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INTRODUCTION



Les eaux usées véhiculent  un grand nombre de microorganismes

pa thogènes  pa rm i  l esque l s  f es  v i r us  t i ennen t  une  p lace  pa r t i cu l i è re .
.7

Exc ré tés  en  g rand  nombre  dans  l es  ma t i è res  f éca les  ( fO ' / g  de  se l l es

selon GELDREICH ,  L978) ,  par  les indiv idus in fectés cu por teurs sains,

ces  v i rus  peuven t  su rv i v re  t r ès  l ong temps  dans  l es  eaux  (n lOCX,  à

p a r a î t r e ) .

Parmi  les v i rus entér iques Ies p lus couramment iso lés dans

les  eaux  usées ,  i l  f au t  c i t e r  l es  en té rov i rus  ( v i r us  de  Ia  po l i omyé l i -

t e ,  v i r u s  C c x s a c k i e  d e  t y p e  A  e t  B ,  v i r u s  E . C . H . O . ) ,  I e s  R é o v i r u s ,

l - es  Adénov i rus  ( f 'OL fCUSf  e t  s ! ,  1966 ) .  Ce  spec t re  de  v i rus  i so lés

des  eaux  rés idua i res  es t  sans  dou te  enco re  assez  f im i té .  En  e f f e t ,

l - a  p lupa r t  des  sys tèmes  v i van ts  u t i l i sés  pou r  1es  me t t re  en  év idence

(  sou ; ' i ceaux  nouveau -nés ,  sys tèmes  ce l l - u l a i r es  d ' o r i g i ne  hu ,na ine  ou

s im ienne  cu l t i vés  i n  v i t r o )  j oue  un  rô le  sé lec t i f  v i - s  à  v i s  d ' un  ou

p lus ieu rs  g roupes  ou  sé ro t ypes  v i raux  pa r t i cu l i e r s .  D 'au t res  t ypes

de  v i rus ,  eu i  ne  son t  pas  enco re  à  ce  j ou r  cu l t i vab les  su r  des  sys tè -

mes  v i van ts  de  l abo ra to i re ,  e t  don t  I ' i n té rê t  en  San té  Pub l i que  au -

' i n r r n r i l h r r i  o q f  m e n i  f e q l - e  (  r r i  n r r q  r l p  I  I  h é n : f  i  t c  P r n r r n r r i  n r r q  1 - o l  q  ô r r p
\ w l f g v v r u v ' Y q v

1e  v i rus  de  Norwa lk ,  ou  enco re  Ro tav i rus )  pou r ra ien t  se  re t rouve r

dans  l es  eaux  usées ,  ces  de rn ie rs  ayan t  é té  récemmen t  m is  en  év idence

pa r  des  mé thodes  immunoenzymat iques  ou  1a  m ic roscop ie  é lec t i ' on ique

\ ttt,KuA , t_yuu / .

Les concerr t rat i -ons v i ra l -es dans les eaux rés iduai res rappor-

t ées  dans  l a  I i t t é ra tu re  (qu i  r ep résen ten t  essen t i e l l emen t  des  en té ro -

v i rus )  va r : i en t  beaucoup  d run  au teu r  à  f r au t re  :  de  2  UFP/L  (KELLY
tr

e t  S A N D E R S O N ,  1 9 6 0 )  à  1 , 0 -  U F P / ]  ( N U P E N  e t  a l ,  1 9 7 4 ) .  C e s  é c a r t s  s e m -

blent  recouvr i r  :

-  des  va r i a t i ons  géog raph iques ,

-  des  va r i a t i ons  sa i sonn iè res ,

-  des  d i f f é rences  dans  l es  mé thodes  de  m ise  en  év idence  (mé-

thode  de  ccncen t ra t i on ,  mé thode  de  quan t i f i ca t i on ,  sys tème

c e l l u l a i r e  u t i l i s é ) .

De  pa r  l eu r  mode  d 'exc ré t i on ,  l - es  v i r i ons  peuven t  ê t re  l i b res

sous  fo rme  d 'ag réga ts  adso rbés  su r  des  ma t i è res  en  suspens i -on ,

enrobés dans la  mat ière organique.  Cet  état  leur  confère la  pro-

ou



pr ié té  d 'ê t re  en  par t ie  é l im inés  par  les  p rocédés c lass iques  d 'épura-

t ion  des  eaux  usées  (décanta t ion ,  réac teurs  b io log iques ,  e tc .  .  .  )  .

Un grand nombre de virus échappent cependant au trai tement d'épurat ion

Les concentrat ions virales retrouvées dans l-es eaux usées trai tées

v a r i e n t  l à  e n c o r e  d r u n  a u t e u r  à  I ' a u t r e  :  d e  0 , 1 -  U F P / I  ( C l f V n n , 1 9 7 5 )

à  5  0OO UFP/ ]  (Cf i fU  e t  a l ,  1967) .  A ins i  pour  la  s ta t ion  d 'épura t ion

de Nancy-Maxévi l le,  eui  t rai te quot idiennement 150 OOO *3 d'eaux usées

par jour,  Ie rejet  journal ier dans Ia r iv ière lv leurthe a été est imé

à 3 .10"  par t i cu les  v i ra les  par  SCHWARTZBROD et  a l  ( feZgn) .  Ma lgré

le facteur di lut i f  important,  les phénomènes d'autoépurat ion du mil ieu

nature l  semblen t  jouer  un  fa ib le  rô le  (S I -OCX e t  a I ,  I979a;  DAHLING

et  SAFFERMANN,  1979)  e t  des  concent ra t ions  v i ra les  de  Lrordre  de

2,3 NPPUC/I ont pu être retrouvées plusieurs ki lomètres en aval de

ce re je t  (nOl lRnn e t  BLOCK,  1980) .  La  tendance à  1 'u rban isa t ion  accé-

lé rée  e t  l rassa in issement  co f l -ec t i f  foca l - i sen t  ces  re je ts  dans  Ie

mi l ieu  na ture l .  I l  en  résu l te  une dé tér io ra t ion  de  la  qua l i té  des

eaux de  r i v iè re  dont  I 'u t i l i sa t ion  pour  Ia  p roduc t ion  d 'eau po tab le

ou à des f ins récr 'éat ives (baignade) peut const i tuer al-ors un danger

rée l  pour  l rhomme.  Dans le  cyc le  de  l - 'eau ,  c 'es t  donc  au  n iveau des

rejets des eaux usées trai tées dans lrenvironnement que des contrain-

tes peuvent être exercées en premier l ieu pour la sauvegarde de notre

environnement.  Ce contrôle nécessite tout d 'abord une bonne connais-

sance des rendements d'épurat i -on des systèmes actuel lement mis en

oeuvre au point de vue rétent ion des virus. Les chi f f res ci tés dans

Ia  l i t té ra tu re  fon t  é ta t  d 'env i ron  60  à  90  % d 'é I im ina t ion  par  l -e

t ra i tement  des  boues ac t ivées  (snnC,  1973c) .

La relat ion existant entre ces abattements et l -es var iat ions

des autres facteurs physico-chimiques ou microbiologiques nra été

que très rarement décr i te.  La plupart  de ces travaux sont entachés

drerreurs pour deux raisons essent iel les :

-  I ' absence  d réva lua t i on  des  rendemen ts  des  techn iques  de

concentrat ion ut i l isées oour met t re en év idence les v i rus

pour  chaque type d 'eau,

- Ia non synchronisat ion des

du temps de rétent ion des

variat ions importantes de

d 'une même journée (nRO e t

pré lèvements  d 'eau en  fonc t ion

ouvrages  (eunc ,  1973b)  e t  les

virus pouvant survenir  au cours

â 1 ,  L 9 7 7 )  .
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Ce travai l  a donc eu deux buts essent iels i

-  étudier res l imites drune méthode de concentrat ion des

virus par adsorpt ion-élut ion sur poudre de verre décri te

par SARRETTE et al  (L977a) et modif iée par SCHUJARTZBROD

et LUCENA-GUTIERREZ (1978) et en opt imiser les condit ions

d 'app l i ca t ion  à  1 'ana lyse  v i ro log ique des  eaux  usées  i
-  étudier les f lux de virus entér iques en relat ion avec

draut res  fac teurs  phys ico-ch imiques  (OnOU,  DCO,  MEST)

et microbiologiques ( col i formes thermorésistants )  dans

les eaux usées brutes et t rai tées de 1a stat ion d'épura-

t ion par voie biologique de Nancy-Maxévi l le.



