent

séquent i  e l

conti nu

ponctuel

24 h

24 h

110

110

110

I

I

I

10 et 100 I

10 et  100 I

10 et  100 I

Affl uent

sêquent i  e l

cont i  nu

ponctuel

24 h

24 h

20 1

20 1

20 1

20 1

20 I

20 1

Eff l  uent

sêquent i  e l

cont ' inu

ponctue'l

24 h

24 h

20 I

20 1

20 I

20 1

20 1

20 1
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I I  -  1-3 Analyses bactér io log' iques.

Le dénombrement des coliformes fécaux et des streptocoques

fécaux a êté ef fectué en ut i l isant la technique de f i l t rat ion sur membrane stê-

r i le,  décr i te en deuxième part ie,  chapi t re I '  paragraphe I  '2-L '  Les résul tats

ont êté exprimés en nombre de bactéries par 100 ml '

I I  -  1-4 Anal 'yses vi ro logiques

*  Prépara t ion  des  échant i l lons .
::: "' "'

Quels que soient l 'opig ' ine et  les volumes des eaux à analyser '  pour tous les

échant i l ' l ons  ac id i f iés  à  pH 3 ,5  i1  a  é té  a iou tê  5 ,0 .10-*  M de A1 C ' ls '

* .lF j.t' g.as. .9.' .*a.::r.pÏ .9.'.:.'.1.u :i .9.T'
Ël le est  décr i te en première part ie,  chapi t re I I ,  paragraphe I I  -  1-1 '

* .lFj.h.9a.9. .9S...tj.tt..99..
Le t i t rage des échant i l lons est  réal isé par la déterminat ion du nombre 1e plus

probab le  d 'un i tés  cy topathogènes '  avec  96  inocu lums par  d i lu t ion ' :

.  pour les concentrats obtenus à part ' i r  des échant i l lons d 'af f luent et  d 'ef-

f luen t  de  la  s ta t ion  d 'êpura t ion  b io log ique de  Cagnes-sur -Mer ,  le  t i t rage dêcr i t

en première part ie,  chapi t re I ,  paragraphe I  -  2 ' l -3-1,  a étê prat iquê :

9 ,6  ml  de  suspens ion  ce l lu la i re  in fec tée  sont  répar t i s  dans  96  cupu les  d 'une p1a-

que de microt i t rat ion à raison de 0,1 ml par cupule '

.  pour les concentrats obtenus à part i r  des échant i l lons d 'af f luent et  d 'ef-

f luent de la stat ion d 'êpurat ion physico-chimique de Cannes, le t i t rage décr i t

en première part ie,  chapi t re I '  paragraphe I  -  2- I '3 '2-2,  à êtê réal isé :

9 ,6  ml  d 'ê lua t  ou  de  d i lu t ion  sont  répar t i s  dans  une p laque de  mic ro t i t ra t ion

contenant  un  tap is  ce l lu la i re  cont inu ,  à  ra ison  de  0 ,025 ml  par  cupu le '

I I  -  1 -5  Ana lyses  s ta t i s t iques .

La comparaison stat ist ique des rêsul tats obtenus à part i r

des  d i f fê ren ts  êchant i l lons  d 'e f f ' l uen t  e t  d 'a f f luen t  a  é té  réa l ' i sée  en  u t i l i san t

la méthode d,ana' lyse de var iance à 3 facteurs [2 f ixes :  mode de prélèvement '

l ieu de prélèvenent (ef f luent,  af f luent) ;  1 alêatoire :  iour d 'expér imentat ion I  '

après t ransforrnat ion logar i thmique des valeurs obtenues (S0KAL et  ROHLF'1969) '

Cette méthode a été décrite pour 2 facteurs, en première partie, chapitre I, Pô-

ragraphe  I  -  1 .  Les  ca lcu ls  on t  é té  fa i t s  à  l ' a ide  d 'une  ca lcu la t r i ce  T . I .59 .
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II  -  1-6 Mesure des débi ts.

A  I 'a ide  d ,un  seu i l  rec tangu la i re  à  cont rac t ion  la té ra le ,

placé à la sort ie de la stat ion d 'êpurat ' ion de Cannes, les débi ts sont mesurés

en déterminant la hauteur d 'eau avec un débi tmètre à bul le.  Par quelques mesures

complémentaires,  i l  a été vêr i f ié que le débi t  d 'entrée étai t  ident ique à celui

de  la  sor t ie .

II - L-7 l ' lesure-,.des flux et des rendements-

-  pour une tranche horaire dêterminée, ' le f ' lux représente le produi t  de la con-

centrat ion (C) par 
' le 

débi t  (D) correspondant,  coûme 
' l  ' indiquent ' les 

formules

suivantes :

Fl uxOrr., uent 
= Concentrati onOttt uent X Débi tAff ' lu.nt

Flr*Eff luent = Concentrat ionrt t ' tuent x Débi tEff lu.nt

-  Lorsqu' i l  est  tenu compte des deux fai ts suivants :

.  que le temps de rétent ion de l 'eau dans la stat ion est  de 4 h '

.  que le  déb i t  d 'en t rée  (Df )  es t  iden t ique au  dêb i t  de  sor t ie  (DS) ,

i l  en  rêsu l te ,  par  exemple ,  pour  la  t ranche de  8-10  h  cons idérée,  QUê le  dêb i t  D

es t  reprêsen té  par  1 'êga l i té :

o t  (e -10  h )  
=  Ds  (12-14  h )  

=  ! '

0 r ,  par  dé f in ' i t ion ,  le  rendement  d 'une s ta t ion  d 'épura t ion  es t  :

* - charge entrée - charge sortie x 100
charge entrée

so i t ,  pour  1a  t ranche hora i re  cons idérêe (8 -10  h)  :

D  x  C t_10h-  D  t  C12- t4  t ,
f t= x 100

x 100

D * cB-10 r,

o (cg-10 h -  Crz-r+ r ,)
D t c8-to r,

('

= 1 - "12-14h  x100
c g-to n
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fi - ? RESULTATS.

I t r  -  2-t  Stat ion d'épurat ion biologique de Cagnes-sur-Mer'

* y.1.fi.1.!iet...qs...l.1..s!]eree..P3.çl9.ri:l1r..:I..virsk...9l.ll-q.ÎIlsl.l..:.ttl:..sÎe
oér iode de 24 heures ( lère expér imentat ion).
: . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . .

Sur une pér iode de ?4 h,  toutes les 2 h,  nous avons prê' levê

env i ron  10  l i t res  d ,e f f luen t .  Cec i  nous  a  permis  de  dé terminer ' l ' heure  la  p lus

favorable pour un pré1èvement ponctuel .  Les valeurs des t i t res bactér iens et  v i -

raux correspondant à chacun des prélèvements sont rapportées dans 
' le Tableau 61.

L 'examen des  rêsu l ta ts  mont re  qu ' i l  y  a  un  fac teur  mu l t ip l i ca t i f ' qu i  re l ie  le

t i t re 1e p ' lus for t  obtenu pendant l ' interval le de temps 14-16 h et  le t i t re le

p lus  fa ib le  ob tenu pendant lapér iode 8-10  h .  Ce fac teur  es t  de  1 'o rdre  de  10

pour 1es coliformes fécaux, de 6 pour les streptocoques fécaux et de 4 pour 1es

virus.Pour les col i formes fécaux, 1es streptocoques fécaux et  les v i rus,  une

pointe de contaminat ion est  observée entre L4 et  16 h '

La recherche d'une corrélat ion stat ist ique entre les d ' i f fê-

rents germes présents dans I 'eff luent permet de mettre en êvidence, conune le

montre le Tableau 62, une bonne corrê ' lat ion,  d 'une part  entre les col i formes

fécaux et  les streptocoques fécaux (r  = 0,8637) et  d 'autre part ,  entre les col i -

formes fécaux et  les v i rus (r  = 0,7526\.  Par contre,  aucune corrélat ion n 'a pu

être mise en évidence entre ' les streptocoques fécaux et  les v i rus.

* In.fLysn.çe..gy..Te9s..9e..Pl:s.1s.yçsçnI..:.:1.1...1e..Ie.ç[s*!*..9::..v.i.ï1:...9.11:
un ef f luent (2ème expér imentat ion).

Le but de cette expér imentat ion est  de déterminer,  à part i r

des  va leurs  des  t i t res  v i raux  t rouvées  dans  10  e t  100 l i t res ,  que l le  es t  I ' i n f lu -

ence du mode de pré1èvement (cont inu et  séquent ie l  sur 24 h;  ponctuel) .  Les ré-

su l ta ts  inscr i t s  dans  le  Tab leau 63  mont ren t  que,  que l  que so i t  le  mode de  pré ]è-

vement,pour un volume d'êchant i l ' lon donné, les concentrat ions t rouvées dans l 'ef-

f ' luent de Cagnes-sur-Mer ne di f fèrent pas stat ist ' iquement.  Ainsi ,  cot lûE le montre

le  Tab leau 64 ,  pour  un  même vo lume d 'échant i l lon ,  la  compara ison des  in te rva l les

de confiance des concentrations virales obtenues à part' ir de 2 modes de prê1ève-

nents di f férents ne met en rel ief  aucune di f fêrence stat ist ique signi f icat ive.  De

plus,  l ,examen des valeurs du Tableau 63 conf i rme ce que nous avons déià constaté

dans le  chap i t re  p récédent :  1a  quant i tê  de  v i rus  ob tenus  à  par t i r  d 'un  grand



1.47
TABLEAU 61

Mesures sur 24 h des charges bactêr iennes et  v i ra]es d 'un ef f luent

- 1ère exPérimentation

Bactéri es féca'l es
Vi rus

N.P.P.U.C/1000 mlTranche horaire

( h )
Co]i formes fécaux

( iOs/100 m' l )

Streptocoques €caux
(104/100 ml  )

L2-14
4 1 3

(3 ,4  -  5 ,3 )
2r7

(2 ,5  -  2 ,9)
6 '1

(4 ,0  -  9 ,2 )

14-16
6 r3

(5 ,?  -  7  , 5 ) (3 ,2
,:u

3,8)
8 1 7

(6 ,0  -12 ,5 )

16-18
3 r6

(2 ,8  -  4 ,6 )
3 r2

(2 ,8  -  3 ,5)
3 r3

(2 ,0  -  5 ,7 )

18-20
2 1 7

(2 ,0  -  3 ,5 )
1 '9

(L ,6  -  2 ,2 )
5 1 7

(3 ,7  -  8 ,7 )

20-2? 2 r l
(  1 ,5  -  2 ,9 )

1 r6
(  1 ,4  -  1 ,9 )

4 1 7
(3 ,0  -  7 ,5 )

22-24 2 1 8
(2 ,1  -  3  ,7 )

1 r9
( t ,7  -  2 ,2)

6 1 7
(4 ,5  -10 ,0 )

0-  2 2,r
(1 ,5  -  2 ,9 )

1 1 6
(1 ,4  -  1 ,9 )

3 r3
(1  , 7  -  7 ,8 )

2-  4 2 1 6
(  1 ,9  -  3 ,4 )

1 1 6
(1 ,4  -  1 ,9 ) (3 ,0

4 1 7
7 ,5 )

4 -  6
1 '8

(1 ,3  -  2 ,5 )
r r2

(1 ,0  -  1 ,4)
3 r0

(  1 ,5  -  5 ,5 )

6-  8
1 '0

(0 ,6  -  1 ,6 )
0 r9

(0 ,7  -  1 ,1) (3 ,0
u:,

8,2)

8-10
0 r5

(0 ,2  -  1 ,0)
0 '6

(o ,5  -  0 ,8)
2 1 4

(1 ,1  -  4 ,6 )

70-L2 (1 ,0
1 r6

2,6)
215

(2,2 -  2,P)
3 r4

(2 ,3  -  6 ,0 )

N.P.P.U.C.  :  nombre  le  p lus  p robab le  d 'un i tés  cy topathogènes

( )  :  les nombres entre parenthèses indiquent la l imte de conf iance à 95%
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vo lume d 'eau ana lysé  (100 l i t res )  es t ,  dans  5  cas  sur  9 ,  in fê r ieure  à  ce l le  ob-

tenue à  par t i r  d 'un  fa ib le  vo lume (10  l i t res ) .

L 'u t i l i sa t ion  de  1 'ana lyse  de  var iance,  co fûne le  mont re  le

Tableau 65, pennet de confirmer, dans tous les cas, que le mode de prê1èvement,

dans  nos  cond i t ions  expér imenta les ,  h 'â  pas  d ' in f luence sur  les  résu l ta ts .

* çelp.1.ts.i.:g1...{.s..rsr.q:tl:l.1...9:...1s...s!:s.fse..93.çI9l.iglgsis:ls..s.l..viI3.1:
r,.1.f...f.1pp9.f.1..3.r..rp99..99..p*:l.qy:nsn.l..(lgm..sIP:.t.iPell3li9ll).'

Selon que 1e prêlèvement a été fa i t  de façon sêquent ie l le ou

continue, nous avons déterminê l labattement des charges bactériennes et virales,

pour une durée de 24 h,sur 3 essais réal isés pendant la pér iode est ivale.  Les

résu l ta ts  sont  regroupés dans ' te  Tab leau 66 . .  Dans I 'a f f luen t ,  pour  les  essa is

1 et 3, les concentrations moyennes en coliformes fêcaux et streptocoques fécaux

sont respect ivement d 'environ 107/100 mt et  106/100 ml.  Les plus fa ib les concen-

trat ions dêterminêes lors de I 'essai  2 (10s/100 ml pour les col i formes fécaux et

104/100 ml pour 1es streptocoques fécaux) sont dues à la di lut ion des af f ' luents

fa isant  su i te  aux  v io len tes  p lu ies  ayant  p récédé le  iour  de  I 'expêr imenta t ion .

Après passage de l 'af f luent dans la stat ion d 'êpurat ion bio ' logique, un abattement

de la  charge bac tér ienne,  pour  les  essa is  1  e t  3 ,de l 'o rd re  de  1  â  2  logar i thmes,

est  constatê,quel  que soi t  le mode de prélèvement sêquent ie l  ou cont inu.  Pour

I 'essai  ?,  le taux de réduct ion des streptocoques fêcaux n'est  que de L/2 loga-

r i thme. Pour les v i rus,  les concentrat ions observées dans l 'af f luent var ient  de

10 à  100 N.P.P.U.C. /1000 ml .  Le  taux  de  réduc t ion  de ' la  charge v i ra le  var ie  de

l /2 à 2 logar i thmes.

compte tenu des résu'ltats obtenus sur une pêriode de 24 h,

nous avons recherchê si les pré1èvenents effectués ponctuellement pouvaient être

représentat i fs du rendement de la stat ion d 'épurat ion.  Les valeurs des t i t res

bactér iens et  v i raux obtenues à part i r  d 'échant i l lons pré' levés ponctuel lement

donnent des taux de Éduct ion t rès proches de ceux trouvés à part i r  d 'échant i l -

lons pré1evês selon un mode séquent ie l  et  cont inu.  Ainsi  '  comme le montre le

Tableau 67, 
' les 

essais 1 et  3 donnent toujours un mei l leur rendement que l 'essai2.

Par exemple, pour les co'l i formes fêcaux, un abattement de 1 à 2 logarithmes est

t rouvé respectïvement pour les essa' is 3 et  1.  11 n 'est  que de L/2 logar i thme pour

1'essai  2.  Cette di f férence est  moins sensible pour les streptocoques fécaux et
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les v i rus.  La c 'omparaison des valeurs d 'abattement,  selon le mode de prélève-

ment, montre qu'i ' l  y a une bonne concordance pour les colifonfies fêcaux '

(essa i  1 :  99% que l  que so i t  le  moc le  de  pré1èvement  séquent ie l ,con t inuou 'ponc tue l ;

essai  3 :  95% quel  que soi t  le mode de prélèvement séquent ie l  ou ponctuel  )  et

pour les streptocoques fécaux (essai 3 : 94% quel que soit le mode de prélèvement

cont inu ou ponctuel) .  Cette concordance est  moins bonne pour les v i rus

(essai  3 :  85% pour le mode séquent ie l ;  97% pour ' le 
mode cont inu et  9t% pour le

mode ponctue'l). Les rendements moyens, selon les trois modes de prêlèvement, sont

prêsentés dans 
' le 

Tableau 68.

Pour les bactér ies fécales,  quel  que soi t  le mode de prélè-

vement,  les est imat ions des taux d 'é l iminat ion var ient  t rès peu (de 84% e 92%).

Pour les v i rus,  ]e taux de rêduct ion est  p lus fa ib le :  i l  var ie de 60%, pour 1e

mrde de prélèvement séquentiel, à 83% pour le mode de pré'lèvenent ponctuel. La

comparaison statistique des valeurs des rendernents, selon diffêrents modes de

pré1èvement,  n 'a pu être entrepr ise car,  à notre connaissance, aucune technique

stat i  st ' ique n'exi  ste pour I  'exp' lo i  tat i  on de ce type de résul  tats .

Les  conc lus ions  de  l 'ana ' l yse  s ta t i s t ique '  pour  savo i r  s i  le

mode de prélèvement a une inf luence sur les concentrat ions bactér iennes et  v i ra-

les déterminées à part i r  d 'échant i l lons d 'eaux usées brutes ou épurées, sont re-

prêsentées dans le Tableau 69. L 'analyse de var iance à t ro is facteurs,  ef fectuée

à part i r  des valeurs prêsentées dans les Tableaux 66 et  67 montre que, quels que

soient les microorganismes testés et  le mode de prélèvement,  i1 n 'y a pas de di f -

férence stat ist ique signi f icat ive entre les t i t res t rouvés.

l l  -  2 -Z  Sta t io  .

*  Var iat ion sur une pér iode de 24 h des concentrat ions et  des f lux

y.l*.yr..s.!...1s.ç.lgli:t:...q.qH..:l.:3I.1.1.ysr.1..e.1..:l.:sII.1.t|:1I..9s..1.q...:.lll.igl
9llt.,r.t.l.iet..Pl*:i.ç.q:.çlil.is.*...qe..9.111s:'

-  Var iat ion des concentrat ions.

L 'examen des valeurs portées dans le Tableau 70 montre que 1es concentrat ions

virales dans les eaux usées, t ra i tées ou non, var ient  beaucoup pendant les 24 h

d 'observa t ion .  Par  exemple ,  pour  l ' a f f luen t ,  i l  y  a  un  fac teur  mu l t ip l i ca t i f  de

25  en t re  le  t i t re  1e  p lus  fa ib ' l e  (80  N.P .P .U.C. /1 )  e t  l e  t i t re  1e  p ' l us  é levé

(2000  N.p .P .U.C. / l ) .  Pour  1 'e f f ' l uen t ,  l es  va r ia t ions  son t  p lus  impor tan tes  pu is -

que  le  fac teur  mu l t ip l i ca t i f  es t  de  36  (10  N.P .P .U.C. /1  à  360  N.P .P .U.C. / l )
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Pour  les  bac tér ies  fêca les  dans  I 'a f f luen t ,  ce  fac teur  mu] t ip ] i ca t i f  es t  p ' lus

pet i t :  i l  es t  respec t ivement  de  l 'o rd re  de  5  e t  8  pour  1es  co l i fo rmes fécaux

10,àe.107100 ml à 3,4o.I t /LOO m]) et  les streptocoques fécaux (0,95.106/100 m' l

à  7 ,60 .106/100 ml ) .  Dans I 'e f f luen t ,  la  var ia t ion  en t re  les  concent ra t ions  es t

plus fa ib ' le puisque le facteur mult ip l icat i f  est  de 3 pour les col i formes fécaux

(0,61.10?/100 ml à 1,70.t07/100 mt) et  de 4 pour 1es streptocoques fêcaux

(0,76.106/100 ml à 3,40.L06/t00 ml) .  Cette di f férence dans 
' les 

concentrat ions

ind ique qu ' i l  y  a  des  po in tes  de  contaminat ion  mic rob ienne.  A ins i ,  pour  I 'a f f luen t

nous trouvons un pic de pollution commun aux coliformes fêcaux et aux streptoco-

ques fêcaux qui  se s i tue dans la t ranche horaire 10-12 h.  Un deuxième pic apparaî t

entre 14-16 h pour les col i formes fécaux et22-?4 h pour les streptocoques fêcaux.

pour les v i rus,  deux pics de contaminat ion peuvent être mis en évidence :  12-16 h

et 18-20 h.  Pour l 'ef f luent,  a lors que deux pics de contaminat ion stat ist iquernent

s ign i f i ca t i f s  son tobservés  pour  les  co l i fo rmes fécaux  à  14-16 h  e t20-22 h ,  i l

n,existe aucun pic notable pour 1es streptocoques fécaux. Pour les v i rus,  3 pics

apparaissent,  se s i tuant à des tranches horaires di f fêrentes z t2-14 h'  15-18 h'

ZZ-24 h, Dans le cas des coliformes fécaux, les tranches horraires correspondant

au maximum de contaminat ion sont sensiblement les mêmes dans I 'af f luent et  I 'ef-

f luent,  mais el les di f fèrent pour les v i rus et  p ' lus encore pour 1es streptocoques

fécaux.