II. EXPERII,TENTATION
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1. LA STATION DIEPURATION

L.1-.  Si tuat ion

La stat ion d'épurat ion de Nancy, si tuée à Maxévi l1e près

de la rivière Meurthe traite les eaux usées de Nancy et de 12 communes

du Distr ict  Urbain de 1'Agglomérat ion Nancéienne, soi t  une populat ion

équivalente raccordée de 3l-O OOO habitants.

Le réseau d'assainissement est un réseau unitaire.  Trois

col lecteurs généraux drainent ces eaux usées vers la stat ion d'épura-

t ion :  le col lecteur r ive droi te,  le col lecteur r ive gauche et le

col lecteur Maxévi1le. Les disposit ions topographiques de ces col lec-

teurs représentés sur 1a f igure 1- permettent d 'apparenter 1'ensemble

du réseau des égouts à un arbre dont la stat ion d'épurat ion serai t

placée à Ia base du tronc. Les eaux usées transi tent dans ce réseau

à des vi tesses var iant de 0,5 mètre à 1 mètre par seconde selon Ia

pente des terrains. Ainsi ,  à part i r  du point le plus éloigné du réseau

les eaux usées mettent environ deux heures trente minutes pour rejoin-

dre la stat ion d'épurat ion, ce qui est relat ivement court  pour 1'éten-

due du réseau d'assainissement.  Les eaux usées ainsi  col l -ectées se

rassemblent à 1'ouvrage de pr ise de la stat ion d'épurat ion. Le plan

de cette stat ion est présenté sur 1a f igure 2 (  les f i l ières de trai te-

ment des boues et certains bât iments techniques nront pas été repré-

sentés  sur  ce  p lan) .

Les eaux usées suivent Ie schéma d'épurat ion suivant :

-  Relèvement des eaux oar vis d'Archimède.

- Prétrai tement

dégri l lage par gr i l le

reaux 25 mm,

dessablage, déshui lage

avec pont racleur et

déshui lage,

vert icale, écartement des bar-

en compart iment rectangulaire

insuff lat ion d'air  pour le
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La Meurthe
N

.  Skm
l-J

n Stat ion d 'épurat ion

MALZEVILL

;reur lPrlLNoY
GrémirlJdfilr

FIGURE 1 : PIan du réseau d'assainissement
nancéienne (seuls f igurent les
paux ) .

de lragglomération
co l l ec teu rs  p r i nc i -
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décantat ion pr imaire :  eI le est ef fectuée sur trois

bassins circulaires de 3 880 m3 chacun. Lreau décante

en moyenne pendant l- heure 48 minutes. pour améliorer

le rendement de 1a décantation primaire et rendre

les boues pr imaires plus f lu ides, une part ie des boues

secondaires (environ 1-0 à 20 % selon le volume de

boues biologiques produites dans les bassins d'aéra-

t ion) est renvoyée avec I 'eau usée brute sur les dé-

canteurs pr imaires.

épurat ion biologique :  après décantat ion pr imaire,

I 'eau  usée se  répar t i t  en  t ro is  bass ins  draéra t ion

drun volume total  de 1-O OOO 13. Le temps de séjour

moyen dans les bassins draérat ion est de t  heure

33 minutes .

. décantation secondaire : 3 décanteurs circulaires

de 5 OOO r 3 chacun reçoivent les eff luents du bassin

de boues act ivées. Après un temps de séjour moyen

de 2 heures 20 minutes, 1es eaux clar i f iées passent

.  sur un seui l  de jaugeage de débit  et  srévacuent gravi-

bairement en Meurthe par un chenal de rejet.

Les boues secondaires sont réintroduites en tête de

bassins draérat ion et l texcédent est renvoyé sur les

décanteurs pr imaires.

Les boues fraîches extrai tes des décanteurs pr imaires

sont soumises à un trai tement de stabi l_isat ion :  la

digest ion anaérobie, pendant quinze à vingt jours.

Les boues sont errsuite pompées et Cirigées vers les

élutr iateurs. Ce procédé de lavage des boues permet

L 'é l im ina t ion  des  é1éments  co11oîdaux  qu 'e I1es  con-

biennent,  faci l i te leur épaississement et évi te Ie

colmatage des toi les ut i l isées en f i l t rat ion mécanique.

Lreau de lavage des boues retourne en tête de stat ion

avec I I influent dans le bassin de pompage des vis

d tArch imède .

Le temps moyen de rétent ion des eaux usées sur I 'ensemble

des bassins de Ia stat ion est d 'environ 4 à 6 heures.



- l ô

Année 1977
( févr i  er  )

I
I  Année 1978
|  (noverbre)

r l
A n n é e  1 9 7 9  l l n n é e  1 - o S 0  |
(novenb re )  |  ( av r i t )  |

â
D é b i t  j o u r n a l i e r  t r a i t é  0 j  ( m " / j )

Q  m o y e n  m : / h
J r ,

r , l  0 r u r n e  | n 2 / n

0  m a x  m " / h

p l u v i e u x

1 7 0  8 2 0
7 t20
7 300
7 600

21 300
50 900
27 800

b e a u  t e m p s

99 940
4  1 6 0
4 600
5  1 0 0

l 6  6 0 0
30  700
15  600

I ' l
1  , 3 5

44
4 8 , 8

b e a u  t e m p s

109 350
4 556
5 000
5 900

1 3  1 2 0
28 868
1 0  1 6 9

o r a g e u x ,  s e c

1 0 7  6 3 2
4 485
5 162
5 800

l 1  8 3 3
30 244
I  4 7 1

C h a n g e s  p o l l u a n t e s  ( * )  t r a i t é e s
DBos kgl i
DcO ks/ j
l , l tsT ks/j

T r a i t e m e n t  p n i m a i n e
C o n d i t i o n s  d e  f o n c t i o n n e m e n t

C h a r g e ;  h y d r a u l i q u e s  s u p e r f i c i e l l e s
/Q t  m l /m1 . t r

/ o p  ^ t  l ^ ' . h

E f f i c a c i t é  ( % )

/oeo.
/NE  ST

E p u r a t i o n  b i o l o g i q u e
C o n d i t i o n s  d e  f o n c t i o n n e m e n t

C h a r g e s  p o I  I u a n t e s  t r a i t é e s
DBOç  ks / j
C h a Ë g e  v o l u m i q u e  d u  b a s s i n  d r a é r a t i o n
t<g  oeo . /m3 .  j

C h a r ^ g e - m a s s i q u e  d e  l r a é n a t i o n
ks  DB05 /ks  t , |S . j
C h a r g e s  h y d r a u l i q u e s  s u p e n f i c i e l l e s
d e  c l a n i f i c a t i o n

/8*
/Qp

^trt,^tr.1
|n  / tn  .n

E f f i c a c i t é  d u  t r a i t e m e n t  b i o l o g i q u e
zi DB0s
%lt[ES

P e n f o r m a n c e s  é p u n a t o i r e s  g l o b a l e s  d e  I a
s t a t i o n  ( % )

/DBoq
/oco-
/ titE S

1 , g g
p 2

5 7

1  , 2 0
1  , 5 6

42
52

1 , 1 8
1 , 5 3

I J

4 5

-  I  1 5 0

0 , 9 2

0 , 2 9

1  , 0 7
1 , 3 9

ô9
8 l

13 700

1 , 3 7

0 ,  3 9

1 , 7
1 r 8

8 1

I  200

0 , 9 2

0 , 3 4

a
I

1 , 2 2

8 0 , 4
6 8 , 7

8 9
8 7
8 4

1 8
4 1
t a

7  550

0 ,  7 5

0 ' 5

1  , 0 9
1 , 4 2

7 8
7 0 , 4

C a r a c t é r i s a t i o n  d e  I r e a u  t r a i t é e
t e n e u r s  e n  D B O U

DC0
|l|EST

( m s / l  )
( m g / t )
( m g / t  )

94
o +

94

I

48
9

8 7 , 5
8 7 , 8
8 5

t 5
J I

t q

9 1
8 2
8 1

9
48
1 6

( * )  0 a n s  c e s  c h a r g e s  s o n t  i n c l u s  ( s a u f  p o u r  l a  c a m p a g n e  d e  m e s u r e s  1 9 8 0 )  I e s  n e t o u r s  d e s  d i g e s t e u r s ,
é p a i s s i s s e u r s  e t  I e s  f i l t r a t s  d e  d é s h y d r a t i o n  m é c a n i q u e  p a n  f i l t n a t i o n  s o u s  v i d e .