La recherche de corrélation entre les différents germes étu-

diés montre,  comme f  indique le Tab' leau 71 une corrélat ion posi t ive pour les co-

l i formes fécaux et  les streptocoques fêcaux dans I 'af f luent (r  = 0,9026) qui  ne

se re t rouve pas  dans  l 'e f f luen t .  Auss i  b ien  dans  l 'a f f luen t  que dans  l 'e f f luen t ,

aucune corrélat ion n 'a pu être mise en évidence entre les germes témoins de con-

taminat ' ion fécale et  les v i rus.  La recherche d'une corré ' lat ion entre les concen-

trat ions des m' icroorganismes présents dans l 'af f luent et  l 'ef f luent a montré

qu 'une re la t ion  ex ' i s te  un iquement  pour  les  co l i fo rmes fécaux . . ( r  =  0 '8394) .

-  Var ia t ion  des  f lux .

Conna issant  le  dêb i t  de

nant compte du temps de

ti r de ces données, nous

f' luent et I '  eff l uent de

l 'e f f luen t ,  nous  avons  dédu i t  ce lu i  de  1 'a f f luen t  en  te -

sé jour  de  I 'eau  dans  les  c la r i f locu la teurs  (4  h ) .  A  par -

avons  ca lcu lé  les  f lux  bac têr iens  e t  v i raux  dans  I 'a f -

1a stat ion d 'épurat ion de Cannes. Les valeurs t rouvées
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sont portêes dans le Tableau 72. Le facteur mult ip ' l icat i f ,  dêterminé à part i r

des valeurs des f lux maximum et minimum, est  nettement plus important que celui

déterminê à partir des concentrations, car ce facteur est directement l ié au débit

qrr i  rar ie d 'unetranche horaine à I 'aut ' re.  Ainsi ,  pour I 'af f luent,  a lors qu' i l  est

de 20 pour 1es col i formes fécaux et  les streptocoques fécaux, i l  passe à 60 pour

les  v i rus .  Pour  l ' e f f luen t ,  s i  
' l e  

fac teur  mu l t ip l i ca t i f  concernant ' les  s t rep toco-

ques fêcaux (16) est  du même ordre de grandeur que celui  t rouvé pour l 'af f luent

(20),  i l  est  deux fois plus fa ib le pour les col i fornps fécaux (10) et  deux fois

p lus  fo r t  pour  1es  v i rus  (132) .

En gênéral ,  pour une même tranche horaire,  aussi  b ien pour

I 'a f f luen t  que pour  1 'e f f luen t ,  lo rsque 1a  concent ra t ion  bac têr ienne ou  v i ra ' le

est  maximale,  le f lux calculé est  important.  Le fa i t  de raisonner en f lux permet

de montrer 
' l  'appar i t ion ou la dispar i t ion de poin. tg5rde contaminat ion.  En ef fet ,

pour une faible concentrat ion bactêr ienne ou virale,  selon que le débi t  est  fa i -

ble ou important, une absence ou une présence de pointes de contamination sera

constatée. Ainsi ,  pour les streptocoques fécaux dans l 'af f luent,  i l  existe une

pointe de contaminat ion entre t2- I4 h aussi  b ien quand nous raisonnons en concen-

trat ion qu'en f ' lux.  Par contre,  dans I 'ef f luent,  lorsque nous déterminons une

po in te  de  contaminat ion  à  par t i r  des  concent ra t ions ,  e l1e  n 'appara î t  p lus  lo rsque

nous raisonnons en f ' lux.  
.

Par  la  s ' imp]e  observa t ion  des  F igures  44 ,45  e t  46 '  nous  re -

marquonsqu' i1 n 'yapasunebonrBsuperposi t ion des pointes de contaminat ion entre

l 'af f luent et  l 'ef f luent quand nous ne tenons pas compte du temps de rétent ion

de I 'eau  dans  la  s ta t ion  d 'épura t ' ion .  Cec i  a ,pour  conséquence,une sous-es t imat ion

du rendement de la stat ' ion et  donc une mauvaise appréciat ' ion de son ef f icaci té.

*  Eva lua t ion  du  pouvo i r  d 'amêt  de  la  s ta t ion  d 'êpura t ign  de  C-annes

.v i : : * v i.1...9 :.. I :.. .ç!: I t:.q e.. 9.e e.* l.i : u :.. : 1.. v i lt.l s'
En toute r igueur,  

' les 
bi ' lans bactêr iens et  v i ro logiques sur

24 h ne peuvent être dêterminés qu'à part i r  des sonmes des f ' lux bactér iens et

v i raux  d 'en t rée  e t  de  sor t ie  de  1a  s ta t ion  d 'êpura t ion .  A ins i ,  en  app l iquant  la

formule donnêe dans le paragraphe "Mesure des flux et des rendements" de ce même

chapitre,  le pouvoir  d 'amêt de la stat ion d 'épurat ion est ,  comme le montre le

Tab' leau 73, di f fèrent se' lon les microorganismes testés.  I l  est  de 82% pour les
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v' i rus,  mais tombe à 38% pour les

mes féiaux.

fécaux et à 25% pour ' les 
colifor-

aû

streptocoques

TABLEAU 73

Pourcentage d 'é l im ina t ion  de  la
-  B i tan  su r

charge virale et  bactér ienne

24h-

Mi croorgani smes
recherchés

Sommedes Flux
Rendements (%)

Affl uent Effl uent

c.  F.  (  1013 /20 h )
s .F .  (10B /20 h)
V i rus  (106 /20h)

569
t02

?2055

428
63

3906

25
38
82

C.F. :  col i formes fêcaux

S.F. : streptocoques fêcaux

Les rendements déterminês à partir des valeurs trouvées

toutes les 2 h,  comme le montre le Tab' leau 74, présentent une grande var iabi l i té

au  cours  des  24  h  cons idérées .  I ' l s  passent  de  moins  10%à50% pour  les  co l i fo rmes

fécaux, de moins?ZU/" à 68% pour les.s l reptocoques fécaux et  de moins t40% à.t96%

pourn les v i rus.  Nous avons considêré que 1es pourcentages d'abattement des bactê-

r ies et  des v i rus sont négat ' i fs  quand le nombre de bactér ies et  de v i rus est  p lus

impor tan t  à  la  sor t ie  qu 'à  I 'en t rée  de  la  s ta t ion  d 'épura t ion .

Nous remarquons que la station présente un bon rendement vis-

à -v is  des  charges  bac tér iennes  e t  v i ra les  durant ]a  pér iode 10-12 h  (50% pour  les

co l i fo rmes fécaux ,68% pour  les  s t rep tocoques fêcaux  e t86% pour  les  v i rus) .  S i

le rendement de la stat ion est  maximum pour ' les streptocoques fécaux (68%) et  les

col i formes fécaux (50%) entre 1.0-12 h,  i l  faut  at tendre 14-16 h pour at te indre un

rendement de 96% pour 1es virus. Le fait que les différents rendements maximum

(bactêr io ' logiques et  v i ro logiques) ne soient pas s i tuês dans les mêmes tranches

horaires ne s 'expl ique par aucune hypothèse valable.  Cette var iat ion des rende-

ments montre combien i l  est  dél icat  de fa i re un pré' lèvement ponctuel  s i  I 'on ne

connaît  pas r igoureusement les f ' luctuat ions des f lux bactêr iens et  v i raux entrant

dans  la  s ta t ion  d 'épura t ion .
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TABLEAU 74

Pourcentage d'abattement des charges bactér iennes et  v i ra les

correspondant aux différentes tranches horaires

Tranches

horai  res

(h )

Taux de réduct ion (  % )

Col i formes' 
fécaux

Streptocoques
fécaux

Vi rus

8-10

IO.12

t2 -L4

14-16

16-18

18-20

20-22

22-24

0-  2

2-  4

10

50

22

35

9

i9

4

0

0

13

2?0

6B

57

27

t4

25

25

60

50

33

140

86

86

96

85

93

45

74

87

95
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I I  -  3  DISCUSSION.
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Les concentrat ions v i ra les que nous avons trouvées dans I 'af-

f l uen t  de  cagnes-sur -Mer  son t  p lus  fa ib les  (6 ,1à  132  N.P .P .U.C. / l )  que  ce l1es  rap-

portées par certains auteurs pour d'autres affluents (BURAS,7974l' KATZENELSoN'

1976; KELLY et SANDERSoN, 1964) mais proches de cel les de CLIVER (1975) et  de

LUCENA-GUTIERREZ (1979).  Les nombres de part icules v i ra les mises en êvidence

dans l ,a f f luen t  de  Cannes (80  à  2000 N.P.P.U.C. / ' l )  son t ,en  moyenne,p lus  é levés

que ceux trouvés dans I 'af f luent de Cagnes-sur-Mer.  Cependant,ces valeurs 'sont 'pro-

ches de cel les t rouvées dans d'autres eaux usées brutes par GRABoW (1968) et

SATTAR et I,|ESTW00D (1977). Nous ne pouvons faire aucune comparaison entre les

t i t res v i raux t rouvés dans les af f luents de ces deux stat ions,  car]es mêthodes

de t i t rage ut i l isées sont di f férentes,  ce qui  peut exp' l iquer une var iat ion entre

les  va leurs  des  t i t res  v i raux .  I l  peu t  auss i  s 'ag i r '  pour  ces  deux  eaux  é tud iées ,

d,une réel le di f férence de charge virale due au nombre var iable de porteurs hu-

mains.  pour les af f ' luents,  les valeurs maximum des concentrat ions en col i formes

fêcaux  (8 ,8 .107/100 m' l  pour  Cagnes-sur -Mer  e t  3 ,4 .107/100 ml  pour  Cannes)  e t  en

s t rep tocoques fécaux  (4 ,5 .106/100 ml  pour  Cagnes-sur -Mer  e t  7 ,6 .106/10C ml  pour

cannes) sont proches de cel les c i tées par BoUTIN et  ToRRE (1979) qui  t rouvent '

pour un autre af f luent sur une pér iode de cinq jours,  une concentrat ion max' imum

en col i formes fécaux de 3,0.107/100 ml et  en streptocoques fécaux d'environ

6,0 .106/100 ml .  parmi  tou tes  les  cor ré la t ions  recherchêes,  i l  en  es t  une qu i  es t

commune aux deux stat ions d 'êpurat ion considérées :  c 'est  la relat ion prêfêren-

t ie l le qui  existe entre les col i formes fécaux et  les streptocoques fêcaux. El le

a pu être déterminêe soi t  â part i r  de I 'af f ' luent de Cannes, soi t  à part ' i r  de

I 'e f f ' l uen t  de  Cagnes-sur -Mer .  S i ,  pour  I 'a f f luen t  e t  l ' e f f luen t  de  Cannes aucune

corrélat ion n,a pu être mise en évidence entre les v i rus et  les bactér ies fécales'

par contre,  pour l ,ef f luent de Cagnes-sur-Mer,  une corrélat ion pos' i t ive a êté dé-

terminêe entre les v i rus et ' les col i formes fécaux. Cette di f férence de résul tats

est di ff i  c' i  I ement ex Pl i quabl e .
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* Influence du mode de prê]èvement.

La comparajson des trois modes de prélèvement, pour un même

volume,ne fai t  ressort i r  aucune di f fêrence dans' les résul tats.  RUITER et FUJIOKA

(1978) ,pour  un  a f f l uen t ,  no ten t ,eux  auss i ,gu ' i l  n ' y  a  pas  de  d i f fê rence  dans les

concentrat ions v i ra les lorsque sont comparés les êchant i l lons selon deux modes

de prélèvements di f férents:  séquent ie l  ou cont inu.  Cela suggère que le mode de
prélêvement ponctuel  peut,  dans certaines condi t ions,  être ut i l isé pour ef fectuer

un bi lan bactér ien ou viral .  L 'heure du prêlèvement ponctuel  dans l 'ef f luent ne
peut être dêf in ie qu'après avoir  fa i t  un ou plusieurs bi lans sur 24 h.  Lorsque

I 'heure correspondant â la pointe de contaminat ion est  déterminée, i ' l  est  possi-

ble d 'ef fectuer 1e prélèvement à cet te heure.  Connaissant le temps de rétent ion

de I 'eau  dans  la  s ta t ion , i l  es t  a lo rs  a isê  de  dé terminer  l ' heure  du  prê ]èvement

de I 'a f f ' l uen t .  L ' in té rê t  du  pr€ lèvement  ponc tue l  es t  sa  réa l i sa t ion  fac i le  qu i

ne demande pas un matér ie l  t rop important.  Ainsi ,  dans nos condi t ions expêr imen-

tales,  s i  1 'on chois i t  I  et  12 h pour ef fectuer 1es prêlèvements respect ivement

dans  l 'a f f luen t  e t  I 'e f f luen t  de  Cagnes-sur -Mer ,  i l  es t  poss ib le  d 'avo i r  une

bonne approximat ion du rendement de la stat ion d 'épurat ion.  Ces heures de prélè-

vements sont diFférentes pour la stat ion d 'épurat ion de Cannes :  e l les se s i tuent

à 12 h pour le pré1èvement de I 'af f luent et  à 16 h pour le pré ' lèvementdel 'ef f luent

* yrr.l.t.li..eH..le.rl.i.r::..9s:...eerssr.l.f.1.ligr.r..y.i.r.el::..9:n:...1::..9::*...:.*:
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Pour  I ' e f f l uen t  de  Cagnes-sur -Mer ,  i 1  n 'ex is te  qu 'un  seu l  p i c  de  po ' l l u t ion  v i -

ra le  en t re  14  e t  16  h .  Aucun p ic  no tab le  n 'es t  mis  en  êv idence durant  la  nu i t .

Pour  I 'e f f luen t  de  Cannes,  i l  appara i t  2  p remiers  p ics  aux  t ranches  hora i res

t2-t4 h et  16-18 h,  encadrant ce' lu i  observé pour ' l 'e f f luent 
de Cagnes-sur-Mer,

puis un trois ième pic entre 22 et  24 h,  p lus tôt  que celui  observé par FLUEGGE

et  co l l . (1978) ,  en t re  24  e t  6  h ,  pour  l ' e f f luen t  de  la  s ta t ion  d 'épura t ion  b io -

logique de Muddy Creek en 1976 et  t977.

Comme RAO et col '1.(1977),  pour I 'af f luent d 'une stat ' ion biologique proche de Bom-

bay e t  RUITER e t  FUJIOKA (1978) ,  pour ' l ' a f f luen t  d 'Hono lu lu ,  nous  remarquons

dans l 'af f ' luent de Cannes, au cours de la journée d'expér imentat ion,  deux pointes

de contaminat ion v i ra le,  à des heures di f férentes (L2-I6 h et  18-20 h) de cel les
observées par les auteurs c i tês plus haut
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Le pic correspondant à la tranche horaire 12-16 h est remarquable par son amplzur:

la concentrat ion en'v i rus,  durant les 4 heures considérées, est  re lat ivement a.*- t -

tante car les t i t res v i raux correspondant aux échant i l lons prêlevés à 14 et  16uh

ne di f fèrent pas d 'une façon signi f icat ive entre eux. La mise en évidence de

ces pics montre combien i ' l  est  i l lusoire de prétendre obtenir  des résul tats quan-

t i f iables à part i r  de prêlèvements ponctuels quand les f luctuat ions de la popul 'a-

t ion v i ra le,  au cours du temps, sont ignorées dans la stat ion d 'épurat ion consi-

dérée. Coruue B0UTIN et  T0RRE (1979),nous pensons que l 'absence de toute part icu-

le dans un échant i l lon sera d 'autant plus vraie que' le prélèvenent aura êtéef ' fec-

tJê à I 'une des heures de. pointes de.contaminat' ion virale. La bonne coincidence des

pointes de contaminat ion v i ra le aux tranches horaires 12-14 h pour l 'af f luent et

16-18 h  pour  l ' e f f luen t ,  per re t  d 'ob ten i r  un  taux  d 'é l im ina t ion  v i ra le  (86%)  re -

présentat i f  de la stat ion d 'épurat ion (82% êtant le rendement moyen sur 24 h).

* l.g.rryeir..9i..er::9.!...{s...çn.1.ç.yr9...{::..9:.,*...:.l.1lier:..9i.:tv*.li..qL.v.1.::3:v.i:
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Dans le  ca lcu l  du  rendement  d 'une s ta t ion ,  qu 'e l le  so i t  b io -

logique ou physico-chimique, i l  faut ,  impêrat ivement prenùe en considêrat ion le

temps de rétent ion de I 'eau usée dans les ouvrages. S' i l  est  fa i t  abstract ion de

cet te  cond i t ' i on , ' le  rendement  es t  a lo rs ,  dans  1a  p lupar t  des  cas ,  sous-es t imé.

Aussi  convient- i l  d 'analyser avec précaut ion les résul tats de certains auteurs

qui  n 'ont  pas tenu compte du temps de rétent ion dans le calcul  du rendement,  ou

qu ' i  ne ' l ' on t  pas  ment ionné dans  leurs  t ravaux .

Pour la stat ion d 'épurat ion bio ' logique de Cagnes-sur-Mer,

les pourcentages moyens d'él iminat ion des virus sur 24 h,  selon 
' le 

mode de pré-

lèvement,  osci l lent  entre 60% et 83%. Ces valeurs,  comparêes à cel les rapportées

par d 'autres auteurs pour des stat ions basées sur le même pr incipe, sont,  conme

le  mont re  le  Tab leau 75 ,  t rès  vo is ines .Les  taux  d 'é l im ina t ion  des  bac têr ies  sont

1êgèrement supérieurs (84% à92% pour les streptocoques fécaux et 87%'â 92% pour

les col i formes fécaux) à ceux trouvés pour 1es vi rus,  mais ne di f fèrent pas fon-

damental ement.
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TABLEAU 75

Pourcentage d 'é l im ina t ion  de  la  charge v i ra le

Auteurs
Taux de

réducti on

FUJI0KA e t  co l l .  (1978)

HUGUES er  co l l .  (1979e)

MALHERBE et STRICKLAND-CHOLMEY (L967)

M0 et  col  I  .  ( t977)

SCHWARTZBROD et  co l l .  (1979a)

75y" à 90%

541. à 90%

92%

90% e 99%

90% à 100%

Pour  la  s ta t ion  d 'êpura t ion  phys ico-ch imique de  cannes,

I 'aba t tement  de  la  charge v i ra le ,  dé terminé  sur  24  h  e  par t i r  des  f lux ,  es t  de

gZ%.  Cet te  va leur  es t  d i f f j c i lement  comparab le  avec  ce l le  d 'au t res  au teurs  car '

à  no t re  conna issance,  i l  n 'y  a  pas  de  données concernant  I 'e f f i cac i té  de  s ta t ions

fonc t ionnant ,  d 'une par t ,  avec  de  fa ib les  doses  de  Fe C lg  (25  ng /1)  e t 'd 'au t re

part ,  sans chaux. Ce taux de réduct ion des virus est  re lat ivement important com-

paré à celui  des streptocoques fécaux (38%) et  des col i formes fêcaux (25%)'

CHANG e t  co l l , ,en  1958-b ,  en  dé te rminan t  I ' e f f i cac i té  du  Fe  C l3  su r  l ' é l im ina t ion

des  v i rus ,  mont rè ren t  que,  pour  une concent ra t ion  de  40  mg/ I , ]es  v i rus  é ta ien t

ê l im inés  à  98%.  Ces mêmes auteurs ,  avec  une concent ra t ion  proche de  ce l le  u t i l i -

sée  dans  la  s ta t ion  de  Cannes (20  mg/ l ) ,  on t  ob tenu un  pourcentage d 'é l im ina t ion

des virus proche de 97%

Nos pourcentages  d 'abat tement  bac tér ien  sont  p lus  fa ib les

que ceux  c i tés  par  BECHAC et  co l l .  (1977) .  Ma is  i l  fau t  no ter  que ces  dern ie rs ,

t rouvant  des  pourcentages  d 'é l im ina t ion  de  58% pour  les  co l i fo rmes fécaux  e t

5 l% pour  les  s t rep tocoques fécaux ,  t rava i l la ien t  sur  l ' e f f luen t  de  la  s ta t ion

d,êpura t ion  de  Rennes,  en  p i ' lo te ,  avec  des  doses  de  Fe C l r  p lus  g randes (150mg/ l ) '

L ,ana lyse  b ib l iograph ique sur  ce  su je t ,  b ien  que l im i tée ,  mont re  que les  pourcen-

tages  d ,é l im ina t ion  des  bac tér ies  féca les ,  c i tés  par  cer ta ins  au teurs  (Agence de

Bass ins  R .M.C. ,1976 ;  Conse i l  Supér ieu r  d 'Hyg iène  Pub l ique  de  France '  1980 ;

DEMILLAC,  Lg76;  GUERREE e t  co l . | . ,1970;  MERCIER,  1974;  SAUNIER,  1977) ,  var ien t  de

rcr" à 99%.
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Le pouvo i r  d 'a r rê t  de  la  s ta t ion  d 'ëpura t ion  de  Cannes semble

ê t re  me i l l eu r  pour ' l a  charge  v i ra le  (82%)  que  pour  1a  charge  o rgan ique  (M.E .S .T . :

70%;  D .C.0 .z  60%;  D .8 .0 .5  :60%) .  L 'êcar t  en t re  ces  rendements  peu t  s 'exp l iquer
par  le  fa i t  que  les  doses  de  Fe  C ' l s  son t  fa ib les  e t  que  I ' exp lo i tan t , s 'a t tachan t

à  sa t is fa i re  les  normes imposées par  le  cah ie r  des  charges  (M.E.S.T  :  70  ng /1 ;

D.C.0 .  z  200 ng / l ) ,  ne  cherche pas ,  pôF souc i  d 'économie ,  â  op t im iser  le  rendement

de la  s ta t ion  en  augmentant  les  doses  de  réac t i f s .