Caractéristiques de traitement et perforrnances de la station drépura-
tion de Nancy-Maxéville pour les années L977, L978,1979 et 1980.
(D 'après  les  b i lans  e f fec tués  par  I ' fns t i tu t  de  Recherches  Hydro log i -
ques de Nancy)

C o n d i t i o n s  m é t é o r o l o g i q u e s

TABLEAU 1 :
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Sur 1e tableau 1 sont présentées 1es caractér ist iques de

trai tement et les performances de la stat ion drépurat ion de Nancy-

Maxévi l le pour 1es années L977, 1-978, l -979 et lggo (d'après les bi l_ans

annuels effectués par 1' Inst i tut  de Recherches Hydrologiques de Nancy)

Les analyses ont êtê effectuées sur des échant i l lons composés sur

24 heures. Les débits journal iers trai tés ces trois dernières années
( rsze ,  1979,  l -98o)  on t  é té  respec t ivement  de  I 'o rd re  de  g9  gao m3 par

jour,  l -09 35o m3 par jour et Lo7 632 m3 par jour.  ces vareurs restent

donc infér ieures à la capacité maximale admissible en épurat ion biolo-

gique de 23g Ooo t3 par jour, garantissant ainsi un fonctionnement

cor rec t  de  Ia  s ta t ion  drépura t ion .

Les charges pol luantes trai tées sont en moyenne sur les trois

dernières années de l-3 tonnes par jour de DBOS, 30 tonnes par jour

de Dco, rz tonnes par jour de MEST, et les performances épuratoires

grobales de la stat ion ont été en moyenne de 90 % pour la DBo5,

85 % pour la DCO et 83 % pour les MEST. Les caractér ist iques de I 'eau

trai tée ont été conformes aux normes de rejet ces quatre dernières

années.

1.2. l4esure des débits

Pour 1es mesures de débits,  nous avons ut i l isé Ie débimètre

de Ia  s ta t ion ,  ins ta l lé  dans  Ie  chena l -  de  re je t .

Dans le chenar de rejet est pracé un capteur de pression

re la t i ve  ou  d i f fé ren t ie l te  ( type  785 Ha,  Soc ié té  d ' Ins t rumenta t ion

Sch lumberger ,  Nancy) .  Sous  l 'e f fe t  de  la  p ress ion  de  l 'eau ,  une mem-

brane métal l ique ondurée déplace re noyau magnétique mobi le drun

transformateur di f férent iel- .  Un démodulateur comportant les réglages

de zêro  e t  d 'échet le ,  t rans forme les  tens ions  a l te rna t ives  indu i tes

dans le capteur en une tension cont inue proport ionnel le à la mesure.

Cette tension permet l renregistrement des var iat ions en fonct ion dr-r

temps, sur enregistreur à bande, êt permet également de total iser

sur compteur numérique le volume d'eau trai tée.

Pour  1 'é ta lonnage des  mesures  de  déb i t , Ia hauteur de Ia

de jaugeage donneIame dreau mesurée au niveau de la pel le du

Ie débit  comespondant selon Ie diagramme de
3 .  î  - 1

e m- le  =  
L (0 ,41  +  o ,1o  H/P)  n  VzgH J  x  L

,  seu i l

NEYRPIC.

L = Iargeur de seui l

P = hauteur de la pel le

H = hauteur de Ia Lame
d ' e a u  s u r  l a  p e l l e
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Lrenreg is t rement  permet  d 'ob ten i r  le  déb i t  d 'eau t ra i tée

sortant de Ia stat ion d'épurat ion. La stat ion fonct ionnant en gravi-

taire après le relevage des eaux en entrée, les var iat ions de débit

à I 'entrée sont ressent ies en sort ie après un laps de temps de 5 minu-

tes environ, correspondant au temps de réponse hydraul ique. Le débit

des eaux usées brutes en entrée de stat ion peut donc être assimi lé

au débit  des eaux trai tées enregistré en sort ie.

1.3. Points de prélèvement

Les eaux usées en entrée de la stat ion ont êtê prélevées

dans le bassin de dessablage après le poste de dégri l lage, au

point A sur la f igure 2.

Les eaux trai tées en sort ie de stat ion ont été prélevées

dans Le chenal de rejet avant Ia pel le de jaugeage, au point B sur

la f igure 2.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Prétèvements

Trois types de préIèvements ont été effectués :

-  des prélèvements manuels réal isés au trempé,

-  des  pré lèvements  "composésr r  sur  24  heures ,  d rune par t  en

cont inu ,  e t  d 'au t re  par t ,  séquent ie l lement ,  à  I 'a ide  de

pompes péristaltiques type trJAB (fnOLqSO réf æ 115 000).Ces deux

derniers types de prélèvements ont été ut i l - isés uniquement

lors de I 'expérimentat ion du f lux de virus dans les eaux

usées brutes et t rai tées de la stat ion d'épurat ion pendant

24 heures.

Le  matér ie l  de  pré lèvement  (seau de  10  l i t res ,  en tonno i r ,

tuyau pour pompe, bidon polyéthylène de 22 l- i t res) a été préalablement

s té r i l i sé  avec  de  l reau de  Jave l  d i luée ,  pu is  r incé  avec  une so lu t ion

neutral isante de sul f i te de sodium. Avant prélèvement dans les chenaux

de la stat ion d'épurat ion, seau et bidon ont été r incés une fois avec

l reau usée bru te  ou  1 'eau t ra i tée .  Les  pré ]èvements  au  t rempé ont



été réaI isés à I 'a ide drun seau plongé dans les eaux usées. Le contenu

du seau est reversé en bidon de polyéthylène. Les échant i l lons ainsi

prélevés ont été transportés au laboratoire à température ambiante

en moins de 30 minutes et soumis immédiatement à I 'analyse virologique

Selon le type d'expérimentat ion, des volumes de 20, 60, 80

et 22O l i t res d'eaux usées ont été préIevés. Pour les essais nécessi-

tant des échantil-lons homogènes, les eaux usées ont été rassemblées

en cuve et homogénéisées pendant 30 minutes par deux pompes. A partir

de cette cuve ont êté alors répart is des échant i l lons d'eaux usées

drun volume déterminé en bidon de polyéthylène.

2.2. Système de concentration des virus

Les virus ont été concentrés selon la technique de SARRETTE

et  a l  (L977)  par  f i l t ra t ion  de  l reau ac id i f iée  à  pH 3 ,5  au  t ravers

d'un f i l t re dynamique de poudre de veme, suivie d'une éIut ion à pH

alcal in des virus retenus. Fonct ionnant selon ce pr incipe, I 'apparei l

modif ié de. SCHh,ARTZBROD et LUCENA-GUTIERREZ (L97e) a été choisi  pour

ses qual i tés fonct ionnel les. Le schéma coté de I 'ampoule à concentrer

est présenté sur la f igure 3.

Cet apparei l  est const i tué de deux part ies dist inctes :

I 'ampoule proprement di te,  const i tuée d'une colonne

de . .rerre de 5 cm de diamètre,65 cm de longueur tota-

le,  munie de deux tubulures latérales et d 'une chambre

d'expansion sphérique de 16 cm de diamètre. Le volume

total  de cette ampoule est voisin de 3 l i t res i

une pièce, portant deux robinets et une tubulure laté-

rale, qui  se raccorde à la part ie infér ieure de l tam-

poule au moyen d'un tuyau plast ique autoclavable de

8 cm de long et au flacon de récupération du liquide

d '  é lu t ion .

Cet apparei l  à concentrer ainsi  monté est placé sur un stat i f

porte-objet d 'une hauteur adéquate.

L'adsorbant employé est de la poudre de verre (Sovirel

4585-10) obtenu par concassage de verre borosi l icaté, puis tamisage

entre 1-OO et 2OO pm. L'observat ion microscopique de cette poudre révè-

Ie des cr istaux de veme irrégul iers aux formes diverses ( f igure 4).
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FIGURE 3 : Schéma côté de I'appareil à concentrer
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FIGURE 4 : Cristaux de verre (grossissement : x 50 et x l_OO).
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Avant 1e montage des deux part ies de 1'appareir  à concentrer,

un tampon de coton est placé sur les pointes de verre de la pièce

robinets pour retenir  la poudre de verre lors de r 'étape d'él_ut ion.

Les deux part ies, ampoules et pièce robinets sont rer iées par Ie tuyau

de plast ique, qui  est ensuite clampée (1).  Les tubulures 2 et 3 sont

égarement clampées pour permettre I ' introduct ion d'une quant i té de

poudre de verre dans l 'appareir  à I 'a ide drun entonnoir  par ra tubu-

lure 4.

Les  échant i l lons  d 'eau à  concent re r  son t  ac id i f iés  à  pH 3 ,5

par ajout dracide chrorhydrique technique (Prolabo réf 20 246 29)

sous agitat ion constante par pompe. Une solut ion stér i le de chlorure

draluminium est également ajoutée à la concentrat ion f inale de
- L

5.10  
'M.  (x  ml  de  so lu t ion  de  ch lo rure  d 'a lumin ium 0 ,5  M s té r i le  pour

x  l i t r e s  d ' e a u ) .

Les échant i l lons dreau ainsi  t rai tés sont injectés par la

tuburure 2 à Ia base de 1a coronne sous I 'act ion drune pompe à débit

réglable ( type Masterf lex -  Distr ibuteur Bioblock -  réf  87 Zl-7).  CeIa

provoque la mise en suspension de la poudre de verre et la formation

d'un f i l t re dynamique dans la colonne et Ia part ie infér ieure de la

sphère .

Lreau s 'échappe ensu i te  de  I 'ampou le  par  la  tubu lu re  4  re t iée

à un tuyau d'évacuat ion. Après le passage de la total i té de l réchan-

t i l lon, amêt de la pompe et fermeture de la tubulure 2, Ia poudre

de verre décante dans la part ie basse de Ia colonne. L'ouverture de

la  tubu lu re  3  permet  1 'évacuat ion  de  r reau de  l ta rnpou le ,  l reau res tan t

au-dessus du l i t  de poudre de verre est él iminée par aspirat ion à

lraide drun tuyau par cette même tubulure.

2.3. Technique dréIution des virus de Ia poudre de veme

Le l iquide d'éIut ion employé est un tampon

O,O5 M à pH 11,5 préparé extemporanément à part i r  des

vants (quant i té pour un l i t re) :

- glycine (Prolabo - réf 24 4O4 23)

- chlorure de sodium (Prolabo - réf  27 8!O 29)

- solution de soude 1 N (Prol-abo Normadose -

glycine-soude

produits sui-

3 , 7 5  g

2 , 9 2  g

50 ml

rê1 32 066 60)
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cette sol-ution tampon est cororée par addition de querques

gouttes d'une solut ion stér i l_e de rouge de phénol à L %.

Pour la phase d'érut ion, la jonct ion plast ique est déclampée

en 1 et Ia poudre de verre descend ainsi au niveau du tampon de coton.

Le l iquide dtélut ion ( fOO ml environ) est introduit  par la tubulu_

re 4, tout en r inçant les parois de l rampoule et de ra colonne. puis,

après ouverture du robinet A et du clamp de la tubulure 5, re vide

est créé pour faire progresser le tampon glycine dans la coronne de

poudre de verre. un front dtélut ion se forme, repérab1e grâce à Ia

colorat ion du tampon d'élut ion, plus ou mc, ins net selon la turbidi té

e t  la  cou leur  de  1 'échant i l lon .

Lorsque ce front d 'élut ion atteint  le tampon de coton, 1e

robinet A est fermé ainsi  que le clamp de la tubulure 5. Le clamp

de la tubulure 6 est ouvert, de même que le robinet B.

A l rouver tu re  du  rob ine t  A  e t  tou jours  sous  r re f fe t  du  v ide ,

Ie  l iqu ide  d 'é lu t ion  es t  recue i lL i  dans  le  f lacon s té r i le .

seu ls  les  35  premiers  ml 'de  l iqu ide  d 'é ru t ion  sont  a ins i

récupérés.

2.4. Trai tement des l iquides d'élut ion

Après leur récupérat ion, les l iquides d'élut ion vont subir

en premier l ieu une neutral isat ion, puis une Cécontaminat ion. Ensuite,

nous y avons ajouté une centrifugation et une dil-ution partielle des

échant i l lons.

2 . 4 . I .  N e u t r a l i s a t i o n

Le pH des l iquides d'élut ion récupérés après passage à tra-

vers 1a poudre de verre var ie de 9 à 1-0,5 selon les types dreaux con-

centrés. Immédiatement après leur récupérat ion, les l iquides dréIut ion

sont neutral isés par ajout de solut ion d'acide chlorhydrique 1 N et

O,1  N jusqurà  pH 7 ,2 .  Le  rouge de  phéno l  p résent  p rend à  ce  pH une

te in te  rose  orangée b ien  v is ib le  s i  le  r iqu ide  d 'é lu t ion  n 'esr  pas

trop turbide et coloré.
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2.4 .2 .  Décontaminat ion

Les l iquides d'élut ion sont décontaminés par le chlcroforme

selon 1a technique de BURAS (tgZq) et par ajout de solut ions ant j .bio-

t iques et drant i fungiques. Dans un premier temps, Ies l iquides dréIu-

tion sont additionnés de chloroforme (Prolabo - réf 22 7LL 324) dans

la proportion de 30 %, puis soumis à une agitation rapide sur agita-

teur magnétique pendant 30 minutes. Les émulsions obtenues sont décan-

tées une nuit  à + 4aC. Après 
'quoi,  

Ia phase aqueuse supérieure est

prélevée et Ie chloroforme résiduel encore présent est entraîné par

un courant drazote stériLe barbotant pendant 30 minutes à température

ambiante.

Pour garant ir  Ia stér i I i té microbiologique des l iquides

d'élut ion pendant leur conservat ion, 3 % d'une solut ion d'ant ibiot i -

ques et 3 % d'une solut ion de fungizone leur sont addit ionnés. La

composit ion de ces solut ions est la suivante :

-  Solut ion ant ibiot ioue :

Pour 1 mI eau dist i l lée

Pén ic i l l i ne  (Sarbach)

Streptomycine (Specia)

l_oo c,oo u
- ?

4 , 1 6 . 1 O  -  g
- ?

9 . 1 - 0  "  g

bqur .oo ,

O r 1  m g

stér i le  :

Néomycine

- Solut ion de fungizone (Laboratoire

Pour 1 ml- de Hanks

Amphoter ic ine B

2.4 .3 .  Cent r i fugat ion

Les l iquides d'élut ion ont été soumis à une centr i fugat ion

de 10 00O g pendant 10 minutes à + 4oC, sur centrifugeuse Beckmann

JB 2!,  af in de diminuer leur toxici té vis à vis des cul tures cel lu-

la i res .