Pour  les  deux  s ta t ions  d 'épura t ion  cons idérées ,  
' l a  

compara ison

des abattements moyens en virus montre que 1es pourcentages sont prat iquemment 1es

mêmes e t  son t  vo is ins  de  80%.  Par  cont re , ' le  taux  de  réduc t ion  des  bac têr ies  féca-

les  es t  t rès  d i f fé ren t  se ' lon  la  s ta t ion  d 'épura t ion .  Pour  la  s ta t ion  de  Cagnes-

sur -Mer ,  le  rendement  d 'é l im ina t ion  des  bac tér ies  féca ' les  es t  du  même ordre  que

ceux concernant  1es  charges  v i ra les  e t  o rgan iques .  Pour  la  s ta t ion  de  Cannes,  le

pouvo i r  d 'a r rê t  v i s -à -v is  des  bac té r ies  féca les  es t  p lus  fa ib le  que  ceTu i  ob tenu

v is -à -v is  de  la  charge  o rgan ique  e t  p lus  encore  v i s -à -v is  de  la  charge  v i ra le .

Ces fa i ts  mont ren t  que la  s ta t ion  d 'épura t ion  de  Cannes,  conçue pour  p rovoquer

un abattement de 50 à 80% de la mat ière organ' ique, ne provoque pas un abattement

êqui  va' lent  de 1 a charge bactér i  enne.

Cette étude a montré que :
-  que l  que so i t  le  sys tème d 'épura t ion  cho is i ,  le  pourcentage d 'abat tement  des

v i rus  es t  impor tan t ,  de  I 'o rd re  de  80%.  Ce pourcentage n 'es t ,  cependant ,  pas  sa-

t i s fa isan t  car  s i  l ' on  se  p lace  sur  le  p lan  g loba l  du  re je t  v i ra l  to ta l  après

t ra i tement  d 'épura t ion ,  i ' l  appara i t  que ' la  quant i té  de  v i rus  re ie tés  dans  la  mer

par ' les  eaux  épurées  es t  t rès  impor tan te  :  pour  1a  s ta t ion  d 'épura t ion  b io log ique

de Cagnes-sur -Mer ,  e l le  a t te in t  7 .107 par  jour ;  pour  la  s ta t ion  d 'épura t ion  phy-

s ico-ch im ' ique de  Cannes,  la  quant i té  de  v i rus  es t  encore  p lus  g rande,  env i ron

9 .10e  par  24  h . ;
-  pour  la  s ta t ion  d 'épura t ion  phys ico-ch im ' ique de  Cannes,  i l  y  a  une d i f fê rence

fondamenta le  en t re  le  deven i r  des  v i rus  e t  ce lu i  des  bac tér ies  féca les .  Cet te

d i f fé rence n 'es t  pas  observêe dans  la  s ta t ion  d 'épura t ion  b ' io log ique de  Cagnes-

sur -Mer  pu isque les  taux  d 'é ' l im ina t ion  des  v i rus  e t  des  bac tér ies  sont  êqu iva len ts ;
-  l ' heure  du  pré lèvement  ponc tue l  dans  les  deux  s ta t ions  d 'épura t ion  de  Cannes e t

de  Cagnes-sur -Mer  ne  peut  ê t re  dê terminée qu 'après  avo i r  fa i t  un  ou  p lus ieurs

bi  I  ans de 24 h.
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La recherche " in  s i tu "  des  v i rus  dans  le  mi l jeu  hydr ique

nous a 'amenês :
-  d 'une par t ,  à  p roposer  une techn ique de  t ' i t rage p lus  p rêc ise  que ce l le  des

p1 ages , sous certai nes cond'i t i  ons ,
-  d ,au t re  par t ,  à  appor te r  que lques  mod i f i ca t ions  à  la  méthode d 'adsorp t ion-

élut ion proposée par SARRETTE et col l .  (1977a) et  modif iée par SCHI^IARTZBR0D

et  LUCENA-GUTIEREZ (1978) .

*  La mise au point  de la technique de t ' i t rage nous a condui ts aux

conc lus ions  su ivantes  :
-  1 'é tape  de  la  t r yps ina t ion  n 'a f fec te  pas ' le  t i t re  f i na l  ca lcu lé '

-  le  nombre  d ' inocu lums par  d ' i lu t ion  es t  fonc t ion  de  1a  prêc is ion  du  t i t re  recher -

ché .  Quand 3  inocu lums par  d i lu t ion  son t  u t i l ' i sés ,  1 ' ' i nd ice  N .P .P .  es t  sous-

ou sur -es t imé d 'un  fac teur  de  10 '
-  e f fec tuer  un  t i t rage avec  90  inocu lums par  d i lu t ion  rev ien t  à  fa i re  30  t i t ra -

ges  avec  3  inocu lums par 'd j l u t ion '
-  le  vo lume d ' inocu lum par  cupu ' le  in te rv ' ien t  dans  l 'es t ' imat ion  du  t i t re  v i ra l  :

0 ,025 ml  représente  le  vo lume le  in ieux  adaptê  à ' la  quant i f i ca t ion  des  v i rus ,

-  le  nombre  de  d j lu t ions  es t  pg imord ia l  dans  le  ca lcu l  de  la  concent ra t ion  car ,

dans  cer ta ins  échant i l lons  d 'eau (eau de  mer  par  exemp' le ) ,  i ' l  y  a  appar i t ion

d 'un  e f fe t  i nh ib i teu r  qu i  es t  é l im iné ' lo rsque  les  d i ' l u t ions  son t  poursu iv ies ,

-  la  concordance des  t i t res  ob tenus  â  par t i r  de  no t re  techn ique e t  de  ce l les  u t i -

l i san t  les  p lages  e t  3  f lacons  par  d i lu t ion  es t  par fa i te  Pour  un  nombre  è  v ' i rus  ' in -

f t r ieur à 15/ml,notre méthode, dans nos cond' i t ions expér imentales,  est  p lus précise

quece l le  des  p lages ,  ca r  l ' i n te rva l le  de  con f iance  es t  p Ïus  rédu i t , :

-  pour  app l iquen  les  techn iques  s ta t i s t iques  aux  ind ices  N .P .P . ,  i l  f au t ,

.  dans  le  cas  où  95  inocu lums par  d j lu t ion  son t  u t i l i sés  que :

le  nonbre  to ta l  des  cupu les  "pos i t ' i ves"  cor respondant  aux  3  d i lu t ions

cons idêrées  ne  so i t  pas  in fé r ieur  à  46  e t  supér ieur  à  259 '

1a  probab i l i tê  l iée  au  nombre  carac tér is t ique  so i t  acceptab le ,

.  dans  le  cas  ou  40  inocu lums par  d i lu t ion  son t  u t i l i sés  (cas  l im i te ) - ,que  :

le  nombre  to ta l  des  cupu les  "pos i t i ves"  cor respondant  aux  3  d i lu t ions

cons idêrées  ne  so i t  pas  in fé r ieur  à  32  e t  supér ' ieur  à  L02,

1 a probabi  ' l  
i  té I  i  êe au nombre caractér i  st i  que soi  t  acceptab' le .

L 'ana lyse  de  vap iance,  dans  ces  deux  cas ,  peut  a ' lo rs  ê t re  appf iquée après  avo i r

p réa ' lab lement  t rans formé I '  ind ice  N.P.P.  en  logar i thme.
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* Les modif icat iOns que nous avons apportées à 1 'apparei l  nous ont

permi s :
-  d ,e f fec tuer  la  man ipu la t ion  p lus  s imp lement  par  l ' u t i l i sa t ion  des  rob ine ts '

-  de raccourcjr  le temps d'êlut ion par le remplacement du COton par du verre

fr i  t té,
-  d ,év i te r  au  max imum le  b r is  de  ver re r ie  par  la  concept ion  d 'un  sys tème f i xe '

*  Nos  essa is  de  compara ison des  tampons d 'é lu t ion  nous  on t  mont ré  que:

-  le tampon boraté avec 3% d'extrai t  de boeuf à pH 9 est  un bon éluant '  même

mei l leur ,  dans  nos  cond i t ions  expér imenta les ,  guê le  tampon g lyc ine  à  pH 11 '5 '

-  ce  même tampon peut  ê t re  auss i  b ien  u t i l i sé  à  pH 7  qu 'à  pH 9 '  La  présence d 'une

forte concentrat ion de phosphates dans l 'extrai t  de boeuf tamponnant for tement

1 ,é luant ,  év . i te  la  neut ra l i sa t ion  de  l 'é lua t  e t  permet  a ins i  un  ga in  de  temps

apprêci  abl  e -

*Encequ iconcerne lamiseenêv idencedesv i rusdans lemi l j eu

hydr ique ,  nous avons pu montrer que :

-  la technique de l ' inununo-mjcroscopie électronique permet de détecter de nom-

breux  adénov i rus  dans  des  échant i l lons  de  na ture  t rès  d i f fé ren tes '

-dans la recherched ,une f fe tcy topa thogènesurcu ] tu resce l lu la i res , lap résence

d 'en té rov i rus ,donnan tune f fe tcy topa thogènerap ide 'empêche lamiseenév idence

de  ce lu i ,  p lus  ta rd i f ,  de  l ' adénov i rus .  De  ce  fa i t ,  nous  n 'avons  i so lé '  su r

cul  tures cel  I  u l  a i  res,  prat iquement que des entérovi  rus '

-  la  recherche des  v i rus ,par  les  deux  techn iques  d ' iden t ' i f i ca t ion '  permet  de

met t reenév idence laprésences imu] tanéedev i rus ,d .en té rov i ruse td 'adéno-

v i  rus .
*Aucoursde la recherchede l . i n f luencedesvo lumesd .échan t i ] l ons

sur  l ,éva luaù ion  de  la  charge v ' i ra le  dans  le  mi l ieu  hydr ique '  no t re  é tude nous

a permis de mettre en évidence que :

-  pour  une même quant ' i té  de  poudre  de  ver re ,  lo rsque. l 'éChant ' i l l on  d 'eau es t

fa ib lement  con taminé  par  des  v i rus  (1  N .P 'P 'U  'C ' /1 ) '  l es  mêmes t i t res  v i raux

sont  re t rouvés ,  que l  que so i t  le  vo lume d 'eau passé (20 '  50  ou  100 l i t res ) '

I l n .enes tpasdemêmelo rsque ]aconcen t ra t ionenv i rusdans l .échan t i l l on

ana lysé  es t  p lus  fo r te  (10s  N.P .P .U.C. / l )  :  une  d i f fé rence  dans  les  va leurs

des t i t ragesaude làde20 l i t resd .eaupassésà t raversde ]apoudredever re

es t  no tée ;
-  les  g rands  vo lumes d 'échant i l lons  ne  sont pas  nécessa i res  pour  la  m ise  en  év i -
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dence des  v i rus  dans les  eaux  de  mer ,  de  p isc ine  e t  usées .  Au cont ra i re ,  la

quant i té  de  v i rus  t i t rés  à  par t i r  d iun  grand vo lune d 'eau ana lysé  es t ,  dans

cer ta ins  cas ,  in fé r ieure  â  ce l ' le  ob tenue â  par t i r  d 'un  fa ib le  vo lume,
-  s ' i l  est  courant de détecter des vi rus entér iques dans ies eaux usées brutes

e t  épurées ,  i1  es t  p lus  surprenant  d 'en  met t re  en  év idence dans ' les  eaux  de

p i  sc i  ne ,
-  en  un  po in t  de  pré1èvement  b ien  dé terminé,  les  échant i ' l l ons  d 'eaux ,prê levés

pour ef fectuer la comparaison des vo' lumes,sontassez homogènes puisque, dans

la plupart  des cas, le même virus est  retrouvé.

*  Enf in ,  pour  ce  qu i  es t  de  
' la  

représenta t iv i té  de  l 'échant i l ]on '

no t re  t rava i l ,  por tan t  sur  des  échant i l lons  d 'a f f luen t  e t  d 'e f f luen t  de  deux

s ta t ions  d 'épura t ion ,  a  pu  mont rer  que :
-  le  mode de  pré lèvement  a  peu d ' in f luence sur  l ' es t imat ion  du  rendement  d 'une

s ta t ion  dans  la  mesure  où1es f ' l uc tua t ions ,au  cours  du  temps,  des  charges  bac-

té r iennes  e t  v i ra les  reçues  par  la  s ta t ion  sont  con l lues ,
-  un prélèvement ponctuel  sera d 'autant plus représentat i f  qu' i l  aura êté ef fec-

tué  à  l 'heure  de  l 'une  des  po in tes  de  contaminat ion  v i ra le  e t  bac tér ienne,
-  pour  un  t ra i tement  b io log ique,  le  pourcentage d 'é l im ina t ion  des  v i rus  e t  des

bactér ies est  du même ordre (80%h pour un trai tement physico-chimique 
' le pou-

vo i r  d 'a r rê t  es t  de  82% pour  les  v i rus ,  de  38% pour  1es  s t rep tocoques fÉcaux

et de 25% pour les coliformes fécaux.

Au terme de ce travai' l  de laboratoire et de terrain' nous

pouvons dire que ' le 
système général  proposé (méthode d'adsorpt ion-élut ion sur

de la poudre de veme et méthode de t i t rage ut i l isant 96 inoculums par di lut ion)

es t  b ien  adapté  à  la  mise  en  év idence e t  à  la  quant i f i ca t ion  des  v i rus  ind igènes

présents dans le mi ' l ieu hydr ique.
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R e v .  E p i d e m . ,  l v l e d .  S o c .  e t  S a n t é  P u b l  .  2 1 ,  2 7 3 - 3 0 2

D E N I S  F .  ( 1 5 7 4 )

L e s  v i r u s  p a t h o g è n e s  p o u r  1 ' h o m m e  d a n s  1 e s  e a u x  d e  m e r  e t  d a n s  l e s  m o l l u s q u e s :

s u r v i e ,  r e c h e r c h e ,  b i l a n .

l" led. et  [1a1 .  Inf  ect ieuses 4 ,325-335 .

D E N I S  F . ,  B R I S O U  J . F . ,  D U P U I S  T .  ( 1 S 7 5 ]

Recherches  sur  f  inac t iva t ion  des  en térov i rus  dans  1es  eaux  de  mer .

C . R .  A c a d .  S c .  P a r l s  2 8 1 ,  4 7 1 - 4 7 4 .

D E N ] S  F . ,  D U P U I S  T . ,  D E N I S  N . A . ,  B R I S O U  J . F .  ( 1 5 7 7 )

S u r v i e  d a n s  I ' e a u  d e  m e r  d e  2 0  s o u c h e s  d e  v l r u s  à  A . D . N .  e t  A . R . N .

J .  F r a n ç . H y d r o 1 .  8 ,  2 5 - 3 6 .
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D I E N S T A G  J . L . ,  R O U T E N B E R G  J . A . ,  P U R C E L L  R . H . ,  H O O P E R  R . R . ,  H A R R I S O N  W . O .  ? 9 7 5 )

Food-hand ler -assoc ia ted  ou tbreak  o f  hepat l t i s  type  A:  an  immune e lec t ron

mi .c roscop ic  s tudy .

A n n .  I n t e r n  .  l 4 e d .  8 3 ,  6 4 7 -  6 5 0 .

D O A N E  F . W .  ( 1 9 7 4 )

Ident i f l ca t ion  o f  v i ruses  by  immunoe lec t ron  mic roscopy .

Kurs taK E.  and lv la r isse t  R.  ed l t . ,  New York  237-255.

D O U G H E R T Y  W . J . ,  A L T I " I A N  R .  ( 1 9 6 2 ]

V i r a l  h e p a t i t i s  i n  N e w - J e r s e y  1 9 6 0 - 1 9 6 1 .

Amer .  J  .  lu led  .  32 ,  744-716 .

D U L B E C C O  R . ,  V O G T  I ' 1 .  ( 1 9 5 4 J

P l a q u e  f o r m a t i o n  a n d  i s o l a t l o n  o f  p u r e  l i n e s  w i t h  p o l i o m y e l i t i s  v i r u s e s .

J .  E x p .  l v l e d .  9 9 ,  1 6 7 - 1 7 8 .

E A G L E  H . ,  H A B E L  K . ,  R 0 t ^ / E  W . P . ,  H U E B N E R  R . J .  ( 1 3 5 6 )

V i r a l  s u e c e p t i b i l i t y  o f  a  h u m a n  c a r c i n o m a  c e l l  (  s t r a i n  K B ) .

P r o c .  S o c .  E x p .  B i o l .  a n d  f l e d .  g 1 ,  3 6 1 - 3 6 4 .

E A R L E  W . R .  ( 1 9 4 3 ]

Produc t ion  o f  ma l ignancy  in  v i t ro .

J .  N a t .  C a n c e r  I n s t .  4 , 1 6 5 - 2 1 2 .

E D I ' I O N D  T . 0 . ,  S C H A I B E R G E R  G . E . ,  G E R B A  C . P .  ( 1 9 7 8 ]

Detec t ion  o f  en terov i ruses  near  deep mar lne  sewage out fa11s .

lv la r ine  Po l lu t  .  Bu11 .  9 ,  246-245.

E I S E N H A R T  C . ,  W I L S O N  P . W .  ( 1 9 4 3 ]

S t a t i s t i c a l  m e t h o d  a n d  c o n t r o l  1 n  b a e t e r i o l o g y .

B a c t e r i o l .  R e v .  7 ,  5 7 - 1 3 7 .

F A N N I T \  K . F . ,  A B I D  S . I V I . ,  B E R T U C C T  J . J . ,  R E E D  J . I V I . ,  V A N A  S . C . ,  L U E - H I N G  C .  ( 1 9 7 8 ]

S ign i f i cance o f  repor t ing  in fec t ions  v i ra l  as  p laque fo rming  un i t  concent ra t ions-

f rom env i ronmenta l  samples .

A b s t r a c t s  o f  t h e  Z e t h  n . S . N .  m e e t l n g .
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F A R R A H  S . R . ,  G O Y A L  S . I U I . ,  G E R B A  C . P . ,  W A L L I S  C . ,  I ' I E L N T C H  J . L .  N S J Z I

Coneent ra t lon  o f  en terov i ruses  f rom es tuar ine  water .

A p p l .  E n v i r o n .  l Y i c r o b i o l .  3 3 ,  1 ' l S 2 - 1 1 9 6 .

F A R R A H  S . R . ,  G O Y A L  S . M . ,  G E R B A  C . P . ,  h / A L L I S  C . ,  S C H A F F E R  P . T . P .  I 1 9 7 6 )

Charac ter ls t i cs  o f  humic  ac lds  and organ ic  compounds concent ra ted  f rom tap

water  us ing  the  Aque la  v i rus  concent ra to r .

W a t e r  R e s .  1 0 ,  8 S 7 - 9 0 1 .

F A V E R O  I V I . S . ,  D R A K E  C . H . ,  R A N D A L L  G . B .  ( 1 9 6 4 ]

Use o f  s taphy lococc i  as  ind ica tors  o f  sw imming poo l  po l lu t ion .

P u b l .  H l t h . R e p .  7 9 ,  6 1 - 7 O .

F I E L D S  H . A . ,  I 4 E T C A L F  T . G .  3 9 7 5 )

Concent ra t ion  o f  adenov l rus  f rom seawater .

hJater Res . € , 357 -364 ,

F L 0 R A  ( d e l  S . ,  R E N Z I  [ d e ]  G . P . ,  B A D O L A T I  G .  ? 9 7 5 )

Detec t ion  o f  an ima l  v i ruses  in  coas ta l  sea  water  and sed lments .

App l  .  lu l i c rob io l  .  30 ,  472-475 .

F L O Y D  R . ,  S H A R P  D . G .  ( 1 3 7 9 )

V i ra l  aggregat ion :  bu f fe r  e f fec ts  in  the  aggregat ion  o f  po l lov i rus  and reov j - rus

a t  l o w  a n d  h i g h  P H .

A p p l .  E n v i r o n .  I I i c r o b i o l .  g ,  3 9 5 - 4 0 1  .

F L U E G G E  R . 4 . ,  M E T C A L F  T . G . ,  W A L L I S  C .  ( 1 9 7 8 ]

V i rus  lnac t iva t lon  in  wastewater  a f f luen ts  by  ch lo r ine ,  ozone and u l t rav io le t

' I  
i  Ê l a +

pr ]ceeOings  o f  the  na t iona l  sympos ium.  C inc innat i ,Oh io ,  Sept  .  18-2A "  Progress

i n  w a s t e w a t e r  d e s i n f e c t l o n  t e c h n o l o g y  " .

F O U R N I E R  J . G . ,  R O U S S E T  S . ,  B O U T E I L L E  I ' I .  ( 1 9 7 8 )

App l ica t ion  de  f  immuno-mic roscop ie  é lec t ron ique à  la  dé tec t j -on  de  v i rus  en

mi l ieu  hydr lque.

C . R .  A c a d .  S c .  P a r l s  2 2 ,  1 6 3 7 - 1 6 3 3 .

F R Ê Y I V I U T H  F . ,  D A O N  F . ,  A U B O U R G  P . ,  G A N D O N  S . ,  L A N G E A R D  I V I . M . ,  V A L D A Z O  A . ,  P I T R E  J . ,

C H A I ' I B O N  J . ,  V E R ] N  J . L .  ( 1 9 7 9 )

C o n t a m i n a t i o n  d e  1 ' e a u  p a r  1 e s  e n t é r o v i r u s  n o n  p o l i o m y é l i t i q u e s .

Ouest  l Ïed .  32 ,  439-442.
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F U J I O K A  R . S . ,  L O H  P . C .  ( 1 S 7 8 ]

Recyc l ing  o f  water  fo r  i r r lga tor :  pers is tence o f  en terov i rus  in  sewage e f f luen t

and na tura l  waters  rece lv ing  the  e f f luen t .

W a t e r ,  A i r ,  S o i l .  P o l l u t i o n  9 ,  2 1 3 - 2 2 6 .

G E I G Y  ( 1 9 7 3 )

Tab l .es  sc len t i f iques  -  7  ème éd i t ion .

C i b a - G e i g y  é d i t .  B â 1 e .

G E R B A  C . P . ,  S I V I I T H  E . I V I . ,  Y I E L N I C K  J . L .  ( 1 5 7 7 )

Deve lopment  o f  a  quant i ta t i ve  method fo r  de tec t ing  en terov i ruses  in  es tuar ine

sed i .ments .

A p p l  .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l  .  ] ! ,  1 5 8 - 1 6 3 .

G E R B A  C . P . ,  G O Y A L  S . I U I . ,  L A B E L L E  R . 1 . ,  C E C H  I . ,  B O D G A N  G . F .  ( 1 9 7 9 )

Fa i lu re  o f  ind ica tor  o f  bac ter ia  to  re f lee t  the  oecurence o f  en terov i iuses

in  mar ine  waters .

A m e r .  J .  P u b l i c  6 9 ,  1 1 1 6 - 1 1 1 9

G L E D E L  J . ,  A D R O I T  J .  ( 1 3 7 9 ]

Les  c r i tè res  mic rob io log iques  app l iqués  aux  denrées  a l imenta i res .  Formula t ion .

S l g n i f i c a t i o n .

Cah ier  de  nu t r i t ion  e t  de  d ié té t ique 4  ,  259-269.

G O Y A L  S . M . ,  G E R B A  C . P . ,  Y I E L N I C K  J . L .  ( 1 9 7 8 )

Preva lence o f  human enter ic  v i ruses  in  coas ta i  cana l  communi t i .es .

J .  W a t .  P o 1 1 u t .  C o n t r o l  F e d .  5 0 ,  2 2 4 7 - 2 2 5 6 ,

G R A B o W  W . 0 . K .  ( 1 9 6 8 )

The v i ro logy  o f  was te  water  t rea tment .

W a t e r  R e s .  2 ,  6 7 5 - 6 7 9 ,

G R A V E L L E  G . R . ,  H O R N B E C K  C . L . ,  Y I A Y N A R D  J . E .  S C H A B L E  C . A . ,  C O O K  E . M . ,  B R A D L E Y  D . W .

r 4 0 7 q l

Hepat i t i s  A :  repor t  o f  a  common sourc?  ou tbreak  w i th  recovery  o f  a  poss ib le

e t i o l o g i c  a g e n t .  I I  -  L a b o r a t o r y  s t u d i e s .

J .  I n f e c t .  D i s  .  1 3 1  ,  1 6 7 - 1 7 1  .

G R T N S T E ] N  S . ,  I ' I E L N T C K  J . 1 . ,  W A L L I S  C .  ( 1 9 7 0 )

V i rus  iso la t ion  f rom sewage and f rom a  s t ream rece iv ing  e f f luen t  o f  sewage

t rea tment  p lan ts .

'8u11 .  0 .1 '1  .5 .  42 ,  291-256
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GUERREE YI .  ,  GOI" IELLA C. ,  BALETTE B.  (1970]

Pra t ique de  I 'assa in i .ssement  des  aggJ .oméra t ions  urba ines  e t  ru ra fes .

E y r o l l e s  é d i t .  ,  P a r i s .

G U I L L O T  P .  ( 1 S 6 1  )

Exposé c r i t ique  des  pr inc ipa les  méthodes de  mesures  des  v i rus .

P a t h .  B i . o 1  .  9 ,  1 7 8 1 - 1 7 8 8 .

H A L D A N E  J . B . S .  I 1 9 3 9 ]

Sampl ing  er ro rs  in  the  de terminat ion  o f  bac ter ia l  o r  v i rus  dens i ty  by  the

d i lu t ion  method.

J .  Hyg iene 39 ,  289-293

H A L V O R S O N  H . 0 . ,  Z I E G L E R  N . R .  ( 1 9 3 3 ]

App l ica t ion  o f  s ta t i s t i cs  to  p rob lems in  baeter io logy .  I I I  -  A  cons idera t ion  o f

the  aecuracy  o f  d i lu t ion  da ta  ob ta ined by  us ing  severa l  d i lu t ions .

J .  B a c t e r i o l .  2 6 ,  5 5 9 - 5 6 7 .

I j A P I B L E T -  F . E . ,  H I L L  W . F . ,  A K I N  E . i ^ / .  ( 1 9 6 7 )

Ef fec t  o f  p laque assay  d i luent  upon enumera t ion  o f  po l iov i rus  type  I .

App l .  lu l i c rob io l  .  X '5 ,  2O8-21O.

H A N K S  J . H . ,  W A L L A C E  R . E .  ( 1 9 4 9 ]

0xygen and tempera ture  in  the  preserva t ion  o f  t i ssues  by  re f r igera t ion .

P r o c .  S o c .  E x p .  l v l e d  , .  7 1  ,  1 9 6 - 2 0 1  .

H A W L E Y  H . 8 . ,  M O R I N  0 . P . ,  G E R A T H Y  M . E . ,  T O T T K O W  J . ,  P H I L ] P S  C . A .  ( 1 S 7 3 ]

Coxsack ie  v i rus  B  ep idemlc  a t  a  boy 's  summer  camps.  Iso la t ion  o f  v i rus  f rom

swimming water.

J .  A m e r .  M e d .  A s s n .  2 2 6 ,  3 3 - 3 6

H I L L  W . F . ,  A K I N  E . W . ,  B E N T O N  W . H .  1 1 9 7 1 )

Detec t ion  o f  v i ruses  in  water :  a  rev iew o f  methods  and app l ica t ion .

h / a t e r  R e s .  5 ,  S 6 7 - S 9 5 .

H O S K I I \ S  J . K .  ( 1 S 3 4 )

Most  p robab le  numbers  fo r  eva lua t ion  o f  co l i  tes ts  by  fe rmenta t ion  tube method.

P u b l .  H l t h . R e p .  4 9 ,  3 9 3 - 3 9 6 .
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H U G U E S  8 . ,  B O U G I S  [ T . A . ,  P L I S S I E R  I T . ,  A N D R E  M . ,  L A U R E N T  D . ,  P A G L I A R D I N I  A .  ( 1 9 7 9  A ]

Eva lua t ion  de  Ia  contaminat ion  v i raLe mar ine  après  re je t  d 'un  e f f luen t  par  un

émissa i re  en  mer .

Z b l .  B a k t .  H y g . ,  I  A b t .  0 r i g .  B  1 6 9 ,  2 5 3 - 2 6 4 ,

HUGUES B.  ,  PL ISSIER I '1 .  (  1  376 )

I n a c t i v a t i o n  c o m p a r é e  d e  P o l l o v i r u s  I ,  E . c o l i ,  S .  p a r a t y p h i  B ,  P ô r  l e  c h l o r e

e t  p a r  I ' o z o n e  e n  f o n c t i o n  d u  p o t e n t i e l  d ' o x y d o - r é d u c t i o n ,  d u  t e m p s  d e  c o n t a c t

e t  de  Ia  concent ra t ion  du  mi l ieu  en  subs tances  réduc t r i ces .

R a p p o r t  f l n a l  n " 7 4 4 7 .  H i n i s t è r e  d e  I a  Q u a l i t é  d e  I a  V i e  e t  d e  I ' E n v i r o n n e m e n t .

H U G U E S  8 . ,  P L I S S I E R  N . ,  A N D R E  I T . ,  P A G L I A R O I N I  A . ,  L A U R E N T  D .  ( 1 9 7 9  b ]

E v a l u a t i o n  d e  l a  c h a r g e  v i r a l e  d a n s  l e s  e a u x  d ' u n e  s t a t i o n  d ' é p u r a t i o n  b i o l o g i q u e

au moyen de  deux  méthodes de  concent ra t ion  de  v i rus  par  adsorp t ion-é lu t ion  sur

poudre  de  ver re  ou  sur  mic ro f ib re  de  ver re .

W a t e r  R e s .  1 3 ,  1 1 1 7 - 1 1 2 3 .

H U G U E S  8 . ,  P L I S S T E R  [ T . ,  L E F E V R E  J . R . ,  C I N T  A .  ( 1 9 7 9  C ]

D ls t r ibu t ion  de  Ia  charge v i ra le  e t  bac tér lenne dans  f 'eau  de  mer  à  p rox imi té

d ' u n  r e j e t  d ' e a u x  u s é e s  t r a i t é e s .

Journées  de  la  "Soc ié té  França ise  de  Mic rob io log ie  "  sur  Ia  mic rob lo log ie  mar ine

TIARSEILLE.

H U G U E S  8 . ,  P L I S S I E R  M . ,  Y I O T H O N  F . ,  B O C Q U E T  J . P .  ( 1 9 7 9  d ]

Recherche v l ra le  dans  les  zones  récréa t ives .

-  R e v .  F r a n ç .  S a n t é  P u b l i q u e  7 ,  5 3 - 6 1 .

H U G U E S  8 . ,  P L ] S S I E R  1 4 . ,  P A G L I A R D ] N I  A . ,  L A U R E N T  0 . ,  A N D R E  Y I .  ( 1 9 7 9  E )

A p p l l c a t i o n  d e  1 a  m é t h o d e  d ' a d s o r p t i o n - é l u t i o n  s u r  f i l t r e  e n  f l b r e  d e  v e r r e  p o u r

d é t e r m i n e r  l a  c h a r g e  v i r a l e  à  I ' e n t r é e  e t  à  l a  s o r t i e  d ' u n e  s t a t i o n  d ' é p u r a t i o n

L . ' ^ 1 ^ - i - , , ^
r J r u  I U É J r { u E  .

J .  F r a n ç .  H y d r o l .  1 0 ,  2 1 - 2 8 ,

J A C O B S  R . R . ,  S O B S E Y  T 1 . D .  ( 1 S 7 8 ]

Improved methods  fo r  concent ra t ing  adenov i rus  f rom dr ink ing  water .

Abs t rac ts  o f  the  Amer ican Soc ie ty  o f  Î ' l i c rob io logy .

JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE (1S74]

L e  r é g i m e  d e  l ' e a u  n o r c z 7 .
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V isua l i sa t ion  by  . immune e lec t ron  mic roscopy  o f  27  nm par t i c le  assoc ia ted  w i th

a c u t e  i n f e c t i o u s  n o n  b a c t e r i a l  g a s t r o e n t e r i t i s .

J .  V i ro l .  lg ,  1075-1081 .

K A P I K I A N  A . 2 . ,  K I l u l  H . W . ,  W Y A T T  R . G . ,  R 0 D R I G U E Z  t ^ J . J . ,  R O S S  S . ,  C L I N E  W . L . ,

P A R R O T  R . H . ,  C H A N O C K  R . I 4 I .  ( 1 9 7 4 )

R e o v l r u s - l i k e  a g e n t  i n  s t o o l s :  a s s o c l a t l o n  w i t h  i n f a n t i l e  d i a r r h e a  a n d  d e v e l o p m e n t

o f  s e r o l o g i c  t e s t s .

S c i e n c e  1 8 5 ,  1 0 4 9 - 1 0 5 3 .

K A P I K T A N  A . 2 . ,  C L I N E  W . L . ,  I " I E B U S  C . A . ,  W Y A T T  R . G . ,  K A L I C A  A . R . ,  J A I ' I E S  H . 0 . ,

V A N  K I R K  D . ,  C H A N O C K  R . Y I .  ( 1 9 7 5 ) .

New complement - f i xa t i .on  tes t  fo r  the  human reov i rus  l i ke  agent  o f  in fan t is

g a s t r o e n t e r i t i s .

L a n c e t  1 ,  1 0 5 6 - 1 0 8 ' l  .

K A T Z E N E L S O N  E .  ( 1 9 7 6 )

V i ro log ic  and eng ineer ing  prob lems in  mon i to r ing  v i ruses  in  water .

I n  "  V i r u s e s  i n  w a t e r  " .

E d i t . B e r g .  G e t  a l .  A m e r i c a n  P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t l o n  P u b l i s h e r .

K A T Z E N E L S O N  E .  { 1 5 7 7 )

C o n c e n t r a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  v i r u s e s  f r o m  s e a  w a t e r .

Rev.  In t  .  Oceanosr .  l v led  .  48  ,  9 -  1  6  .

K E L E N  A . E . ,  H A T H A W A Y  4 . E . ,  M e  L E O D  D . A .  ( 1 9 7 1 )

R a p i d  d e t e c t i o n  o f  A u s t r a l i a n  S H  a n t i g e n  a n d  a n t i b o d y  b y  a  s i m p l e  a n d  s e n s i t i v e

t e c h n i q u e  o f  i m m u n o  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .

C a n .  J .  M i c r o b i o l  .  1 7  ,  9 9 3 - 1 0 0 0 .

K E L L Y  S . ,  S A N D E R S O N  W . W .  ( 1 3 6 0 )

D e n s l t y  o f  e n t e r o v i r u s  1 n  s e w a g e .

J .  \ , r J a t .  P o 1 1 .  C o n t r o l  F e d .  3 2 ,  1 2 6 9 - 1 2 7 3 .

K E L L Y  S . ,  S A I \ D E R S O N  W . W .  ( 1 S 6 4 ]

A t t e n u a t e d  p o l i o t t i r u s  i n  s e w a g e .

J  .  W a t .  P o 1 1  .  C c n t r o l  .  F e d .  3 6 ,  S 0 5 - 9 0 8  -

K L I N G  C .  (  1  9 2 8  )
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8 u 1 1 .  O f f .  I n t e r n a t .  H y g .  P u b ,  2 0 ,  1 7 7 9 - 1 8 0 3



189
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of  bac ter ia l  popu la t ions
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Escher ich ia  co l i ,  Cand ida  a lb icans  en  eau de  mer  e t  en  eau de  r i v iè re .
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T e s t s  s t a t i s t i q u e s  p o u r  l e  c o n t r ô l e  b a c t é r i o l o g i q u e  e n  m i l i e u x  d ' e n s e m e n c e m e n t
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A usefu l  quant i ta t i ve  semi  mic ro  method fo r  v i ra l  p laque assay .

Proc .  Soc  .  Exp .  B io l  .  I Ied  .  142,  117 4 '1179
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v i ro log iques  e t  myco log iques .
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V i r o l o g y  1 6 ,  5 0 4 - 5 0 6 .
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8u11 .  W.H .0 .  42 ,  957 '992 .

wooDwARD R .L .  ( 19571

How probable is  the most  probable number ?

J .A .W.W.A .  49 ,  1060 -1068 .

r^ /YSHAK G. ,  DETRE K.  (1972)

Est imat ing the number of  organisms in  quanta l  assays.

Appl .  lv l lc robio l  .  23,  784-790.
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I

i-
--T9T-

*.:"ïil1"ïï:i.:::*



19S-

ANNEXE A1

OoiEOEl}trOEOtrr)trOoO



199

CALCUL DES PRoBABILITES D'APRES DE MAN (1975)

Pour une valeur de d,  
' la probabi l  j tê P*y,  = Tr.TyT, est  calculêe

pour  chaque  N.C.  poss ib le .

Les  probab i l i tés  Tx ,  Ty ,  T ,  cor respondant  aux  N.C.  x ,y ,z  sont

ca1cu l  êes  par  1  'équat i  on  :

n !
(1-e-qd)P1s-9d1n-PJ=

p! (n -p )  !

A ins i ,  pour  une dens i tê  donnée,  les  p robab i l i tês  max imal :es  T* ,  Ty  e t  T ,  permet -
- tent  de t rouver respect ivement Xmax, Yr.* . t  Zrar.  I l  en résul te que le N.C. le

p lus  p robab le  es t  a lo rs  * ra* iy ra r iZmax.  Après  avo i r  fa i t  var ie r  les  N.C.  au tour

d .  r ru* ,  Vmax. t  r ru* ,  les  p robab i l i tés  des  d i f fé ren tes  combina isons  sont  ca l -

cu lêes .  E l les  sont  c lassées  par  o rdre  décro issant  pu is  comptab i l i sêes  jusqu 'à

ce  que la  somme so i t  êga le  à  95%.

Dans 
' l  ' imposs ib i ' l i tê  de  ca lcu le r  les  912 673 combina isons  poss i -

b les ,  les  comb' ina isons  1es  p lus  p robab les  sont  a lo rs  recherchées.

Exemple :s id=14 ,5

*  pour  1a  prem' iè re  d i lu t ion  (C1 =  t ;

X TX

94

95

96

0,000000

0,000048

0 ,99995 1

Quand T* = 0,999951 est  maximum, xru* = 96

I l  n 'y  a  pas  de  var ia t ion  au tour  d .  * r . *
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*  pour  la  deux ième d i lu t ion (qz = 0,1)

v T

72

73

74

75

76

0,087984

0,094389

0,095731

0,091632

o,082620

Quand Ti = 0'095731 est maximum, vmax = 74

Il  y a une variat ion autour d. Yru*

*  pour  la  t ro is ième d i lu t ion  (qr  =  0 ,01)

1,

10 0,086951

0 ,106075

0,L17243

0 ,118211

0,109356

11

L2

13

14

Quand T, = 0,118211 est  maximum, z*. ,  = 13

I l  y a une var iat ion autour d.  . ru*



PROBABILITE D' OBTENIR UNN.C. POUR UNE DENSITE VIRALE

20r
d =  0 ,01

60
50
4L
40
31
30
22
2l
20
11
10
01
00

0,000331
0,002170
0,001137
0,011723
0,004864
0,050116
0,000741
0,015430
0,159000
0,03229t
0,332744
0,033441
0 ,344500

0,057
0,048
0,047
0,038
0,038
0,028
0,037
0,028
0,018
0,018
0,009
0,009
0,000

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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PR0BABIL ITE D '0BTENIR UN N.C.  POUR UNE DENSITE VIRALE d  =  0 ,03

100
91
99
81
80
72
7L
70
62
61
60
60
52
51
50
50
42
41
41
40
40
32
31
31
30
30
2?
2L
2t
20
20
11
11
10
01
00

0,000321
0,000350
0,00L212
o,001178
0,004063
0,000494
0,003458
0,019600
0,001262
0,008818
0,001860
0,030549
0,002725
0,019080
0,001860
0,065965
0,004856
0,000912
0,033931
0,003386
o,117578
0,006843
0,001288
0,047916
o,004781
0 ,165800
0,007165
0,001348
0,050168
0,004993
0,173395
0,000930
0,034618
0 , 1 19600
0,011803
0,040900

0,098
o,098
0,088
0,087
0,078
0,087
0,077
0,067
0,077
0,067
0,067
0,057
0,067
0,057
0,057
0,048
0,057
0,057
0,047
0,047
0,038
0,047
0,047
o,038
0,038
0,028
o,037
0,037
0,028
0,028
0,018
0,029
0,018
0,009
0,009
0,ooo
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PROBABILITE D'0BTENIR UN N.C. P0UR UNE DENSITE VIRALE d = 0,06

0
I
2
3
4
6

6

7

B

9

10

11

L2

13

14

0

1

2

3
A
T

6

6

7

I

9

10

11

t2
13
1

I

3

4

6

7

I

9

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
20
20
20
z0
20
20
20
20

20

0,00t672
0,009927
0,029157
0,056494
0,08L221
0,09241.3
o,086670
o,068906
0,047403
0,02866 1
o,015419
0,007454
0,003265
0,001305
o,000478
0,000966
0,005735
0,016845
0,032638
0,046924
0,053390
0,050072
0,039809
0,027386
0,016558
0,008908
o,004307
0,001886
0,000754
0,001639
0,004815
0,009330
0,013414
0,015?62
0,014313
0,011380
o,007828

0,004733

0,009
0,018
0,028
0,038
0,048
0,057
0,067
0,078
0,088
0,098
0,108
0,119
0 ,130
0 ,140
0,009
0,018
0,028
0,038
0,047
0,057
0 ,067
o,077
0,087
0,098
0 ,108
0,  118
0,129
0,140
0,028
0,037
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,097

0 ,107

0,002546

0 ,001231

0,000539

o,000908

0 ,001759

0,002529

0,002878

0,002699

0,002146

0,001476

0,000893

0,000480

0,000572

0,001680

0,003255

0,004686

0,005325

0,004994

0,003970

0,00273I

o ,001551

0,000888

0,000971

0,001881

0,002704

0,003076

o,002885

0,002294

o,001578

0,000954

0 , ooo5 13
0,000538
0,000773
o,000879
0,000825
0,000656
0,000451

0,118

0 ,128

0 ,139

0,047

0 ,057

0 ,067

0 ,077

0 ,087

0,097

0 ,  107

0 ,117

0,  Lz8
0,018

0,028

0 ,038

0,047

0 ,057

0 ,067

0 ,077

o ,087

0 ,098

0 ,108

0 ,037

0,047

0 ,057

0,067

0,077

0 ,087

0 ,097

0 ,107

0  ,118
0 ,057

0 ,067

0 ,076

0 ,087

0 ,097

0 ,107

10
11
L2
2
3
4
q

6

7

B

9

10

1

2
?