2 .4 .4 .  D i lu t ion  par t ie l le  des  l iqu ides  d 'é lu t io r r

Après ajout de solut ions ant ibiot iques aux l iquides d'élut ion

Ieur volume est drenviron 38 ml.  Ce volume a toujours été complété
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à 50 ml par ajout de MEM 2 fois concentré à 4 % de sérum foetal de

veau décomplémenté ,  a f in  d ra jus te r  I rosmolar i té  des  l iqu ides  d 'é lu t ion

à cel le des mi l ieux de cul ture cel lulaire.  I I  a êté tenu compte de

cette di lut ion pour les cal-culs des t i t res viraux.

2.5. Culture cellulaire

2 . 5 . L .  L i g n é e  c e l l u l a i r e

Les analyses virologiques ont été effectuées sur une souche

de cel lules Buffalo Green Monkey (BGM) en l ignée cont inue, provenant

de rein de singes verts afr icains (C-ercopithecus aethiops) (réf Gibco-

Biocul i  H 4O2O). Cette souche cel lulaire est entretenue au laboratoire

par trypsination hebdomadaire. Les analyses virologiques ont été rêa-

l isées sur ces cel lules entre Ie BOème et le 1-35ème passage.

2 . 5 . 2 .  M i l i e u  d e  c u l t u r e

Le mil ieu de base employé est du rrminimum essent ial  mediumrl

de Eagle (MEM) avec L glutamine et acides aminés non essent iels (réf

Seromed 437 1,O) (Uit ieu deshydraté pour l -O l i t res).

L 'eau bidist i t lée servant à la préparat ion des mi l ieux de

culture a été stér i l isée par f i l t rat ion sur membrane (f  bar).  Les

membranes ont êtê placées sur les supports de f i l t rat ion (Sartor ius

162 68)  se lon  I 'o rd re  su ivant  :

- Membrane de fibre de verre ( Sartorir-rs 13430)

- Membrane en ni trate de cel- Iulose de 0,t  pr (Sartor ius l -1-3O4)

- Membrane de dacron (Sartorius l_3420)

- Membrane en nitrate de ceLlulose de 0,, pr (Sartorius lL3O7)

L'ensemble, support  et  membranes, est stér i1isé par autocla-

vage à 12OoC pendant 20 minutes.

Le  mi l ieu  d issous  dans  de  l reau b ic i i s t i l l ée  s té r i le  es t  add i -

t ionné de sérum de veau nouveau-né (réf Seromed 0123 et 0125),  décom-

plémenté par la chaleur à 56oc au bain marie pendant 3o minutes, dans

la proport ion de 1o % pour les mi l ieux de croissance, et de 2 % pour
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les mi l ieux drentret ien. Ces mil ieux sont tamponnés par addit ion de

bicarbonate de sodium (réf Prol-abo 27 778) dans ra proportion de

1,12 gramme pour 1 l i t re de MEM 10 % et de 1,76 gramme pour 1 l i t re

de MEM 2 %,  e t  par  add i t ion  de  tampon Hepes 5  M (O,4%)  ( ré f  Seromed

1.672).

Les mi l ieux de cul ture sont stér i l isés par f i l t rat ion sous

pression d'azote 1 bar selon le même protocole décri t  précédemment.

Le mi l ieu f i l t ré est répart i  en f laccns de verre de 5OO ml préalable-

ment stér i l isés par passage au four deux fois 90 minutes à 18OoC.

Chaque série de quatre flacons est contrôlée par ensemence-

ment de deux tubes de milieu au thioglycolate de sodium avec résazuri-

ne (réf Biomerieux 5l-  131) avec 2 ml du mi l ieu. Un tube est incubé

à température ordinaire, I 'autre à 1'étuve à 37oC. Les f lacons bouchés

et ét iquetés sont stockés 8 jours à température du laboratoire. Après

cette période, i Is sont stockés à + 4oC si  aucun trouble n'est apparu

et si  les tubes de contrôIe sont restés négat i fs.

Avant ut i l isat ion des mi l ieux, i l  est ajouté à chaque f lacon

de 4OO mI de mi l ieu, 2 ml de la solut ion ant ibiot ique, de composit ion

suivante :

-  Benzyl penici l l inate de sodium l-

-  Sulfate de streptomycine

- Eau dist i l lée stér i le

OOO OO0 Unités

1 g

25 m1

naison de 2 m1 enCette solut ion ant ibiot ique répart ie à

tube stér i le est conservée au congélateur à -  26oC.

r i les  de

Block et

à  1 8 0 0 c ,

rotations

tous les

vant.

2 .5 .3 .  Ent re t ien  de  la  souche ce l lu la i re

Les cel lules BGM sont cul t ivées à 36oC en f lacons ronds sté-
)

49O cm- (réf Corning 25 130, distr ibuteur Poly Labo Paul

Cie) ou en f lacons de verre préalablement stér i l isés au four

mis en rotat ion sur rouleur Dour boutei l le à raison de 2

par minute.

Le tapis cel lulaire des boutei l les est t rypsiné régul ièr.ement

sept jours selon le protocole décrit dans le paragraphe sui-



2r .

Aprés él iminat ion du mil ieu de cul ture, le tapis cel lulaire

est lavé deux fois avec une solution tampon sans calcium ni magnésium

dont Ia composition est la suivante :

- Chlorure de sodium I g

- Chlorure de potassium O,2 g

- Hydrogénophosphate disodique (1,2 HZO) 1-,1_5 g

- Hydrogénophosphate dipotassique O,2 E
- Eau dist i l lée qsp 1 0OO ml

p H  :  7 , 3

Cette solut ion est stér i l isée par autoclavage à 12OoC pendant

20 minutes.

Le tapis cel lulaire est ensuite rnis en contact avec 30 à

50 mI de solut ion de trypsine pendant quelques minutes à l 'étuve à

37oC jusqu'à décol iement total  des cel lules des parois du f lacon.

La solut ion de trypsine est préparée par dissolut ion de

2 , 5  E  d e  t r y p s i n e  ( O : . f c o  r é f  0 1 5 2  L 3 )  e t  d e  O , 2 O  g  d ' E . D . T . A .  ( M e r c k

réf 943) dans l-  OOO rnl  de solut ion sal ine sans calcium ni magnésium.

De plus L00 OOO unités de Pénici l l ine G (Specia) et O,2 g de Strepto-

mycine (Specia) sont ajoutés à cette solut ion de trypsine. Le pH est

d fenv i ron  7r2-7 ,4 .  Cet te  so lu t ion  es t  s té r i l i sée  par  f i l t ra t ion  sur

membrane comme les mi l ieux.

Les cel lules sont récupérées et isolées de la solut ion de

trypsine par centr i fugat ion à 600 g pendant 5 minutes. Le culot cel lu-

laire est remis en suspension dans du MEM 10 % et les cel . lu les sont

dénombrées à 1'aide d'une cel lule de Nageotte. Cette suspension cel lu-

laire est ensuite di luée de façon adéquate et répart ie dans les réci-

pient 's de cul ture à raison de :
h

-  L0" cel lules/ml pour un tube avec 1 ml de mi l ieu,

-  4.105 cel lu1es/ml- dans 7 ml de mi l ieu dans un f lacon de

25 cmz,

-  l - ,5 .105 ce l lu les /ml  dans  70  ml  de  mi l ieu  dans  un  f lacon

de L5O cm2,

- 1,5.105 cel lules/ml dans 150 ml de mi l ieu dans un f lacon

rond de a9O cm2.
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Les f lacons de culture cel lulaire sont mis à incuber à 1rétu-

ve à 36oc et ut i l isés après 5 à 7 jours lorsque Ie tapis cel lulaire

est conf luent.  Pour les f lacons ronds de culture cel lulaire,  Ie mi l ieu

de culture est remplacé après trois jours par du MEM 2 % jusqu'à ra

prochaine trypsination.