4

5

6

7
R

9
10
2
J

4

6

7

B

9

10
I

4

5

6

7

I

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0 l

0

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

i

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2
2
2
3
3
?

3
3
3
3
3
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
U

1

1

1

1

1

I

1

1

1

2

2

2

2

2

2

PROBABILITE
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PR0BABIL ITE D 'OBTENIR UN N.C.  P0UR UNE DENSITE VIRALE d  =  0 ,08

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

L2

13

L4

15

16

t7

1

2

3

4
F

6

7

I

9

10

11

L2

13

L4

15

16

T7

1

2

3

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
i0
10
10
10
10
10
10
i0
10
10
10
10
10
10
10
10
10
20
20
20

0,001587
0,006?78
0,016384
0,03L727
0,048621
0,061418
0,065768
o,060939
0,049626
0,035959
0,023415
0,013814
0,007434
0,003671
0,001671
0,000705
0,000276
a,001224
0,004841
0,012634
0,024464
0,037491
o,047358
0,050713
0,046989
0,038266
0,027727
0,018055
0,010651
o,005732
0,002830
0,001289
0,000543
0,000213
0,000467
0,001847
0,004820

0,009
0,018
0,028
0,038
0,048
0,057
0,067
0,078
0,0BB
0,098
0,108
0 ,119
0 ,130
0,140
0,151
0,162
0 ,173
0,018
o,028
0,038
0,047
o,057
0,067
0,077
0,087
0,098
0 ,108
0 ,118
0,129
0,140
0 ,151
0,161
0,L72
0,184
0,028
0,037
0,047

?0
20
20
20
29
20
20
20
20
20
20
20
20
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
40
40
40
40
40
40
40
40
40
01
01

0,009334

o,014304

0,018068

0,019348

0,0t7927

0,014599

0,010579

0,006888

0,004064

0,002187

0,001080

o,ooo492
0,000207
0,000465
0,001213
0,002349
o,003600
0,004547
0,004869
0,004512
o,003674
0,002662
0,001734
0,001023
0,000550
0,000272
0,000227
0,000439
0,000672
0,000849
0,000909
0,000843
0,000686
0,000497
0,000324
0,000482
0,001259

0 ,057
0 ,057

0 ,077

0 ,087

0 ,097

0 ,107

0  ,118
0 ,128

0 ,139

0  ,150
0 ,161 .

0 ,172

0 ,183

0,047

0 ,057

0 ,067

0 ,077

0 ,087

0 ,097

0 ,107

0  ,117
0 ,128

0 ,138

0 ,149

0 ,150
0  ,171
0 ,066

0 ,076

0 ,086

0 ,096

0  ,107
0 ,117

0,L27

0 ,138

0 ,148

o,028
o,038

4

6

7

B

9

10

11

t2
13
L4

15

16

2

3

4

6

7

I

9

10

11

t?

13

14

3

4
F

6

7

I

9

10

11

2

3

PROBABILITE
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4

5

6

7

I

9

10

11

t2
13
t4
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
L2
13
t4
3
4
q

6

7

8

9

10

11

L2

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

2t
2 t
2L
2I
2L
2t
2 t
2L
2L
2t

0,002438
0,003736
0,004719
0,005053
0,004682
o,003813
0,002763
0,001799
0 ,00106 1
0,000571
0,000282
0,000372
0,000971
0,001880
0,002880
0,003639
0,003896
0,003610
o,002940
0,002130
0,001387
0,000818
0,000440
0,000217
0,000370
0,000717
0,001099
0,001388
0,001487
0 r001377

t
0;001122
0,000813
0,000529
0,000312

0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,098
0,108
0 ,118
0,r29
0 ,140
0 ,150
0,037
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,097
0,107
o ,118
0,128
0 ,139
0 ,150
0,161
0,057
0,067
0,076
0,087
0,097
0 ,107
0, i17
0,128
0,138
0 ,149
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PR0BABILITE D'OBTENIR UN N.C. P0UR UNE DENSITE VIRALE d = 0,1.05

2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
L2
13
t4
15
16
L7
18
19
20
2
3
4
q

6

7

8

9

10

11

t2
13
L4

1.5

16

L7

18

19

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,000773
0,002681
0,006901
0,014058
o,023605
0,033600
0,041383
o,044798
0,043148
0,037347
0,029288
0,020951
0,013752
0,008323
0,004665
0,002430
o,001181
o,000537
0,000229
0,000783
0,0027t7
0,006993
0,014245
0,023919
0,034047
0,041934
0,045394
0,0437?3
0,037844
0,029678
0,021230
0,013935
0,008433
0,004727
0,002463
0,001197
0,000544

0,018
0,028
0,038
0,048
0,057
0,067
0,078
0,0BB
0,098
0,108
0,119
0,130
0,140
o,  151
0,L62
0,173
0,185
0,196
0,207
0,028
0,038
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,098
0,108
0,118
0,129
0,1.40
0 ,1.5 1
0,161
0,172
0 ,184
0 ,195
0,206

10
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
40
40
40

0,000232
0,000393
0,001362
0,003506
0,007t42
0,011993
0,017070
0,021025
o,022760
0,021922
o,018974
0,014880
0,010644
0,006986
0,004228
0,002370
0,001235
0,000600
0,000273
0,000450
0,001159
0,002361
0,003966
0,005646
0,006953
0,007527
o,007250
0,006275
0,004921
0,003520
0,002310
0,001398
0,000784
0,000408
0,000285
0,000580
o,000973

0,218
0,037
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,097
0 ,107
0,118
0,128
0,139
o,150
0,161
0, r72
0,183
0,194
0,205
0,217
0,057
0,067
0,077
0,087
0,097
0,107
0 ,117
0,128
0,138
0 ,149
0 ,160
0 ,171
0 ,182
0 ,193
0,204
0,076
0,086
0,096

20
2
3
4
5
6
7
B
9

10
11
12
13
t4
15
16
t7
i8
19
3
4
E

6

7

I

9

10

11

t2
13
t4
15
16
t7
4
5
6

PROBABILITE
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74

84

94

104

11 4

124

134

t44

154

75

85

95

105

11 5

L25

30

40

50

60

70

80

90

100

11 0

L20

130

140

150

160

L70

31

41

51

61

7I

B1

91

0,001386
0,001707
0,001847
0,001779
0,001540
0,001208
0,000864
0,000567
o,ooo343
0,000269
0,000331
0,ooo359
0,000346
0,000299
o,000235
0,000270
0,000696
0,001418
0,002381
0,003389
0,004174
0 ,0045 18
0,004352
0,003767
0,002954
0 ,0021 13
0,001387
0,000839
0,000470
o,000245
o,000274
0,000705
o,001437
0,002472
0,003434
0,004229
0,004578

0,107
0,1 .17
0,r27
0,138
0,148
0,159
0 ,170
0,181
0,L92
0 ,116
0,127
0,137
0,148
0,158
0,169
0,038
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
0,098
0 ,108
0,118
0,I29
0,140
0,150
0 ,1.6 1
0,172
0,184
0,047
0,057
0,067
0,077
0,087
o,097
0,107

11

11

11

11

11

11

11

11

2T

21

2L

2 l

21

2t
2 t
2L

?1
2I
2T
?l
2T
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
02
02
02
L?
L2
L2

0,004410
0,003817
o,002993
0,002141
0,001405
0,00085 1
0,000477
0,000248
0,000354
0,000720
0,001209
0,00L722
0,002120
0,002295
0,00?2l l
0  ,00 19 14
0,001501
0,001074
0,000705
0 ,000426
0,000239
0,000238
0,000400
o,000569
o,000701
0,000759
0,ooo731
0,000633
0,000496
0,000355
0,000233
0,000208
o ,000225
0,000217
0 ,0002 1 1
0,000228
0,000220

o ,118
0,128
o ,139
0 ,150
0,161.
0,172
0,183
o,194
0,067
o,076
0,087
o,097
0,107
0,Ll7
0 ,128
0,138
0 ,149
0,160
o,171
0 ,182
0,193
0,086
0,096
0,Lo6
0,117
0,127
0 ,138
0,148
0 ,159
0 ,170
0 ,181
0,097
0,107
0 ,118
0,107
0 ,117
0,128

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10
11
L2
13
14
15
16
t7
4
Â

6

7

8

9

10

11

t2 .
13
14

15

16

5

6

7

I

9

10

11

L2

13

I4

I

9

10

I

9

10
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PROBABIL ITE D 'OBTENIR UN N.C.  POUR UNE DENSITE VIRALE d  =  0 '145

6

7

8

9

10

11

L2

13

t4

15

16

t7

18

19

?0

2t
6

7

I

9

10

11

L2

13

14

15

16

T7

18

19

20

2t
6

7

I

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
10
10
1,0
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
20
20
?0

0,002607
0,005230
0,009079
0,013853
0,018805
0;022942
0,025357
0,025566
0 ,02365 1
0,020175
o,015937
0,011703
0,008014
0, 005 134
0,003084
0,00t742
0,003655
0,007333
0,012731
0,019423
0,026368
0,032t67
0,035554
0,035847
0,033162
0,028288
0,02?346
0,016409
0,011237
0,007198
0,004325
0,002442
0,002915
0,005848
0,010151

0,057
0,067
0,078
0,088
0,098
0,  108
0,119
0,130
0,140
0,151
0,162
0,173
0,185
0,196
0,207
0,219
0,067
0,077
0,087
0,098
0,108
0,118
0,129
0,  140
0,151
0,161
0,172
0,1.84
0,195
0,206
0,218
0 ,230
0,077
0,087
0,097

9 2 0
10 20
11 20
L220
13 20
14 20
15 20
16 20
t7  20
18 20
19 20
20 20
2L20
7 3 0
830
930

1030
11 30
t2 3 0
1330
1430
1530
16 30
t730
1830
1930
9 4 0

1040
11 4  0
t2 4 0
1340
t4 4 0
1540
16 40
t7  4  0

0,015488
0,021025
0,025650
0,028350
0,028584
0,0?6443
0,022556
0,017818
0,013084
0,008961
0,005740
0,003448
0,001947
0,002328
0,004042
0,006167
0,008372
0 ,010213
o,011288
0,011381
0,010529,
0,008981
0,007095
0,005210
o,003568
0,002286
0,002094
0,002843
0,003468
0 ,003833
o,003865
0,003575
0,003050
0,002409
0,001769

0,107
0,118
0 ,128
0,139
0,150
0 ,161
0,172
0,183
0,194
0,205
0,2L7
0,228
0,240
0,097
0 ,107
0,  117
0, t?8
0,138
0 ,149
0,160
0,171
0,L82
0,193
0,204
0,216
0,227
0,127
0,138
0,148
0,159
0,1.70
0,181
0,r92
0,203
0,2L5

PROBABILITE



2a9

9

10

11

L2

13

T4

15

16

I

9

10

11

t2
13
T4
15
16
t7
9

10
11
L2
13
L4
15
16

01
01
01
01
01
01
01
01
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
21,
21,
2 t
2 I
2 l
2 t
2T
2I

0,001930
0,002620
0,003196
0,003532
0,003561
o,003295
0,002810
0,002?20
0,001773
0,002706
o,003573
0,004481
0,004953
0,004994
0,004620
0,003941
0,003113
0,002286
0,001877
0,002548
0 ,003 109
0,003436
0,003464
0 ,003205
0,002734
0,oo2160

0,098

o ,108

0 ,118

0 ,129
0 ,140

0  ,150
0 ,161

0 ,L72

0 ,097

0 ,107

0  ,118
0 ,128

0 ,139

0 ,150

0  ,161
0,L72

0 ,183

0 ,194

0 ,LL7

0 ,128

0 ,138

0 ,149

0 ,160

0 ,171

0 ,182

0,  193

PROBABILITE



PROBABILITE

PROBABILITE D'  OBTENIR UN

(N.C.  cor respondant

N.C.  POUR UNE DENSITE VIRALE d  =  1 ,45
à la  3ème d i lu t ion  éga le  à  zêro)

2L0

7 l

72

73

74

75

76

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

67

68

69

70

71,

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

55

50
50
50
50
50
50
50
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
BO

66

67

68

69

70

7L

72

73

74

75

76

77

78

79

BO

81

82

64

65

66

67

68

69

7o

7t

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

0,000098
0,0001 1 1
0,000120
0,000121
0,000116
0,000105
0,000117
0,000155
0 ,000195
0 ,000233
0,000264
0 ,000283
0,000287
0 ,000275
0,000248
0 ,0002 10
0,000167
0,000124
0 ,000 1 15
0,000168
0,000234
0,000310
0 ,00039 1
0 ,000467
0,000529
0,000567
0 ,000575
0,000551
0,000497
0 ,00042 1
0 ,000335
0,000249
0,000173
0 ,0001 1 1
0,000131

1,188

r,219
r,250
1,282
1,315

1 ,349
L, l2o

l .  ,148
L ,177

L,207

1 ,237

L,269

L,302

1 ,335

1 ,370

1 ,406

t ,443

I ,482

1 ,110

1 ,138

1  ,166
1 ,195

1,225

L,256

I  ,288
t ,32r
1 ,355
1 ,391

t ,427

1 ,465
1 ,504

1 ,545
1 ,588
t ,632

L ,074

0,000200
0,000292
0,000407
0,000539
0,000678
0,000810
0,000918
0,000985
0,000999
0,000956
0,000862
0,000731
0 ,000581
0,000432
0,000299
o,000193
0,000115
0,000124
0,000199
0,000305
0,000446
0,000621
0,000822
0,001035
0,001236
0,001401
0,001503
0,001524
0 ,00 145 9
0,001315
0,001115
0,000886
0,000559
0,000457
0,000294

1 ,100
1 ,128
1  ,156
1 ,194
t ,214

1,244

L ,276

l . ,308

1 ,341

L ,376

1 ,411

1,448

L,487

t ,527

1 ,568

1 ,611

t ,657

1 ,065

1 ,091

1  ,118
1 ,145
I , r73
I ,20?
7,?32

I ,263

t ,295

r ,327

1 ,361

1 ,396
t ,432

1 ,470

1 ,509

1 ,549

1 ,591

1 ,635

PROBAB I LITE



PROBABILI

82 ,  9

839

63 10

64 10

65 10

66 10

67 10

68 10

69 10

70 10

71  10

72 10

73 10

74 10

75 10

76 10

77 10

78 10

79 10

80 10

81 10

82 10

83 10

63  11

64  11

65  11

66 11

67 11

68  11

69  11

70 11

7 t  11

72 11

73  11

74 11

0,000176
0 ,000097
0,000100
0,000168
0,000270
0,000414
0,000606
0,000843
0,001116
0,001405
0 ,001678.
0,001902
0,002040
0 ,002069
0,00198tr
0,001786
0,001514
0,001203
0,000894
0,000620
o,000400
0,000239
0,000131
0,000722
0,000205
0 ,000330
0 ,000506
0,000739
0,001028
0,001361
0,001714
0,002048
0,002320
0,002489
0,002524

1 ,681
1 ,729

1 ,056

1,082

1 ,109

1 ,135

L ,163

1 ,191

1,22L

L,25L

t,282

1  ,314
1,347

1 ,381
1,477

1 ,453

1 ,491
1  ,531
1 ,572

1 ,615

1 ,659

1 ,706

1  ,755
L,072

1 ,098
r , r25
r,r52
L ,180
L,209
1,239
1,269
1 ,301
1,333
t ,367
L,402

75 11

76 11

77 11

78 11

79 11

80 11

81  11

82 11

83 11

63 12

64 1,2

65 t2

66 72

67 t2

68 t2

69  t2

70 L2

7 l  12

72 L2

73 t2

74 12

75 t2

76 12

77 12

78 t2

79 12

80 12

81  t2

82 t2

83 12

63 13

64 13

6s 13
66 13

67 13

0 ,002416
0,002179
0,001846
0,001468
0,001091
0,000757
0,000488
0,000291
0 ,000 160
0,000135
0,000227
0,000365
0,000559
0,000817
0,001136
0,001505
o,001894
0,002263
0,002564
0,002751
0 ,002790
0,002671
0,002408
0 ,002041
0,001622
0,001206
0,000836
o,000539
0,000322
0,000177
0,000136
0 ,000229
0,000368
0,000564
0 ,000823

?tt

1,438

L ,475

1 ,513

1 ,553

1 ,595

l . ,638

1 ,684

1 ,73L

1 ,780
1 ,089

1  ,115
r ,742
L,L70

l .  ,198
I ,227

L,257

1 ,288
L,320

1 ,353

1 ,387

I ,422

1 ,458

1 ,496

1 ,535

r ,576
l . ,618

1 ,662

1 ,708
1  ,756
1,806

1 ,106
1  ,132
1  ,159
1  ,187
t,2t6

PROBAB I LITE



PROBABI LITE

2L2

68 13

69 13

70 13

71. 13

72 13

73 13

74 13

75 13

76 13

77 13

78 13

79 13

80 13

81 13

82 13

83 13

63 14

64 14

65 14

66 L4

67 14

68 t4

69 t4

70 1,4

7 t  L4

72 14

73 t4

74 14

75 t4

76 14
77 14

78 14

79 14

80 14

81 14

0,001146
0,001517
0,001910
o,002282
0,002585
0,002774
0,002813
0 ,002693
0,002428
0,002058
0,001636
0,001216
0,000843
o,ooo544
0 ,000324
0,000179
0,000126
0,ooo212
0,000340
0,000521
0,000762
0,001060
o,001404
0,001767
0,002111
0,002392
o,002566
0,002602
0,002491
0,002246
0,001904
0 ,0015 13
0,001125
0,000780
0,000503

7,245

I ,276

1 ,307

1 ,339
1 ,373
L,407

1 ,443

t ,479

1  ,518
1  ,557
l. ,598
1 ,641
1 ,686

1 ,733

1  ,781
1 ,833

I ,122

1 ,149

t ,L77

L ,205
1,234

L,264

1,294

1,326

1  ,359
1.,392

L ,427

1 ,463

1 ,500

1,r  539
I ,579

L,621

1 ,665

t ,770

L ,757

82 L4

83 14

63 15

64 15

65 15

66 15

67 15

68 15

69 15

70 15

71  15

72 15

73 15

74 15

75 15

76 15

77 15

78 15

79 15

80 15

81 15

82 15

83 15

64 16

65 16

66 16

67 16

68 16

69 15

70 16

7t  16

72 16

73 16

74 16

75 16

0,000300
0,000165
o,000107
o,000181
0,000290
0,000445
0,000650
0,000904
0,001197
0,001507
0,001801
0,002040
0,002189
0,002220
0,oo2L25
0,001916
0,001624
o,001291
0,000960
0,000665
o,000429
0,ooo256
0,000141
0,000143
0,000229
0,000351
0,000513
0,000714
0,000946
0,oo119o
0,00t422
0,001612
0,001729
0,001754
0,001678

1,807
1,859
1 ,139
1 ,166
l.  ,194
t ,223
L,252
t,28?
1,31.3
1,345
1,378
1,4t2
1,447
t ,484
I ,522
l . ,561
r ,602
I ,644
l. ,688
r ,734
| ,782
1,833
1,886
L ,183
r,2l l
t ,240
r ,270
1,300
r ,332
1,364
L ,398
t ,432
1,458
1,505
l . ,543

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
n

0

0

0

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

PROBABILITE



PROBABILITE

?13

76 16

77 16

78 16

79 16

80 16

81 16

82 16

83 16

64 t7

65 L7

66 L7

67 t7

68 L7

69 17

70 L7

7L  L7

72 L7

73 t7

74 t7

75 L7

76 t7

77 t7

78 t7

79 L7

80 t7

81 17

82 77

65 18

55 18

67 18

68 18

69 18

70 18

71 18

72 18

o,001513
o,001283
0,001020
o,ooo758
0,000526
0,000339
0,000202
0,000111
0,000105
0,000168
o,000258
0,000377
0,000524
0,000694
0,000874
0,001044
0,001183
0,oo1270
o,001288
0,001232
0,001111
0 ,000942
0,000749
0 , ooo557
0,000386
0,000249
o,ooo149
0,000115
0,ooo177
0,000258
0,000359
0,000476
0,000599
o,000715
0 ,000810

1 ,583
L,624

I ,667

1 ,712

L ,759

1,808

1 ,859

1  ,913
L,20 t

L,229

1 ,258
1 ,288
1 ,31 .9

1  ,351
1 ,383
1,417

L ,452

1 ,488

L,526

1  ,565
1 ,605
! ,647

1 ,690

r ,736
1 ,783
1,833

1 ,885

1 ,247

1 ,276

1 ,306

1 ,338
l. ,370
1 ,403

t ,437

7 ,472

73 18

74 18

75 18

76 18

77 18

78 18

79 18

80 18

81 18

82 18

66 19

67 19

68 19

69 19

70 19

7t  19

72 19

73 19

74 29

75 19

76 19

77 19

78 19

79 19

80 19

81 19

67 20

68 20

69 20

70 20

7t  20

72 20

73 20

74 20

75 20

0,000869

0,000882

0,000844

0,000761

0,000645

0 ,0005 13

0,000381

0,000264

0,000170

0,000102

0,000113

0,000165

0,000230

0,000305

0,000383

0,000458

0 ,0005 19

0,000557

0,000565

0,000541

0,000488

0,000413

0,000328

0,000244

0,000169

0,000109

0,000099

0,000138

0,000183

0,000230

0,000275

0,ooo312
0,000335
o,000339
0,000325

1,509

r ,547
1,586

t ,627

1 ,669

L ,7L4

1 ,760
1 ,808

1 ,859

L,9L2

1,294

I,325

1 ,356

1 ,389

L ,422

L,457

1 ,493

1 ,530

1 ,558

1 ,608

1 ,649

L,692

I ,737

1 ,784

1 ,833

1,884

1 ,343

1  ,375
1 ,408

I ,442

1 ,477

1 ,513

1 ,551

1 ,590

1 ,630

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0

0



2L4

76 20
77 20
78 20
79 20
80 ?0
69 2 t
70 2I
7 t  21
72 2t
73 2L
74 2L
75 2t
76 2t
77 2 t
78 2L
72 22
73 22
74 22
75 22

0,000293
0,000248
0,000197
0,000147
0,000102
0,000103
0,0oo130
0,000155
0,000176
0,000189
0,000192
0,000183
0,000165
0,000140
0,000111
0,000094
0,000i01
0,000102
0,000098

L,672

L ,7 t6

1 ,761

1 ,809

1 ,858

t ,427

1 ,461

L,497

1 ,534

L ,572

1 ,611

I ,652

! ,695
I ,739

1 ,785
1 ,554

1 ,593

1 ,633

L ,67  4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

PROBABILITE



2L5

PROBABILITE D'OBTENIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALE d = 1,45

(N.C.  cor respondant  à  la  3ème d i lu t ion  êga le  à  un)

69

70

7T

72

73

74

75

76

77

78

67

68

69

70

7t
72
73
74
75
76
77
78
79
80
65
66
67
68
69
70
7t
72
73
74
75

5

5

5

5

5

5

5

5

5
F

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

0,000092
o,000115
0,000138
0,000156
0,000168
0,000170
0,000 163
o,000147
0,000124
0,000099
0,000118
0,000164
0,000217
0 ,000273
0,000326
0,000370
0,000397
0,000402
0,000385
0,000347
0,000294
0,000234
0,000174
0,000121
0,000105
0,000162
0,000236
0,000329
0,000435
0,000548
0,000655
0,000742
0,000796
0,000807

t ,L47
1,176
1,206
1,236
L,268
1 ,300
1 ,334
1 ,369
l. ,405
L,442
1,109
1,137
L ,165
1,194
1,224
t,255
t,287
1,  320
1,354
1,389
I ,426
1,464
1,503
1,544
1,073
l. , Loo
1,r27
L ,155
1,183
1 ,213
L,243
I ,274
1,307
1 ,340
l.  ,375

7671

7771

7871

797 t

B07 t

81  7L

827  t

64  B 1

6581

6681

6781

6881

69 81

70  "8  1

77  81

72  81

73  B  1

74  81

0,000696
0,000590
0,000469
0,000349
0,000242
0,000156
0,000093
0,000114
0,000183
o,000281
o,000410
0,000571
0,000755
0 ,00095 1

0,001136
0,001287
0,001381
0,001401.
0,001341
0,001209
0,001025
0,00081.4
0,000606
0,000420
0,000271
0,000162
0 ,000 103

0,000174
0,000279
0,000428
0,000626
0,000870
0,001153
0,001451

1 ,410
L,447

1,485

1 ,525
1 ,567

1 ,610

1 ,655

1 ,064

l . ,090

I, l l7

1 ,144

1, r72

l . ,201

1 ,231

I ,26?.

1 ,294

1,326

1 ,360

1 ,395

1 ,431

1 ,469
1 ,507
1 ,548

1 ,590

1 ,634

1 ,679

1 ,055

1 ,081

1  ,107
1  ,134
r , t62
1,Lgo
1,2?0
r,250
L,28I

1

1

1

1

1

1

1

1

75 81

76  81

7781

78 81

79  81

8081

81 81

82  81

6391

64 91

6591

6691

67 91

6891

6991

70 91

71  91

1

1

1

1

1

1

PROBABILITE
ROBABILITE

0,000772 o,001734



PROBABILITE

729

739

749

759

769

779

789

799

809

81 9

829

839

63 10

64 10

65 10

66 10

67 10

68 10

69 10

70 10

7t  10

72 10

73 10

74 10

75 10

76 10

77 10

78 10

79 10

80 10

81 10

82 10

83 10

84 10

62  11

0,001964
0,002107
0 ,002 137
o,002046
o,001844
0,001563
0,001243
o,ooo924
0,000641
0,000413
0,000246
0,000136
0,000140
0,000236
0 ,000379
0,000581
0,000849
0 ,0ol.182
0,001565
0,001969
o,002353
o ,002666
0,002861
0,002901
0,002777
o,002504
0,002t22
0,001687
0,00 1254
0,000870
0,00056 1
0,000335
0,000184
0,000093
0,000097

1,313

1,346

1 ,380
1 ,416
L,452

1 ,490
1 ,530

1 ,570

1 ,613

1 ,658

L ,704

r ,753
r ,072
1 ,098
r ,L24
1 , 151.

L ,L7g

1 ,208

1 ,238

I ,268

1 ,300

1 ,332
1 ,366

1,400

1 ,436

1 ,473

t ,512

1 ,552

1  ,593
L,637

L ,682
L ,729

I ,778

1 ,830

1 ,063

63  11

64 11

65 11

66 11

67  11

68 11

69  11

70 11

71  11

72 11

73 11

74  11

75  11

76 11

77 11

78 11

79  11

80 11

81  11

82 11

83 11

84 11

62 t2

63 t2

64 r2
65 12

66 t2
67 12
68 t2
69 12
70 t2
7t  t2
72 t2
73 L2
74 12

0,000171
o,000288
o,000463
0,000709
0,001036
0,00L442
0,001909
0,002403
0,002871
0,003253
0,003490
0,003539
0,003388
0,003055
0,002589
0,002058
0,001530
0,001061
0,000684
0,000408
0,000225
0,000113
0,000107
0,000189
0,000318
0 ,0005 1 1

o,000784
0 ,00 1 145
o,001593
0,002110
0,002656
o,003173
o,003595
0,003857
0,003912

?16

1,088

1 ,114

L  ,141
1  ,159
L,L97

L ,2?6

L,256

7,287

1 ,319

I ,352

1 ,396
1,421

t ,457

1 ,495

1 ,534

L ,574

1  ,616
1  ,660
1 ,706

1 ,754

1 ,804

1 ,857

1 ,079

1 ,105

L ,131

1  ,158
1 ,186
1,2L5

1 ,244

1,275

1 ,306

1 ,338

1 ,371 .

1 ,406
1 4.d.1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

I

I

1

1

1

1

1

I

1

1

1
I
I

I

1

1

1
1
L

1

1

1

1

1

I

1

1

1

1

1

PRÛBABILITE



PROBABILITE

?L7

75 L2
76 t2
77 t2
78 12
79 L2
80 L2
81 t2
82 12
83 t2
84 L2
62 13
63 13
64 13
65 13
66 13
67 13
68 13
69 13
70 13
7L 13
72 13
73 13
74 13
75 13
76 13
77 13
78 13
79 13
80 13
81 13
82 13
83 13
84 13
62 14
63 L4

0,003744

0,003376

0,00286?

0,002275

0 ,001691

0 ,00  1  173

0 ,000756
0,00045 1

0,000248

0,000125

0,000108

0 ,000191

0 ,00032 1

0 ,0005 16

0,000790

0 ,00  1  154

0,001607

0,002127

0,002677

0,003199

0 ,003625
0,003889

0,003944

0,003775

0,003404

0 ,002895
0,002293

0,001705

0,001182

0,000762

0,000455

0,000250

0 ,000 126

0,000100

0,000176

L ,479

l .  ,516
1 ,556

I ,597

1,640

1 ,694

L ,73L

L ,779

1 ,831

l.,884

1.,096

I ,122

1 ,148

I ,176

L,204

I ,233

I ,263

1, 1293
L,325

1 ,358

1 ,391

L,426

I ,462

1 ,499
1 ,538

1 ,578

1 ,6 l.g

1 ,663

1 ,708
1  ,755
1 ,805

l . ,857

I ,9L2

L,t lz
1 ,139

64 14

65 L4

66 14

67 L4

68 t4

69 t4

70 14

7L  14

72 t4

73 14

74 t4

75 1,4

76 14

77 14

78 t4

79 t4

B0 t4

81 t4

82 t4

83 14

84 14

63 15

64 15

65 15

66 15

67  15

68 15

69 ls

70 15

7 t  15

72 15

73  15

74 15

75 15

76 15

o,000297
0,000477
0,000731
0,001068
0,001486
0,001968
0,002477
0,002960
0,003354
0,003598
0,003649
0,003493
o,003149
0,002669
0,002122
0,001577
0,001094
0,000705
0 ,00042 1
0,000232
0,000117
0,000151
0,000253
0,000407
0 ,000623
0 ,00091 1
0,001268
0,001679
0,002113
0,002525
0,002861
0,003069
0,003112
0,002979
0 ,002686

1 ,165
1  ,193
t ,22?

1 ,251

L,28r

L ,312

1 ,344

L ,377

1 ,411.
r ,446

1,483

1 ,520

1 ,559

l . ,600

t ,642

1 ,686

r ,732

l . ,780

1  ,831
1,884

1 ,939

1  ,155
1 ,183

L,21L

1 ,239

1,269

1,299

1 ,331

1 ,363

1 ,396

1 ,431

r ,467
1 ,503
L,542

1 ,581
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77 15

78 15

79 15

80 15

81 15

82 15

83 15

84 15

63 16

64 16

65 16

66 16

67 16

68 L6

69 16

70 16

71 16

72 16

73 16

74 16

75 . t6

76 16

77 16

78 16

79 16

80 16

81 16

82 16

83 16

64 17

65 t7

66 17

67  17

68 t7

69 L7

0,002277
0,001810
0,001.345
0,000933
0,000601
0,000359
0,000198
0,000100
0,000119
0,000200
0,000321
0,000493
0,000720
0,001001
0,001326
0,001669
0,001994
0,002260
0,002424
0,002459
0,002353
0,002122
o,001798
o,001430
0,001063
0,000737
0,ooo475
o,000284
0,000156
0,000147
o,000236
0,000362
0,ooo528
o,000735
0,000974

L,623

1 ,665

1 ,710

1  ,751
1,806

1 ,857

1 ,911

r ,967
L, t72
1,200
L,228
r,257
I,287
1,318
1,350
1,382
1 ,416
1,451
L,487
t ,524
1,563
1,603
1,645
1,689
1,734
l . ,781
1,831
1,883
1,938
1,2L7
L,246
1,275
l. ,305
1,336
1,369

70171

7tL71

7?771

73L71

74L71

75t71

76L71

77L71

78171

79171

80171

81t71

82 t71

83 t71

64181

65 181

66181

67181

68181

69181

70181

71181

72181

73181

74181

7518 i

76181

77181

78181

79181

80181

81181

0,00t226
o,001465
0,001659
0,001780
0 ,00 1805
0,001728
o,001558
0,001321
0,001050
0,000780
0,000541
0,000349
0,000208
0,000115
0,000101
0,000162
0,000248
0,000362
0,000504
0,000667
0,000839
0,001003
0 ,001 136
0,001219
0 ,00 i236
0,001183
0,001067
0,000904
0,000719
0,000534
0,000371
0,000239
0,000143
0,000104
0,000159

t ,402

1 ,436

1 ,471

1 ,508

1 ,545
1 ,585

L,625

l. ,668
1 ,712

1 ,758
1 ,806

1 ,857

1 ,909
1 ,965
r ,234
t,263
L,293

1,324

1 ,355

1 ,388
L,42r
1,456

1 ,491
1  ,528
r ,567
1 ,606
1 ,648

1 ,691

1 ,736

L,782

1 ,831

1 ,882
L ,936
L,28 t

1 ,311  .

1

1

1

1

1

1

1

1

I

1

1

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

82 18 '  1
6s191
66191
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67 19
68 19
69 19
70 19
7t  19
72 19
73 19
74 19
75 19
76 19
77 1.9
78 19
79 19
80 19
81 19

82 19
66 20
67 20
68 20
69 20
70 20
7t 20
72 20
73 20
74 20
75 20
75 20
77 20
78 20
79 20

à
80 20
81 20
68 2r
69 2 l
70 2l

0,000232
o,000323
0,000427
0,000538
0,000542
0,000728
0,000781
0,000792
0,000758
0,000684
o,000579
0,000461
0,000342
0,000237
0 ,000 153
0,000091
0,000095
0,000139
0,000194
0,000257
0,000323
0,000386
0,000437
0,000469
0,000476
0,000455
0,000411
o,000348
0,000?77
0,000206
o,000143
0,000092
0,000109
0,000145
o,ooo182

r,342
7,374

L,407

1 ,441

t ,476

L,512

1 ,549
1 ,588

1,628

1 ,670

1 ,7L4

7 ,759

1,807

1 ,856

1 ,908

1 ,963

1 ,329
1  ,361
l. ,393
L,426

l . ,460

1 ,496
r ,532
1. ,570

1 ,610

1 ,650

1 ,693

I ,737

1. ,783

1 ,831

1 ,882

1 ,935

L,412

1 ,445

1 ,480

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1.

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7L

7Z

73

74

75

76

77

78

78

70

7L

72

73

74

75

7F
77

? l

?L

2L

2t
2L
2 l
2 l
2 I
2 l
22
22
22
22
22
22
22
22

1

1

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2r9

0,000218
0,000247
0,000265
0,000269
0,000257
0,000232
0,000197
o,000156
0,000116
0,000097
o,00011.6
0,000131
0,000141
0,000143
o,000137
0,000123
0,000105

1,51 .6

1 ,553

1 ,591

1 ,631

L ,673

L,7 t6

1 ,760

1 ,807

1 ,856

l . ,500

1 ,536

1 ,574

1 ,613

l . ,653

1 ,695

I ,739

1 ,784
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PROBABIL ITE D 'OBTENIR UN N.C.

(N.C.  cor respondant  à  la

POUR UNE DENSITE VIRALE d = l ' ,45

3ème di lut ion éga1e à deux)

7 t
72

72

74

75

76

68

69

70

7t

72

73

74

75

76

77

78

79

66

67

68

69

70

7L

7?.

73

74

75

76

77

78

79

80

81

65

52
52
52
52
52
5?
62
6?
62
62
6?
62
62
6?
62
62
6?
62
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
82

0,000096
0 ,000 108
0 ,0001.16
0,000118
0,000113
0,000102
0,000114
0,000150
o,000 189
0,000226
0,000256
0,000275
0,000279
0,000267
0,000241
o,000204
0,000162
0,000121
0,000112
0,000164
0,000228
0,000302
0,000380
0,000454
0,000514
0,000552
0,000560
0,000536
0,000483
0,000409
0,000325
0,000242
0,000 168
0,000108
0,000127

L,223
t ,254
1,286
1,319
1,353
1,388
l.  ,154
r,L82
L,212
1,242
1,273
1,306
1,339
1 ,373
l. ,409
1,446
1,484
I,524
l. , 116
1 ,143
1, t72
1,200
1,230
L,26I
1,283
t,325
1,359
1,394
1 ,430
1,467
1,506
1,546
1 ,588
L,632
1 ,106

82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92

0,000195
0,000284
0,000396
0,000524
0,000660
0,000788
0,000893
0,000958
0,000972
o,000930
0,000839
0,000711
0,000565
0,000420
0,000420
0,000188
0,000112
0,000121
0,000194
0,000297
0,000434
0,000604
0,oo080o
0,001006
0,001203
0,001363
0,001462
0,001483
0,001419
0,001280

0,001085

0,000862

0,000641

0,000444

0,000286

1  ,133
1 ,161

1 ,189
1,219

r ,249
1.,280
1,312
1,345
1,379
t ,414
1,459
1,489
r,528
1,569
1,569
1,656
r ,702
1,097
1,t23
1 ,151.
L , t79
1,207
1,237
r ,267
1,299
1,331
1,365
1,399
1,435
L,472
1 ,5 1.0
1 ,550
1,592
1,635
1,680

66

67

68

69

70

71,

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

64

65

66

67

68

69

70

7t

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

PROBABILITE
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829

839

63 10

64 10

65 10

66 10

67 10

68 10

69 10

70 10
'7 I  10

72 10

73 10

74 10

75 10

76 10

77 10

78 10

79 10

80 10

81 10

82 10

83 10

63  11

64 11

65  11

66 11

67 11

68 i1

69  11

70 11

7L  11

72 l i

73  11

74 11

0,000171
0,000094
0,000097
0,000164
0,000263
0,000403
0,000589
0,000820
0,001086
0,001366
0,001633
0,001850
0,001985
0,002013
0,00t927
0,001737
0,00t47?
0,001170
0,000870
0,000603
0,000389
0,000232
0,000128
0,000119
0,000200
0,000321
0,000492
0,000719
0,001000
0,001324
o,001667
o,001992
0,002257
0,00242t
0,002455

1,727

L ,777

1,087

1 ,114

1 ,140
1 ,168

L ,196
L ,225

1,255

1 ,286

1  ,318
1 ,351

1 ,385
1,420

1 ,456

l . ,493

L,532

L ,573
l . ,615

1 ,659

L ,704

r ,752
l. ,802
1 ,104
1 ,130
1 ,158.
1  ,185
r ,274
1,243
t ,274
1,305
1,337
1,370
1,405
1,440

75 11

76 11

77 11

78 11

79 11

80 11

81  11

82 11

83 11

63 t2

64 t2

65 12

66 L2

67 12

68 L2

69 L2

70 12

7T T2

72 L2

73 t2

74 t2

75 12

76 12

77 t2

78 12

79 .12

80 L2

81 t2

8? 12

83 12

63 13

64 13

65 13

66 13

67 13

0,002350
0,002119
0,001796
0,001428
0,001061
0,000736
0,000474
0,000283
0,000156
0,000131
0,00022L
0,000355
0,000544
0,000794
0 ,00 1 105
0,001464
0,001842
0,00202
0,002494
0,002676
0,002714
0,002598
0,002342
o,001985
0,001578
0,001173
0,000814
0,ooo524
0,000313
0,000172
0,000132
o,000223
0,000358
0,000548
0,000801

r ,477
1. ,515

1 ,554

1 ,595

1 ,638

1,682

7,729

L ,778

1,829

l , l2 l

1 ,147

1  ,175
1 ,203

1 ,23?