2.6. Préparation du stock de virus poliomyélitique

Deux souches de virus pol iomyél i t ique ont été ut i l isées pour

les expériences effectuées avec ajout de virus : une souche de virus

poliomyélitique de type 1 souche Mahoney et une souche de virus polio-

myél i t ique de souche vaccinale Sabin (or igine :  Centre Régional O.M.S.

de référence des Entérovirus, Lyon).

Pour chaque souche, les stocks de virus ont étê préparés

par inoculat ion de la suspension de virus pol iomyêl i t ique à une cuLtu-

re de cel Iules BGM en tapis de 7 jours en f lacon de 150 cm2. La pério-

de dr incubat ion a été de 8 jours à 36oC pour obtenir  ur ie destruct ion

totale du tapis.  Ce f lacon de culture a êtê congelé et décongelé deux

fois de sui te pour rompre les structures cel lulaires et permettre

ainsi  Ia I ibérat ion totale des part icules virales dans 1e mil ieu.

Les débris cel lulaires présents sont él iminés par centr i fugat ion du

m i l i e u à 5 O O 0 g .

Pour monodisperser le stock de virus Mahoney, Ia suspension

virale a été soumise à un traitement de désagrégation selon Ie proto-

cole suivant inspiré par JAKUBOWSKI et al  (1975) :  deux membranes

stér i les de 50 mrn de diamètre de porosi té O, 5 pm (acétate de cel Iulo-

s€ ,  Sar to r ius  ré f  SM L l -1  06)  e t  de  0 ,05  ym (n i t ra te  de  ce l lu lose ,

Sartor ius réf 1-1-3 28) sont prétrai tées par f i l t rat ion de 75 m1 d'une

solut ion stér i le à IO % de sérum de veau, le f i l t rat  obtenu est rendu

isotonique par addit ion de 7,5 mL de Earle l -0 fois concentré. Dix

mil l i l i t res de cette solut ion isotonique clar i f iée sont ut i l isés pour

trai ter à nouveau les membranes. La suspension virale est f i l t rée

deux fois de sui te sur ces membranes ainsi  préparées.

Le stock de virus souche Sabin a étê monodispersé par trai te-

ment au fréon selon 1a technique décri te par SOBSEY et al  (1978).
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Dans un pot entouré de glace, 80 ml de suspension virale

additionnée de 80 ml de fréon à température de + 4oC sont homogénéisés

pendant deux minutes à 20 0OO tours par rninute. Lrémulsion obtenue

est centrifugée à 1- 0OO g pendant L5 minutes et le surnageant est

répart i  en tubes stér i les à raison de 2 mI par tube.

Le t i t re du stock de virus pol iomyél i t ique souche Mahoney
n

é t a i t  d e  2 , 1 . L O '  U F P / m I .

Le t i t re du stock de virus pol iomyél i t ique souche Sabin étai t
R

d e  5 , 8 . 1 - O -  U F P / m 1 .

Pour chaque essai avec virus ajouté, le stock de virus ut i l i -

sé a êtê ret i t ré en paral lèIe avec les autres fract ions de l 'essai

de manière à connaître le t i t re exact du stock de virus.

2.7. Méthode de titrage des virus dans les liquides d'éIution

Selon les essais,  deux techniques ont êté ut i l isées pour

connaître Ia quantité de virus présents dans les échantillons :

-  1a méthode du nombre 1e plus probable,

-  Ia méthode des plages.

La méthode du nombre Ie plus probable en mi l ieu l iquide lais-

sê, s i  un effet  toxique apparaît ,  Ia possibi l i té dtun second et même

d'un trois ième passage pour conf irmer un ei fet  cytopathique. Cet-

te méthode donne une est i rnat ion de Ia densité des part icules

v i r a l e s .

La méthode des plages exige un tapis cel lulaire dense et

un bon état physiologique des cellul-es. Cette méthode pe:'met un comp-

tage direct des part icules virales, mais les inoculums toxiques dé-

truisent Ie tapis cel lulaire sans possibi l i té de numérat ion.

2.7,I .  Ti trage des virus par Ia méthode du nombre Ie

plus probable (NPP)

Cette méthode mise au point par MAC GRADY (:-gfS) avec. 1es bac-

tér ies permet drest imer la densité moyenne des part icules virales

sans effectuer de comptage direct.  A part i r  de I 'échant i l lon ini t ia l ,
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des di lut ions au I /LO sont effectuées (selon 1e t i t re présumé) et

ensemencées sur des cul tures cel lulaires en f lacon de 25 cm2, en tapis

confluent de 7 jours. Pour chaque dilution, cinq flacons ont été ino-

culés selon le protocole suivant. Le milieu de culture de chaque fla-

con a étê él iminé par aspirat ion avec une pipette Pasteur stér i le

rel iée à une trompe à vide avec f io le de garde. Lr inoculum, l -  ml par

f lacon, a étê introduit  dans les f lacons et la issé en contact avec

Ie tapis cel lulaire pendant une heure trente minutes à Irétuve à 36oC.

Une agitation lente des flacons a été pratiquée toutes les quinze

minutes pour augmenter les chances de fixation des virus sur les cel-

Iules du tapis.  Après ce temps de contact,  I ' inoculum a été enlevé

par aspirat ion et les tapis cel lulaires ont été recouverts par 7 ml

de mil ieu drentret ien MEM à 2 % de sérum de veau et ont été mis à

incuber en étuve à 36oC. Cinq f lacons par di lut ion ont été ainsi  ino-

c u l é s .

Le lendemain, une première observat ion des tapis cel lulaires

a étê effectuée au microscope inversé pour noter les éventuels effets

toxiques des inoculums sur les cel lu1es. Après sept jours d' incubat ion

une seconde lecture a êté effectuée et les effets cytopathiques ont

é té  no tés .

Les f lacons ont été ensuite congelés à -  26oC et décongelés

dans leur posi t ion ini t ia le avant dteffectuer un deuxième passage.

Pour cela, un mi l l i l i t re du mi l- ieu de chaque f lacon a êtê inoculé

sur un nouveau tapis cellulaire en flacon de 25 cnz selon le prctocole

décr i t  p récédemment .  Après  sept  jours  d t incubat ion  à  1 ré tuve  à  36oC,

Ia recherche des effets cytopathiques a été effectuée. La destruct ion

du tapis cel lulaire drun f lacon révèle, s i  conf j-rmation au deuxième

passage, la posit iv i té de ce f lacon.

Les résultats ont été exprimés en nombre de flacons positifs

pour trois di lut ions successives. Le tr ip let  obtenu a permis alors

d'après les tables de DE MAN (tgZZ) ae connaître le nombre le plus

probable des part icules virales présentes dans un mil l i l i t re dr inocu-

lum de Ia première di lut ion considérée dans le tr ip let .  Les résultats

sont exprimés en nombre le plus probable drunités cytopathogènes

( NPPUC) .



25.

2 .7 .2 .  T i t rage des  v i rus  par  Ia  méthode des  p lages

La technique des plages ut i l ise des tapis cel lulaires con-

f luents en f lacon de culture de 25 
"rn2 

d" surface. Ltétape de lr inocu-

lation des suspensions virales et de leur dilution est identique à

ce l le  décr i te  p récédemment  en  2 .7 .1 .  En règ le  généra le ,  d ix  f lacons

ont été inoculés par échantillon et par dil-ution.

Le mil ieu géIosé drentret ien a la composit ion suivante :

- MEM 2 fois concentré avec sel de Hanks

et L glutamine

Bicarbonate de sodium en solut ion

3 % stér i le

Chlorure de magnésium en solution

1 % stér i le

Lait  stér i le

4 1 , 5  m I

mi

-  Rouge neutre en solut ion stér i le à L %

- Gélose (réf Oxoid L 28) en solut ion

s t é r i l e  à  L , 5  %

Ce mil ieu gélosé est maintenu en fusion à une température

de 42oC au bain marie et 6 mI de ce mi l ieu sont coulés sur les tapis

cel lulaires. Après sol idi f icat ion du mil ieu, les f lacons sont incubés

retournés, à l 'abr i  de la lumière, en étuve à 36oC. Les f lacons sont

observés quot idiennement et l rappari t ion des plages est repé: 'ée sur

le fond de chaque flacon.

Après deux à trois jours, les tapis cel lulaires reçoivent

une nouvel le quant i té de mi l ieu gé1osé (g ml) de même composit ion,

s i  1 'é ta t  Ces  ce l lu les  le  requ ie r t .

La somme des plages numérées pour un échantillon donné expri-

me le nombre d'Unités Formant P. l .ages (UFP) pour Ie volume inoculé.

2.8. Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques des eaux et des l iquides

d'élut ion ont été effectuées au Service de ContrôIe des Eaux du Labo-

ra to i re  d 'Hyg iène.

l- ml

1- ml

1 , 5  m l

50 ml



2 . 8 .  1  .  o H

Les mesures de pH ont été effectuées à

combinée (soDflen réf oB CA 1pB) rel iée à un

type CG 8l-8 (distr ibuteur SODILAB).

26 .

l ra ide  drune é lec t rode

pH-mètre SCHOTT-GERATE

2 . 8 . 2 .  R é s i s t i v i t é

Les mesures de résist iv i té ont été effectuées à i 'a ide drun

résistivimètre PHILIPS GM 4249 ; J-es résultats ont êtê exorimés en

î/cn.

2 . 8 . 3 .  T u r b i d i t é

Les mesures de turbidi té ont êtê effectuées à I 'a ide d'un

turbidimètre HACH (modèle 21-OO) étalonné par rapport  à un étalon en

verre dépol i  de 70 unités Jackson (JTU) ( f  . f fU = L2,5 gouttes de mas-

t ic).  Les résultats ont été exprimés en JTU (Jackson Turbid Unit) .

2 .8 .4 .  Mat iè res  en  suspens ion
+

.  La mesure des matières en suspension a êtê effectuée selon

la norme AFNOR T 90 l-05 par filtration de 100 mI d'échantillon sur

f i l t re en f ibre de verre de 5 cm de diamètre (Sartor ius réf 13 4OO).

Le poids des matières retenues par Ie f i l t re est déterminé, après

séchage à 105oC, pâp pesée di f férent iel le et Ie résultat  est exprimé

en mglI

2 .8 .5 .  Demande b io"h i * iq ru  
" .  

o*ygè

La mesure de la demande biochimique en oxygène (DBO) a êtê

effectuée selon la norme AFNOR T 90 103 par incubation pendant cinq

jours à 2OoC et dans l 'obscuri té drun volume de 25O mI dréchant i l lon

et de ses di lut ions. La mesure de 1'oxygène dissous est ef fectuée

avant et après incubat ion à I 'a ide drune sonde à oxygène rel iée à

un analyseur droxygène OXI 39 et exprirnée en mg 0^ consommé par litre.
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2.8.6. Demande chimique en oxvsène
+

La mesure de Ia demande chimique en oxygène (DCO) a été ef-

fectuée selon ra norme AFNOR T 90 l-01- par oxydat ion drune pr ise dres-

sai de 50 m1 <i'échantillon par un excès de dichromate de potassium

en mil ieu acide, €t  en présence de surfate drargent et de sul fate

de mercure. L 'excès de dichromate de potassium est dosé par Ie sul fate

de fer et  drammonium. Les résultats ont été exprimés en ng/t .

2 .8 .7 .  Dosage des  métaux

tes dosages des métaux suivants :  fer,  manganèse, aluminium,

chrome, plomb, cuivre, zLnc, ont été effectués par spectrophotométr ie

drabsorpt ion atomique (apparei l  PERKTN ELMER No 305) sans méthode

d.fajout.  Les résultats ont été exprimés en ng/L.

2 .8 .8 .  Dosage du  po tass ium e t  du  sod ium

Les dosages du potassium et du sodium dans les échantillons

ont été effectués par photométrie de flamme sur un photomètre Electro-

nest.  Les résultats ont été exprimés en ng/I .

2 .8 .9 .  Dosage du  ca lc ium

Le dosage du calcium dans les échant i l lons a été effectué

par complexométr ie.  Les résultats ont été exprimés en mg/l .

2.8.LO. Dosage des matières oxydables à chaud par le

permanganate de potassium

Le dosage des matières organiques oxydables à chaud par

permanganate de potassium a êtê effectué sur une pr ise dressai

50 mI (ROOfnn, 1978).  Les résultats ont été exprimés en ng/L.

l e

de
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2.9. Analyse bactériologique

Pour la numération des coliformes fécaux thermorésistants

à 44oC, deux méthodes de numérat ion ont été ut i l isées :

-  méthode en mil ieu l iquide,

- méthode par filtration sur membrane.

2 .9 .L .  Méthode en  mi l ieu  l iou ide

Les mil ieux ut i r isés sont re bouir lon lactosé au pourpre

de bromocreso l  (B .c .P . )  ( rns t i tu t  pas teur  ré f  64  o4 t ) ,  le  bou i r ron

lactosé bi l ié au vert  br i l lant (réf  rp 64 osr) et  de l ,eau peptonée

(réf 64 377).  ces mi l ieux sont répart is en tubes à raison de 9 ml

par tube et stér i l isés 15 minutes à 12OoC.

Dans un premier temps, à part i r  des échant i l lons, des di tu-

tions successives au L/tO ont, été réalisées dans Lule eau physiologique

stér i le.  Ces di lut ions ont étê inocuLées dans trois tubes <ie mi i ieu

BcP à raison de 1 ml par tube. ces tubes ont été incubés pendant 48

heures à 37oc. Le virage au jaune de lr indicateur et ra product ion

de gaz dans le tube de Durham révèlent 1a mult ipl icat ion bactér ienne.

Pour la déterminat ion des col i formes fécaux thermorésistants à 44oC,

une seconde étape est nécessaire. A part i r  des tubes précédemment

déterminés posit i fs,  une ôse a êté réinoculée dans un tube de boui l lon

lactosé bi l ié et un tube d'eau peptonée.

Après  48  heures  d ' incubat ion  à  44oC, la  cu l tu re  e t  le  déve-

loppement de gaz dans Ie boui l lon lactosé bi l ié et la product ion d' in-

dole (mise en évidence par le réact i f  d 'Er l ich Kowacs) dans le tube

d'eau peptonée conf irment la présence de col i formes fécaux thermoré-

s is tan ts  à  44oC.

Le triplet formé par les nombres de tubes positifs de trois

di lut ions successives permet l rappréciat ion du nombre 1e plus probable

(NPP) de col i formes fécaux présents dans I 'échant i l lon à l raide des

tab les  de  MAC GRADY (191_5) .
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2.9.2. Méthode par f i l t rat ion sur membrane

Le mil ieu ut i l isé est une gélose lactosée (Inst i tut  Pasteur

rêf 64 451-) addit ionnée de 0,O25 g/I  de chlorure de tr iphényl tétrazo-

l ium (Merck réf 8380) et de 0,1 g/L de Tergi tol  7 (ré1 BDH 5601446)

et coulée en boîtes de Pétr i  plast ique de 6 cm de diamètre. Les mem-

branes f i l - t rantes de or45 
; :m 

de porosi té et 47 mm de diamètre (sartc-

r ius réf 1-13 06) sont stér i l isées par autoclavage à 1150c pendant

L4 minutes. Les échant i l lons ont subi des di lut ions âu 1/tO dans du

sérum ph5rsiologique stér i le selon une charge bactér ienne présumée.

Pour chaque di lut ion, t rois fois 5 ml ont étê f i l t rés sur trois mem-

branes. Trois di lut ions successives sont ainsi  f i l t rées sur membrane.