1 ,262

r,292
I ,324
1,356

1 ,390
1,425

1  ,461
1 ,498
1 ,536

7 ,576

1 ,618

l . ,661

1 ,706
1 ,754

1 ,803

1 ,855

1  ,138
1  ,165
L,192

t,22r
1 ,250

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
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68 13

69 13

70 13

7L 13

72 13

73 13

74 13

75 13

76 13

77 13

78 13

79 13

80 13

81 13

82 13

83 13

63 14

64 t4

65 L4

66 L4
.67 14

68 14

69 t4

70 t4

7t 14

72 14

73 12

74 74

75 t4

76 14

77 L4

78 14

79 L4

80 14

81 14

0,001115
0,001476
0,001858
0,002220
0,0025 15
0,002698
o,002738
0,002619
0,00236?
0,002002
0,001591
0,001183
0,000820
0?odo529
0,000316
0,000174
0,000122
0,000206
0,000331
0,000507
0,000741
0,0001031
0,001365
0,001718
0,002053
0,a02327
0,002496
0,002531
0,002423
0 ,002 185
0,001852
0,001472
0,001094
0,000759
0,000489

1,280

1 ,311

1 ,343
1 ,376

1,41 .0

1 ,445
1 ,481

1 ,519

1 ,558

1 ,599
1 ,641

1 ,685

1 ,731

L ,779

L,829

l . ,882

1  ,154
1 ,182
1,21 .0

1 ,238

1,268

L,298

I  ,330
1 ,362

1 ,395

1 ,430

1 ,465

1 ,502
1 ,540

l . ,580

L,621

1 ,664

1 ,708
1 ,755
1 ,809

82 L4

83 L4

63 15

64 15

65 L2

66 15

67 15

68 15

69 ls

70 15

71 15

7? 15

73 15

74 15

75 15

76 15

77 15

78 15

79 15

80 15

81 15

82 15

83 15

64 16

65 16

66 15

67 i6

68 16

69 16

70 16

7t  16

72 16

73 16

74 16

75 16

0,000292
0,000161
0,000104
0,0001.76
0,000282
0,000433
0,000632
0,000880
0,001165
0,001466
0,001752
0,001985
0,002129
o,002159
0,002067
0 ,00 1864
0,001580
0,001255
0,000933
0,000647
0,000417
o,000249
0,000137
0,000139
0,000223
0 ,000342
o,ooo499
0,000695
0,000920
0,001158
0,001384
o,001568
0,001.682
o,001706
0,001633

1,855

1 ,908

L , l7 l

1 ,199

t ,227

1,256

1,286

L,317

r ,342
1,381

1 ,415

1 ,450

1,486
'J,,523

7,562

t ,602

1 ,644

I ,687

r ,732
1 ,180
t,B2g

1 ,881

1 ,935

r,216
L,?45

1 ,274

1 ,304

1 ,335

t,367

1,400

1 ,435

r ,470
1 ,506
1 ,544
1 ,583

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

PROBABILITE



PROBABILITE

76 16

77 16

78 16

79 16

80 16

81 16

82 16

83 16

64 t7

65 L7

66 t7

67  L7

68 L7

69 t7

70 17

7 t  t7

72 L7

73 L7

74 t7

7s  17

76 17

77 L7

78 t7

79 t7

80 t7

81 17

82 17

65 18

66 18

67 18

68 18

69 18

70 18

7t  18

72 18

0,007472
0,001248
0 ,000992
0,000737
0,000511
0,000330
0,000197
0,000108
0,000102
0,000164
0,000251
0,000367
o , oo05 10
0,000676
0,000850
o,001016
0,001151
0,001235
0,001253
0 ,001 199
0,001081
0,000916
o,000728
0,000541
0,000375
0,000242
0,000144
0,000112
0,000172
0,000251
o,000349
0,000463
0,000582
0,000696
0,000788

t ,624

1 ,666

1 ,710

1 ,756

1 ,804

1 ,855

L,907

1 ,963

1,233

t ,26?

1,292

1 ,323

1 ,354

l . ,386

I ,420

1 ,454

1 ,490

I ,527

1 ,565

l . ,605

1 ,646

I ,689

t ,734

1 ,780
1,829

1,880

1 ,934

1 ,290
1 ,310

1 ,341

1 ,373

1 ,406
l . ,439

r ,474
1 ,510

73 18

74 18

75 18

76 18

77 18

78 18

79 18

80 18

81 18

82 18

66 19

67 19

68 19

69 19

70 19

7 t  i9

72 19

73 19

74 19

75 19

76 19

77 19

78 19

79 19

80 19

81 19

67 20

68 20

59 20

70 20

7t  20

72 20

73 20

74 20

75 20

0,000846
0,000858
0,000821
0,000740
0,000627
0,000499
0,000371
0,000257
0,000166
0,000099
0,000110
0,000161
0,000224
0,000296
0,000373
o,000446
0,000505
0,000542
0,000549
0,000525
0,000474
0,000402
0,000319
0,000238
0,000165
0,000106
0,000097
0,000134
0,000178
0,0002?4
0,000268
0,000303
0,000325
0,000330
0,000316

223

1,548

1 ,587

r ,627
1,669

r ,712
1,758

1,805

1 ,894
1 ,906

1 ,961

1 ,328

1 ,359

L,392

L,425

1 ,459

L ,494

1 ,531

l . ,569

l . ,608

L,649

l . ,691

1 ,735
1 ,781
I,829

1 ,880

t ,932

l . ,378

1 ,411

L ,444

I ,479

1  ,514
L,552

1 ,590

1 ,630

1 ,677

2
2
2
2
2
2
?
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
?
2
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76 20
77 20
78 20
79 20
80 20
69 20
70 2L
7T 2L
72 ? l
73 2L
74 2 l
75 21
76 2t
77 2L
78 ZL
72 22
73 22
74 22
75 22

0,000285
0,000241
0,000192
0,000143
0,000099
0 ,000 10 1
0,00012.7
0,000151
o,000171
o,ooo184
0,000186
0,000178
0,000161
0,000136
0,000108
0,000091
0,000098
0,000099
0,000095

L,714

L ,759

1 ,805

1 ,854

1 ,905

1 ,463

l . ,499

l . ,535

r ,572
1,611

1  ,651
1 ,693

r ,737
L,782

1 ,830

1 ,593
r ,632
L,673

L,716

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
3
2
2
2
?
2
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PROBABILITE D'  OBTENIR UN

(N.C. correspondant

UNE DENSITE VIRALE d = 1,45

di  I  ut i  on éga1e à t ro i ,s )

N .C.  POUR

à la 3ème

7L

72

73

74

75

76

77

68

69

70

7T

72

73

74

75

76

77

78

79

67

68

69

70

7L

72

73

74

75

76

77

78

79

80

66

67

68

63
63
63
63
63
63
63
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
93
93
93

0,000104
0,000117
0,000126
0,000128
0,000122
0,000110
0,000093
0,000104
o,000138
0,000174
0,000208
0,000235
0,000253
0,000256
0,000245
0,000221
0,000187
0,000149
0,000111
0,000130
0,000181
0,000240
0,000302
0,000361
o,000409
0,000438
0,000445
0,000426
0,000384
o,000325
0,000259
0,000192
0,000133
0,000136
0,000199
0,000276

1,260
t ,29L
L,324
1,358
1,393
r ,429
r ,466
1,  188
t,218
L,248
L,?79
1,311
L,344
1,378
1,413
1,450
t ,497
1,527
r ,567
1,178
1,206
L,236
1,266
1,298
1,330
1,363
1,398
L,434
L,47I
1 ,509
1 ,549
L ,590
1 ,633
L, t67
1 ,195
L,224

69 93

70  93

71  93

72  93

73  93

74  93

75  93

76  93

77  93

78  93

79  93

80  93

81  93

65  103

66103

67 103

68  103

69  103

70103

71 103

72103

73103

74 10 3

75103

76103

77103

78103

79103

80 103

81  103

82103

64113

65 11  3

66113

67 113

68  11  3

0,000366
0,000461
0,000550
0,000624
0,000669
0,000679
0,000649
o,000586
0,000496
0,000395
0,000293
0,000203
0,000131
0,000120

0,000185
0 ,000270
0,000375
0 ,000497
0,000625
0 ,000747
0,000847
0,000908
o,000921
0,000882
0,000795
0,000674
0,000536
0 ,000398
0 ,000276
0,000178
0,000106
0,000091
0,000147
0,000225
0,000329
0,000458

r ,254
L,285

1 ,317

1 ,350
1 ,383
1 ,418

1 ,454
1,492

1 ,531

r ,571

1 ,613

1,657

1 ,703
I ,157

1 ,195
r ,2 !3

1 ,242

1 ,273

1 ,304

1 ,335
1 ,369

1 ,403

1 ,439

1 ,475

1 ,513

1  ,553
1 ,594

l . ,636

1 ,681

1 ,727

7 ,770

I ,147

r ,L74
I,202
1,23t
7,261

PROBABILITE



PROBABILITE

69113

70113

7L11s

72113

73113

74 11 3

75113

76113

77113

78 11  3

79113

80113

81113

82113

64t23

65123

65L23

67t23

681?3

69123

70L23

71123

72723

73t23

74 t2  3

75 t23

76L23

77123

78123

79123

80t23

81L23

0,000606
0,000763
0 ,0009 12

0,001033
0 ,001 108

0,001124
0,001076
0,000970
0,000822
0,000653
0,000486
0,000337
0,000217
0,000130
0,0001.01
0,000162
0,000249
0,000364
0,000506
0,000670
0,000843
0,001008
0,001142
0,001225
0,00L242
0,001189
0,001072
o,000909
0,000722
0,000537
0,000372
0,000240
0,000143
0,000102
0,0001.64

82t23
64 13 3
65133

?26

t ,291

L,323

1 ,355

1,389

1,423

1 ,459

1,496

1 ,535

1 ,575

1 ,616

1 ,660

1 ,705

L,752

1 ,801

I ,L64

1 ,191

t,220

L,249

L ,279

1  ,310
L,342

1 ,375
1,409

L ,444

1,480

1 ,518

1,557

1 ,597

1 ,639

1 ,683

r ,729
L,777

r,827
1,181

L,209

66 13

67 13

68 13

69 13

70 1.3

7t 13

72 13

73 13

74 13

75 13

76 13

77 13

78 13

79 13

80 13

81 13

82 13

64 1,4

65 14

66 14

67 14

68 L4

69 14

70 t4

7 t  14

72 L4

73 14

74 t4

75 14

76 14

.77 14

78 14

79 14

80 14

81 14

0,000251
0,000367
0,00051.0
0,000675
0,000850
0,001016
0 ,001151
o,001235
0,001252
0,001199
o,001081
0,000916
0,000728
0,000541
0,000375
0,000242
0,000144
o,000094
0,000151
0,000232
0,000339
0,000472
0,000625
o,000786
0,000940
0,001065
0,001142
o,001158
0,001109
0,001000
0,000847
0,000674
0,000501
0,000347
0,000224

L,237
I ,267
r,297
L,329
1 ,361
1,394
r ,428
t ,464
1,501
1,539
1,578
l . ,619
1,662
1,707
r ,753
1,802
1,853
1 ,198
1,226
1,255
I,285
1,316
t ,347
1,380
1,414
1,448
1,484
1,522
1 ,560
1,600
r ,642
1 ,685
1,730
1,778
1,827

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
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82 t4

65 15

66 15

67 15

68 15

69 15

70 15

7L  15

72 15

73 15

74 15

75 15

76 15

77 15

78 15

79 15

80 15

81 15

82 15

65 16

66 16

67 16

68 16

69 16

70 16

71 16

72 16

73 16

74 16

75 16

76 16

77 16

78 16

79 16

80 16

81 16

o,000134
0,000129
0,000198
0,000289
0,000403
0,000533
0,000671
0,000802
0,000908
0,000974
0,000988
0,000946
0,000853
0,000723
0,000575
0,000427
0,000296
0,000191
o,000114
0,000102
0,000156
0,000228
0,000318
0,000421
0,000530
0,000633
0,000717
0,000770
0,000781
0 ,000747
0,000674
0,000571
0,000454
0,000337
0,000234
0,000151

1,879

r ,244
r ,273
1 ,303
1,334

1 ,366
l . ,399

1 ,433

t ,469

1. ,505

l . ,543

1 ,582

r ,622
1,665

t ,709

1 ,75'$
1 ,802

1 ,853

1 ,905

l ,z6t
L,291

1 ,322

1 ,353

1 ,385

1 ,419
1 ,453

1,489

1,526

l . ,564

1 ,603

1 ,645

1 ,687

L,732

1 ,779

L,827

1 ,878

66 t7

67 L7

68 t7

69 L7

70 77

7L L7

72 t7

73 L7

74 t7

75 t7

76 L7

77 L7

78 t7

79 t7

B0 t7

81  L7

67 18

68 18

69 18

70 18

7L 18

72 18

73 18

74 18

75 18

76 18

77 18

78 18

79 18

80 18

68 19

69 19

70 19

71 19

72 19

73 19

0,000115
0,000168
0,000233
0,000309
0,000389
0,000465
0,000527
0,000565
0,000573
0,000549
0,000495
o,000419
0,000333
0,000248
0,000172
0,000111
0,000115
0,000160
0,000212
0,000266
0,000318
0,000361
0,000387
0,000393
0,000376
0,000339
0,000287
0,000228
0,000170
0,000118
0,000102
0,000136
0,000171
0,000204
0,000231
0,000248

1 ,309
1 ,340
L ,372

1 ,404

1 ,438

t ,473

1 ,509

l . ,546

1 ,585

r ,625

1,667

1 ,710
1 ,756

1. ,803

7,852

1 ,904
1 ,358
1 ,390

L ,424

1  ,458
1 ,493

1 ,530
I ,567

1 ,607

7 ,647

1 ,690

I ,734

1 ,780

1 ,828

1 ,878

l . ,409

1 ,443

I ,477

1 ,513

l .  ,550
1 ,588

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
J

?

?

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

3
3
3

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
?

3
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74 19
75 19
76 19
77 19
78 19
79 19
70 20
7t  20
72 20
73 20
74 20
75 20
76 20
77 20

0,000251
0,000241
0,000217
0,000184
0,000146
0,000109
0,000103
0,000123
0,000139
0,000149
0,000151
0 ,000145
0,000130
0,000111

L,628

1 ,669

I ,7r2
r ,757
1,804

1 ,852

L,497

1 ,533

t ,57 t

1 ,610

1 ,650

L,692

1 ,735
1 ,780

3
?

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
J



PROBABIL ITE D 'OBTENIR UN N.C.

(N.C. correspondant à la

POUR UNE DENSITE VIMLE d = 1,45

3ème di lut ion éga' le à quatre)

229

708

7t8

728

738

748

758

768

778

689

699

709

7L9

729

739

749

759

769

779

789

799

67 10

68 10

69 10

70 10

7t  10

72 10

73 10

74 10

75 10

76 10

77 10

78 10

79 10

80 10

0,000103
0,000123
0,000139
0,000149
0,000151
0,000145
0 ,000 130
0 ,ooo1 10
0,000094
0,000124
0,000156
0,000187
0,0002L2
o,000227
0,000230
0,000221
0,000199
0,000169
0,000134
0,000100
0,000092
0,000127
0,000169
0 ,0002 12
0,000254
0,000287
0,000308
0,000313
0,000299
0,000270
0,000229
0,000182
0,000135
0,000094

1,284

1 ,316

1,348

1 ,382

T,4L7

1 ,453
1 ,491
1,529

L,242

1 ,272

1 ,303
1 ,335

1 ,368

I ,402

1,437

1 ,47  4

t ,512

1 ,551

1,592

l . ,635

1 ,230

1,260

L,290

L ,322

1 ,354

1 ;388

L,422

1 ,458

1 ,495

1  ,533
L ,573

1  ,615
1 ,658

1 ,703

67114

68114

69114

70 11  4

7 t114

72114

73114

74114

75114

76114

77114

78114

79 11  4

80114

67124

68t24

69724

70t24

7r t24
72t24
73124
74t24
75124
76L24
77t24
78L24
79L24
80t24
67134
68134
69134
70134
7t134

0,000112
0,000155
0,000206
0,000259
o ,0003 10
0,000351
0,000376
0,000382
0,000365
0,000329
0,000279
0,000222
0,000165
0,o0o114
0,000123
0,000172
0,000227
0,000286
0,000342
0,000388
0,000416
0,000422
0,000404
o,000364
0,000309
0,000245
0,000182
0,000126
0,000124
0,000173
0,000229
0,000289
0,000345

L,248
t ,278
1,309
1,341
1,373
1,407
t ,44?
1, r479
1 ,516

1 ,555

1 ,595

1 ,638

1 ,681
1 ,727

L,266

L ,?96

1 ,327

1 ,360

1 ,393

L ,427

1 ,463

L ,499

1 ,537

L ,577

1 ,618

1 ,660

1 ,705

t ,75L

r ,284
1,315
1,346

1 ,379

1,412

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

+̂

4

4

4

4

4

4

4

PROBABILITE PROBABI LITE



PROBABILITE

230

72 13

73 13

74 13

75 13

76 13

77 13

78 13

79 13
-80 13

67 L4

68 L4

69 t4

70 L4

7L t4

72 L4

73 t4

74 14

75 L4

75 L4

77 L4

78 14

79 14

80 14

67 ls

68 15

69 15

70 15

7t  15

72 15
'73  15

74 15

75 15

76 15

77 15

78 15

0,000391
0,000419
0,000425
0,000407
0,000367
0 ,0003 1 1
0,000247
0,000184
0,000L27
0,000115
0,000160
0,000212
0,000267
0 ,0003 19
0,000362
0,000388
0 ,000393
o,000377
0,000340
0,000288
0,000229
0,000170
0,000118
0,000098
0,000137
0,000181
0,000228
0,000272
0,000308
0,000331
0,000336
0,000321
o,000290
0,000245
0,000195

1,447

l . ,483

1 ,520

1 ,559

1 ,599
1,640

1 ,684

1,729

1 ,776

1,302

1 ,333

1 ,365
1 ,398

t ,432

I ,467

1 ,504
1,541.

1  ,580
L,621

1 ,663

L ,707

1  ,753
1 ,800
1 ,320
1 ,352

1,384

ï ,4L7

1 ,452

t ,487

1,524

1,562

I ,602

1 ,643

1,686

1 ,730

79 15

80 15

68 16

69 16

70 16

7t  16

72 16

73 16

74 16

75 16

76 16

77 16

78 15

79 16

69 17

70 L7

71, L7

72 t7

73 t7

74 L7

75 17

76 L7

77 t7

78 17

77 18

72 18

73 18

74 18

75 18

76 18

77 18

0,000145
0,000101
o,000108
0,000143
0,000180
0,000215
0,000244
0,000261
0,000265
0,000254
0,000229
0,000194
0,000154
0,000115
0,000105
0,000132
0,000158
0,000179
0,000192
0,000195
0,000186
0,000168
0,000142
0 ,000 1 13
0,000108
0,000123
0,000131
0,000133
0,000128
0 ,000 1 15
0,000098

L,777

1,925

1 ,371

1 ,403
t ,437

L ,472

L ,508

1 ,545
1 ,584

t ,624

1 ,665

1,709

r ,754

1 ,801

L ,422

1,457

r ,492

1 ,528

1 ,566

1 ,605
1,646

1,688

t ,732

L ,778
'J.,512

1 ,549
L ,587
1 ,627

1 ,668

I ,7r l
1 ,755

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4
A
T

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

PROBABILITE



PROBABILITE D'OBTENIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALT d

(N.C.  cor respondant  à  la  3ème d i lu t ion  éga1e à  c inq)

231,

1 ,4+

72115

73115

74 11  5

75115

7LL25

72L25

73t25

74 t25

75L25

76t25

71  13  5

72135

73135

74 13 5

75135

76135

72145

73t45

74 14 5

75 t45

76145

0,000094
0,000101
0,000103
0,000098
0,ooo092
0,000104
0,000112
0,000113
0,000108
0,000098
0,000093
0,000105
0,000113
0,000114
0,000109
0,000099
0,000097
0,000104
0,000106
0,000101
0,000091

r,426
1 ,461
1,498

1 ,536

1  ,411
1,446

L,482

1 ,519

1 ,557

L,597

1 ,431

1,466

1 ,502

1 ,540

t ,579

1 ,619

1,486

r ,523
1,561

1 ,601

L,642

PROBABILI
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PROBABILITE D'OBTEBIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALE d = ] '4,5

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

83 t2

83 13

82 09

82 10

82  11

82 12

8? 13

82 L4

82 15

82 16

81 08

81 09

81 10

81  11

81  L2

81 13

81 14

81 15

81 16

81  17

81 18

80 07

80 08

80 09

B0 10

80 11

80 t2

80 i3

80 14

80 15

80 16

80 t7

80 18

80 19

79 07

79 08

0,00070
0,00071
0,00070
0,00095
0,00116
0,00128
0,00 129
0,00119
0,00102
0,00080
0,00077
0,00118
o,00159
0,00195
0,002 15
0 ,oo2 16
0,00200
0,0017 1
0 ,00 135
o,00099
0,00068
0,00069
o,00120
0,00183
0,00248
0,00302
0,00334
0,00336
0,00331
0,00265
0,00209
0,00153
0 ,00 105
0,00067
0 ,00 100
0,00173

18,49

L8,76

17  ,19
17,44

L7 ,70

L7,96

18,22

18,49

18 ,76

1.9,03

16 ,46

16,71

16 ,96

L7,2L

L7 ,46

17,7 t

L7  ,97
18 ,23

18 ,49

18 ,75

L9,02

1.5 ,78
16 ,01

16,25

16 ,49
L6,73

1.6 ,98

77,23

L7,47

L7,72

17 ,98
18,23

18 ,49

18  ,75
15 ,35

1.5 ,58

96 79 09

96 79 i0

96 79 11

96 79 L2

96 79 13

96 79 14

96 79 15

96 79 16

96 79 17

96 79 18

96 79 19

96 78 06

96 78 07

96 78 08

96 78 09

96 78 10

96 78  11

96 78 t2

96 78 13

96 78 t4

96 78 15

96 78 16

96 78 17

96 78 18

96 78 19

96 78 20

96 77 06

96 77 07

96 77 08

96 77 09

96 77 10

96 77  11

96 77  L?

96 77 13

96 77 14

96 77 15

0 ,00264
0,00358
0,00456
0,00482
0,00486
0,00449
0,00383
0,00302
0,00222
0,00152
0,00097
0,00067
0,00134
0,00233
0,00355
0,00482
0,00588
0,0649
0,00654
0,00605
0,00515
0,00407
o,00298
0,00204
0,00131
0,00078
0,00084
0,00169
0,00294
0,00448
0,00607
0,00740
0,00818
0,00824
o,00762
o,00649

15,81 .

16 ,05

t6,28

16,52

16,76

17 ,00

t7,24

17,49

17 ,73
17 ,98

L8 ,23

14,72

14,94

15  ,17
15 ,39

L5,62

15 ,85

16 ,08

16 ,31

16 ,55

16 ,78
17,02

L7,26

t7 ,50

L7,74

17,99

14 ,33
1.4 ,55

14,77

14 ,99

15,21

1.5 ,43
15 ,66
15 ,88

16 ,  L1

16 ,34

PROBABILITE
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96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

77

77

77

77

77

77

77

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

76

75

75

75

75

75

75

75

75

75

75

75

75

75

t6

15

16

t7

18

19

20

06

07

08

09

10

11

t2
13
L4

15

16

17

18

19

20

2T

06

07

08

09

10

i1

T2

13

14

15

16

t7

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

95

96

96

96

75

75

75

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

74

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

73

72

19

20

2 l

06

07

08

09

10

11

L2

13

L4

15

16

t7

18

i9

20

2 l

06

07

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

08

09

10

11

L2

13

i4

15

16

t7

18

19

20

2L

06

0,00512

0,00376

0,00512

o,00376

0 ,00257

0,00165

0,00099

0 ,00 100

0,00200

0,00347

0 ,00529
0 ,007 18

0,00875

0 ,00966
0 ,00973
0,00900

0 ,00767

0 ,00605
0,00444

0,00304

0 ,00195

0 ,00117

0,00066

0 ,00111

0,00222

0,00385

0,00587

0,00797

0 ,00971

o ,0  1073

o,01081

0,00999

0,00852

0,00672

0,00493

0,00338

16  ,57
16 ,81

16,57

16 ,81

17 ,04
17,28

17,52

13 ,96
14,'17

1.4 ,38

14 ,60

t4,82

15 ,03

t5,25

!5 ,47

15  ,70
15,92

16 ,1,4
16,37

16 ,60
16 ,83
L7 ,06
'17 

,29
13 ,60

13 ,81

14 ,01

!4 ,22

L4,44

14 ,55

14 ,86

15 ,08

L5,29

15 ,51

15  ,73
15 ,95

16,t7

0 ,00216

0 ,00130

0,00073

0 ,00116

0,00232

o,o04o3
0,00614

0,00833

0 ,01016

0,0rr?2
0,01131

0 ,01046

0,00891

0,00703

0 ,00516

0,00353

0,00226

0 ,00136

0,00077

0 ,00114

0,00229

0,00398

0,00607

0,00823

0 ,01003

0 ,01108

0 ,01116

0 ,01032

0,00880

0,00694

0,00509

0,00348
0,00223
0,00134
0,00076
0 ,00 107

16,40

L6,62

L5 ,85

13,25

13 ,45

13 ,66

13 ,86

!4 ,07

14,28

t4,49

14,70

14 ,91

!5 ,12

15 ,33
15 ,55

15,77
1 (  O O

16,2r
16,43

L2,92

13 ,1 .1
13 ,31

13  ,51
1.3 ,72

L3,92

14,r2
14,33

14 ,54

14,74

14 ,95

15  ,16
15  ,37
15  ,59
15 ,80

L6,02

L2,59

PROBABILITE
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96 72

96 72

96 72

96 72

96 7?

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 72

96 7r
96 7r
96 77

96 7L

96 7t

96 7t

96  7r

96 71

96 7 l

96  7 l

96 7l

96 7r
96 77

96 7L

96 7r
96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

0,00274
0,00371
0,00566
0,00768
0,00936
0,01034
o,01042
0,00963
0,00811
0,00648
0,00476
0,00325
0,00208
0,00125
0,00071
o,00094
0 ,00 189
o,00328
0,00500
0 ,00679
0,00828
0,00914
0,00921
0 ,0085 1
0,00726
0,00573
0 ,00420
0,00288
0,00184
0,  00111
0,00079
0,00159
0,00275
0,00419
0,00569

L2,78
L2,98
13,18
L3,37
13,57
13,77
L3,97
14,  18
14,38
14,58
14,79
L5,00
15,20
15,41
15,62
12,28
12,47
L2,66
12,85
13,04
13,24
L3,43
13,63
13,83
14,03
14,23
14,43
14 ,63
14,83
1.5,04
It,97
12,L6
L2,34
12,53
12,72

96 7A

96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

96 70

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 69

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

96 68

0,00693
0,00766
0,00772
0,00713
0,00608
0,00480
0,00352
0,00241
0,00154
0,00093
0,00126
0,00219
0,00334
o,00453
0,00552
0,00609
0,00614
0,00567
0,00484
0 ,00382

0,00280
0,00192
0,00123
0,00074
0,00095
0,00165
0,00252
0,00342
0,00417
0,00461
0,00464
0,00429
0,00366
0,00289
0,00272

234

12,91

13 ,10

13 ,30

13 ,49

13 ,69

13 ,88

14 ,08

L4,28

14,48

14,68

11 ,86

t? ,04

12,23

12,41

12 ,60

12,79

12,98

T3,T7

L3 ,36

13  ,55

13,74

13 ,93

14 ,  13

L4 ,33

7l,57

11 ,75

1 .1 ,93

t2, l l

12,29

L2,48

t2,66

r2,85
13,04
13,22
13,41

07
08
09
10
11
L2
13
t4
15
16
t7
18
19
20
2l
06
07
08
09
10
11
L2
13
t4
15
16
L7
18
19
20
06
07
08
09
10

11

t2
13
L4

15

16

t7

18

19

20

07

08

09

10

11

t2
13
t4
15
15

77
18
19
20
07
08
09
10
i1
t2
13
14
15
16
77
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96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96 68 18 0,00145
0,00093
0,00069
o,00119
0,00182
0,00246
0,00300
0,00332
0,00334
0,00309
0,00263
0,00208
0,001.52
0,00104
0,00067
o,00082
0,00124
0,00169
0,0022r
0,00227
o,oo229
0,00212
0,00180
0,00142
0,00104
0,00071
0,00081
0,00110
o ,00 134
0,00148
0,001.50
0,00150
0,001.38
0,001.18
0,00093

L3,60

13,79

LI,?8

11 ,46

1.1 ,64

11 ,82

12,oo
12,18

12,36

L2,54

12,73

12,9L

1.3 ,10

13 ,28

13,47

11 ,18

11  ,36
11.  ,53
1 .1 ,71

11 ,89

L2 ,07

L2,24

12 ,43

12,6t

t2,79

12,97

1.0 ,91

11 ,08

LL,26

11 ,43

11 ,60

11 ,78

11 ,96

12  ,13
12,31

96 65

96 64

96 64

96 64

96 64

96 64

96 64

0,00068
0,00069
0,00084
0,00093
0,00093
0,00086
0,00073

L2,49

1.0,99

11, ,1,6
11  ,33
11 ,50

r1,67
11,85

68 19

67 07
67 08
67 09
67 10
67 11
67 t2
67 13
67 14
67 Ls
67 16

T7
10
11
t2
13
14
15

96 67 t7

96 67 18

96 67 19

96 66 08

96 66 09

96 66 10

96 66  11

96 66 12

96 66 13

96 66 14

96 66 15

96 66 16

96 66  t7

96 66 18

96 65 08

96 65 09

96 65 10

96 65  11

96 65 12

96 65 13

96 65 14

96 65 15

96 6s 16

PROBABILITEPROBABILITE
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PROBABILITE D'OBTENIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALE d = 145

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

65

66

67

68

69

70

7L

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

0,0125L2

0 ,019118

0,02801.9.

0 ,038992

0,051632

o,064985

0,077654

0,087984

0,094389

0 ,095 73 1

0 ,091532

0,082520

0,070025

0,055660

0,041383

0,028695

0,018496

113 ,1
116,3
lrg,7
L23,2
L26,8
130,6
134,6
138,6
L42,9
L47 ,3
I52,0
1.56,9
t62,0
167 ,4
T73,L
t79,2
185,6

PROBABILITE
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PROBABILITE D'0BTENIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALE d = 180

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

70

7L

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

8B

89

90

91

92

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

0,003122
0,005774
0,010125
0,016808
0,026381
0,039076
0,054522
o,071511
0,087962
o,101205
0 ,108598
o,ro&322
0,100059
0,085225
0,066602
o,047481
0,030667
0,017799
0,0091.92
0,004172
o,001639
0,000442
0,0oo14o

130,63

134 ,55

138,63

r42,88

L47,33

15 1  ,98
156 ,86

161 ,99

167,40

173 ,11

179,17

185 ,62

L92,52

i99 ,93

207 ,94
2L6 ,64

226 ,L7

236,7t

248,49

261,84

277 ,25

295,49

317 ,80

N.C.  I  PROBABIL ITE
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PROBABILITE D'0BTENIR uN N.c.  POUR UNE DENSITE VIRALE d = 220

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

75

76

77

78

79

BO

81

82

83

B4

85

B6

87

88

89

90

91

92

93

96

96

95

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

0,001009

0,002237

0,004663

0 ,009 1 16

0,016668

0,028424

0,045058

0,066145

0,089534

0 ,111199

0,L25982

0 ,129315

0,Lt9282

0,097899

0,070620

0,044079

0,023323

0 ,010172

0 ,003511

151,99

156 ,96

161 ,gg

167,40

173 ,11

L7g, l7

L85,62

L92 ,52

199 ,93

207,94

2L6 ,64

226,L7

236,71

248,49

261,84

277 ,25

295,49

317 ,80

346,57

PROBAB I LITE
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PROBABILITE D'0BTENIR UN N.C. P0UR UNE DENSITE VIRALE d = 240

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96 78

96 79

96 80

96 81

96 82

96 83

96 84

96  =85
96 86

96 87

96 88

96 89

96 90

96 91

96 92

96 93

96 94

96 95

L 422

3 248

6 918

13 697

25  115

42 460

65 865

93 201

119 487

137 659

141 114

L27 T3B

99 115

65 502

35 681

15 382

4 92L

1 038

L67,40

173  ,1  1

t79,r7
185,62

L92,52

199,93

207,94

?L6,64

226,17

236,7L

248,49

26r,84

277 ,25

295,49

317 ,80

346,57

387,I2

456 ,43

PROBABILITE
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PROBABILITE D'OBTENIR UN N.C. POUR UNE DENSITE VIRALE d = 260

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

96 96

0 ,00 1 183

0,002913

0,006640

0,013960

0,026928

0,047382

0,075536

0 ,108215

0 ,137941

0 ,154541
0,149812

0 ,123113

0,083394

0,044705

0,017782

0,004666

L79,17

L85,62

t92,52

199 ,93

?07,94

216,64

226,17

236,7L

248,49

z6t ,84
277,25

?95,49

317,80

346,57

387,12

456 ,43

80

81

82

83

84

B5

86

87

88

B9

90

91

92

93

94

95

PROBAB I LITE
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SYMBOLES UTILISES DANS LE TABLEAU RECAPITULATIF

d
'log

X

mx

oX

Y

my

oy

o

csx
csY
DX

DY

S S

si

Po

Pæ

m*-dld

mr- ' log  d / log  d
on'o/ o

densi té ef fect ive

logar i thme décimal

N.P .P .  rappor té  au

moyenne de X

écart-type de X
' logar i  

thme dêcimal

moyenne de Y

êcart-type de Y

ded

p lus  g rand  vo lume inocu lé  dans  une  cupu le

deX

Le coef f i c ien t  de  d issymét r ie  d 'une d is t r ibu t ion  es t  pos i t i f  ou  négat i f  su ivant
que la forme de I 'h ' is togranune correspond à 

' la première ou à la seconde des esquis-
ses  c i -dessous

cs<

, \
,  \ .

t \

0 ;  \
, t
t l
t l
I t
, l
f 1
l 1

. ,  I
, \
, \

, t
^ t rv t l

f 1
l q

f 1
, l

, l
, l

, l
, l

It
,

écart-type de Y te1 qu'il estobtenu par 1a ôrmule 0,55/Vfi'= 0,0561
coéf f i c ien t  de  d issymét r ie  de  la  d is t r ibu t ion  de  X
coéf f i c ien t  de  d issymét r ie  de ' la  d is t r ibu t ion  de  Y
degrê  de  s imi l i tude  en t re  la  d is t r ibu t ion  de  X e t  la  d is t r ibu-

t ion normale homologue

degré  de  s imi l i tude  en t re  la  d is t r ibu t ion  de  Y e t  la  d is t r ibu-
t ion normale homo' logue

borne supér ieure  de  I ' i n te rva l le  d 'accepta t ion  un i la té ra le  à
99% ninimum pour X

borne  in fé r ieu re  de  I ' i n te rva l le  d 'accep ta t ion  un i la té ra le  à
99% ninimum pour X
probab i l i t é  (N .C.  =  0 .  0 .  0 )
p robab i l i t é  (N .C.  =  96 .96 .96)

b ia is  re la t i f  â  l ' es t imat ion  de  d  par  mx
b ia is  re la t i f  à  1 'es t imat ion  de ' log  d  (donc  de  d )  par  my
erreur relat ive cornnise quand l 'écart- type du logar i thme déci-
ma l  du  N.P .P .  es t  ca lcu lé  par  la  fo rmu le  0 ,554 f f

cs>
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Pour  I ' appréc ' ia t ion  de  la  s im i l i t ude  en t re  une  d is t r ibu t ion

donnée e t  la  c i i s t r ibu t ion  normale  homologue,  i l  fau t  sur tou t  cons ic ié rer

la  courbure  généra le  du  t ra i t  con t inu  SanS t rop  s 'a t tacher  à  ce l le

des  ex t rémi tês .  A ins i  une d i f fé rence de  0 ,002 dans  1a  probab i l i té

se  t radu i t  par  un  écar t  d 'o rdonnée qu ' i  vau t  respec t ivement  0 ,02  e t  0 ,10

se lon  que  la  va leur  abso lue  de  u  es t  vo is ine  de  0  ou  de  2 ,5
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FIGURE 1

Dis t r ibu t ion  de  X pour  d  =  0 ,01
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FIGURE 2

Dis t r ibu t ion  de  X Pour  d  =  0 ,03

0 .04 0 , 0 8



FIGURE 3

Dis t r ibu t ion  de  X Pour  d  =  0 ,06



FIGURE 4

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  0 ,06
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FIGURE 5

D' is t r ibu t ion  de  X pour  d  =  0 ,08
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FIGURE 6

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  0 ,08
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FIGURE 7

Dis t r ibu t ion  de  X pour  d  =  0 ,105
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F]GURE 8

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  0 ,105



FIGURE

D' is t r ibu t ion  de  X pour  d  =  0 ,145
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FIGURE 10

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  0 ,145



FIGURE 11

.D ' i s t r ibu t ion  de  Y Pour  d  =  1 ,45
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FIGURE 12

Dis t r ibu t ion  de  X pour  d  =  14 ,49
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FIGURE 13

Dis t r ibu t ion  de  Y Pour :  d  =  14 '49
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FIGURE 14

Distr ibut ion de X Pour d = 145



FIGURE 15

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  145

2 , 1 0 2 , 1 5 2,20
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FIGURE 16

Dis t r ibu t ion  de  X Pour  d  =  180
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FIGURT 17

Dis t r ibu t ion  de  Y pour  d  =  180



FIGURE 18

Dis t r ibu t ion  de  X Pour

263

d=220



FIGURE 19

Dis t r ibu t ion  de  Y pourd=220

2,3 2,4 2 ,5
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/ FIGURE 20

Distr ibut ion de X pour d = 240
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FIGURE 2 i

Distr ibut ' ion de Y pour d=240
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FIGURE 22

Distr ibut ion de X pour d = 260
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FIGURE 23

Dis t r ibu t ion  de  Y oour  d  =  260



FIGURE 24

Dis t r ibu t ion  d 'une  var iab le  de  Po isson

de paramètre éga1 â 18

t 0 2 0 3 0
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PRoGRAMME INF0RMATIqUE CONCERNANT LE CALCUL DE L'INDICE N.P.P.

DANS LE CAS DE TROIS DILUTIONS DECIMALES

*****ffi

Ce prograrrne, effectué pour la calculatrice TEXAS INSTRUMENT

T. I .59  permet  :

-  l e  ca lcu l  de  l ' i nd ice  N .P .P .
-  I ' i n te rva l le  de  conf iance de  ce t  ind ice  (95%)

- ' la probabi I i tê de cet i ndi ce
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MODE D 'UTIL ISATION

I -  Introduct ion du programme dans la calculatr ice :

1 - avant introduction des 2 cartes-prograrme :

taper  3 ;2  nd ;0P;  17  e t  l i re  le  nombre  719 ,29

2 - taper 0 et introduire la carte-programme A dans le sens L

3 - taper 0 et introduire la carte-programne A dans le sens 2

4 -  taper 0 et  introduire la carte-programme B dans le sens 3

I I  -  Introduct ion des donnêes i

L -  taper le nombre de cupu' les posi t ives

2 - taper R/S

3 -  taper le nombre total  de cupules inoculées

4 - taper R/S

5 -  taper le nornbre de cupules posi t ives

6 - taper R/S

7 -  taper le nombre total  de cupules inocu' lées

8 - taper R/S

9 -  taper le nombre de cupules posi t ives

10 - taper R/S

11 -  taper 
' le 

nombre total  de cupu' les inoculêes

12 - taper R/S

I I i  -  Résu l ta ts  :

1.  -  après quelques secondes d'at tente,  Sont obtenus les résul tats :

.  N .P .P .=  D

. 1., et L,

.oz

2 -  taper A et  après quelques secondes d'at tente,sont obtenus les

résu' l tats :

.P

.  
' log 

P

.  1og  D
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- ler EXEMPLE -

0

96

3 ,1 .5  N .P .P .

2 ,45  t i

4 ,05  Ls

0,1276023368 6z

0,0000076892 P
-5,1L4tI77310 LG P

0,4983105538 LG D

- 2me EXEMPLE -

2 ,37  N.  P .  P .

1 ,90  L i

2 ,95  Ls

0,1119172255 az

0,0018075875 P
-2,7429006630 LG P

0,3747483460 LG D

96

96

17

96

=S

86

96

24

96

1

96

I

= !
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PR0GRAMME INFoRMATIQUE CoNCERNANT LE CALCUL DE L'INDICE N.P.P.

DANS LE CAS GINEML

(NOMBRE DE DILUTIONS POUVANT ALLER JUSQU'A 8;

FACTEUR DE DILUTION DECIMALE OU AUTRE;

NOMBRE DE CUPULES INOCULEES PAR DILUTION DIFFERENTE)

#.Ë.ffi.ffi

Ce progranrne effectué pour la calculatrice TEXAS INSTRUMENT

T. I  .59 permet :

-  l e  ca lcu l  de  l ' i nd ice  N .P .P .
-  l ' i n te rva l le  de  conf iance de  ce t  ind ice  (95%)
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MODE D'UTILISATION

1 - taper L et introduire la carte-prograrÛne dans le sens 1

2 - taper 2 et introduire la carte-prograffiE dans le sens 2

II - Introduction des données :

*  pour 1a Première di lut ' ion :

1 -  taper le nombre de cupules posi t ives

2 - taPer A

3 -  taper le nombre total  de cupules posi t ives

4 - taper R/S

5 -  taPer le volume inoculé

6 - taper R/S

* pour les di lut ions suivantes,  
' les 

mêmes opérat ions sont répêtées'

I I I  -  Rêsu l ta ts  :

1 - taper B

2 -  après quelques secondes d'at tente,  sont obtenus les résul tats :

.  N .P .P .

.L te tL ,
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- EXEMPLE -

95

96

1

97

95

0r5

51

89

o,25

L7

96

0,125

3 ,55  00  N.P .P .

3 ,05  00  L i

4 ,13  0o  Ls
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PR0GRAMME INF0RMATIQUE CONCERNANT LE CALCUL DE L',INDICE N.P.P'

DANS LE CAS DE TRoIS (OU PLUS) DILUTIONS DECIMALES (0U AUTRES)

*Èffi*È'fÊ*

ce programme en langage basique, effectué pour 1e micro-

ordinateur ZENITH 89 (Data system), permet :

*  dans  le  cas  de  3  d i lu t ions  déc ima les  :

l e  ca lcu ' l  de  I ' i nd ice  N 'P 'P
- l ' interval le de conf iance de cet indice (95%)

-  log  P
-  log  D

* dans le cas général  :

- ' l e  ca lcu l  de  I ' i nd ice  N 'P 'P '

-  ' t ' i n te rva l le  de  conf iance de  ce t  ind ice  (95%)
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ler EXEMPLE -

Cas de 3 di lut ions dêcimales

- 2me EXEMPLE -

Cas général

N.P.P.= D I  L i

1.  161

1 .380

0 .498

0 .364

-  1 .95
-13 .97

-  5 .11
-  14 .  95

18 .19

30 .82

4 .05

? .96

11 .  54

18 .64

2 .45

1 .80

14.49

23.97

3 .15

2 .3L

96/96 74/96 t2/96

96/96 e6/96 o/e6

96/96 17 /e6 0/e6

96/96 0/96 0/96

95/96

87 /95
51/89

t7 /e6

N.P.P .=Q.355E+01

0.100  E  +  01

0.500 E +  00

0 .250  E  +  00

0 .125  E  +  00

L i=0 .305E+0 i Ls=0 .413E+01