Les membranes ont été placées sur la gé1ose et les boîtes de pétr i

incubées retournées pendant 24 h à 44oC I 1oC. Après cette période

d' incubat ion, les col-onies jaunes orangées et fermentant le lactose

(halo jaune sous Ia colonie) sont numérées. Le t i t re de l -a suspension

bactér ienne a êLé calculé pour Ia di lut ion permettant d 'obtenir  entre

0  e t  9O co lon ies .

Les résultats ont été exprimés en nombre de col i formes ther-

morésistants par l i t re avec Ia l imite de conf iance de la méthode de

numérat ion.

2.LO. Analyse mathématique des résultats

2.LO.I.  I {oyenne Variance Ecart- type - Interval le

de conf iance

A part i r  des comptages de colonies pour les analyses bacté-

r iologiques et de plages pour les analyses virologiqrrss, ef fectués

sur  p lus ieurs  bo î tes  (mi l ieu  bac tér ien  ou  tap is  ce l lu la i re )  pour  un

inoculum donné, la moyenne, la var iance et 1 'écart  type des distr ibu-

t ions ont été ca1culés à l - 'a ide d'une calculatr ice Texas Instrument

T I  51  I I l  :

les moyennes ont été calculées par la moyenne ar i thmétique

des résultats,

la var iance et 1 'écart  type des distr ibut ions introduites

ont été calculés selon les expressions suivantes :
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Variance (V)

n t - - , 2

_4r'- *,
n 1

f = molenne de Ia distribution

n = effect i f  de la distr ibut ion

(dans notre cas : nombre de boîtes inoculées par la numéra-

t ion  d 'un  échant i l lon) .

Le prograrnme de ca1cul de variance appliqué par cette calcu-

latr ice est,  en fai t ,  une est imation de la var iance ;  (n -  1) au déno-

minateur étant un facteur de pondération (Statistiques Appliquées

à  1 ' E x p l o i t a t i o n  d e s  M e s u r e s ,  C . E . A . ,  t o m e  l - ) .

Ecart  type (çr)

-  Interval le de conf iance :

Les moyennes des résultats des numérat ions des échant i l lons

bactér iologiques et v irologiques ont étê encadrées d'un interval le

de conf iance cho is i  au  n iveau de  probab i l i té  de  95  % ( I .C .  95  %) .

Lorsque Ia technique de numération par Ie nombre Ie plus

probable a été ut i l - isée, l r interval le de conf iance du résultat  a étê

Iu dans les tables stat ist iques de DE MAN ( 1977).

Lorsqurune technique de comptage direct (plages et colonies)

a été ut i l isée, l r interval le de conf iance de la moyenne des résultats

a  é té  ca lcu lé  à  I 'a ide  de  l 'écar t  t ype  de  la  d is t r ibu t ion  par  l rex -

pressron :

I . C .  9 5  %  . = (1  -  e ! )
2

Dans cette expression t  (1 -  
f )  est une variable de Student.

Cette var iable est lue dans les table" a" Straent pour la probabi l i té

de 95 % et pour n 1 degré de l iberté (Stat ist iques appl iquées à

l t e x p l o i t a t i o n  d e s  m e s u r e s ,  C . E . A . ,  t o m e  2 ,  1 - 9 7 8 ) .

Lr interval le de conf iance présenté pour chaque résultat  re-

présente I ' interval le de conf iance de la méthode de numérat ion ut i l i -

sée pour une expérience donnée, et non lr interval le de conf iance d'une

moyenne résultant de plusieurs expériences identiques.

x

vn
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2.LO.2. Régression l inéaire et étude de corrélat ion

Les recherches de corrélation entre deux séries de réstrltats

ont été effectuées sur calculatrice Texas Instrument TI 5L III.

Les programmes de cette calculatrice ont permis de déterminer

les coeff ic ients de comélat ion, Ies pentes et I 'ordonnée à l ror igine

des droi tes de régression selon les expression mathématiques suivantes

C o v  -  ( X , Y )
Coeff ic ient de corrélat ion (r)  =

f x -  dy
X i x Y i

Cov (x .Y)  =  t -
n

2i ân Gi -  i )  (v i . ' .  -  i )
Pente de la droi te de régression a =

â n i  ( x i  -  I ) 2

3. EXPERIMENTATION PROPREI,IENT DITE

Avant dtappl iquer Ie système de concentrat ion des virus sur

poudre de verre à l tétude des f lux de virus en entrée et en sort ie

de stat ions d'épurat ion, nous avons cherché, dans un premier temps,

à repréciser le choix de certains paramètres : quantité de poudre

de ver re ,  v i tesse  ascens ionne l le ,  vo lume de 1 'échant i l lon  d 'eau usée,

ainsi  qu'à évaluer 1e rendement de cette méthode, I 'ef f icaci té de

l 'é lut ion et la reproduct ibi l i té de 1a méthode avec des eaux usées.

Dans un second temps, nous nous sommes attachés à résoudre

certains problèmes rencontrés lors de la quant i f icat ion des virus,

tels que la survie des virus dans les échant i l lons d'eaux usées et

dans les l iquides d'élut ion, la toxici té de certains l iquides dréIu-

t ion et Ie choix drune méthode de t i t rage de virus.

Pour clar i f ier Ia présentat ion de cette première part ie expé-

rimentale, nous avons présenté, dans un même paragraphe, le protocole

des essais et leurs résultats.
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3.1. Optimisation de la méthode de concentration des virus.

Expérimentation et résultats

3.1. L .  Choix drune quant i té de poudre de veme

Trois quantités de poudre de verre ont étê expérimentées:

lOO E, l -50 g et 2OO g. Des échant i l lons de 20 l i t res d'eaux usées

brutes ont êtê concentrés à 1a vi tesse de passage de 1OO l i t res par

heure. Les l iquides d'élut ion ont été t i t rés par Ia méthode des plages

Cette expérimentat ion a êtê reproduite trois fois.  Les résuI-

tats sont présentés sur le tableau 2.

Q u a n t i t é  d e
p o u d r e  d e  v e r r e

100 g 1 5 0  E 200 g

e s s a i  1

e s s a i  2

e s s a i  3

3 9 , 9  :  5 , 0

6 9 ,  2  :  6 , 5

5 0 , 7  I  3 , B

+
q J r v  -  I r J

3 7 , 6  I  6 , 7

+
5 1 , 7  -  2 , 5

4 5 , 3  :  6 , 7

5 5 , 4  :  I

3 1  , 4  :  2 , 8

TABLEAU 2 : Virls indigènes (UFP/l) isolés des eaux usées brutes
(échantillons de 2O litres) après concentration sur
différentes quantités de poudre de verre
(I  :  interval le de conf iance à 95 % de Ia numérat ion)

Au cours de ces trois essais,  les résultats ne concordent

pas puisqurune quantité minimale de virus a étê retrouvée dans le

premier essai pour 1OO g de poudre de verre, dans Ie deuxième essai

pour 150 g et dans le trois ième essai pour 2OO g. Dans ces condit ions,

Ie choix drune quant i té opt imale d'adsorbant peut di f f ic i lement être

défini. Le paramètre quantité de poudre de verre ne semblant pas un

facteur clé dans la concentration des virus, 150 g ont généralement

été ut i l isés par la sui te.
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3. I .2 .  Cho ix  d 'une v i tesse  ascens ionne l le  de  l reau

Deux vi tesses ascenÊionnel les ont êtê expérimentées :

50 l i t res par heure et 10O l i t res par heure. Les échant i l lons de 20

l i t res dreaux usées brutes et dreaux usées trai tées ont été concen-

trés sur 1-5O g de poudre de verre. Les l iquides d'élut ion ont étê

t i t rés par la méthode des plages. Cette expérimentat ion a été repro-

duite trois fois.

tes résultats sont orésentés sur le tableau 3.

E s s a i  1 E s s a i  2 E s s a i  3

so  l / h

1oo  r /h

27  :  6 , r

2 l  :  8 , 6

2 0 0  :  3 5 , 6

soo j  7s
t t l

TABLEAU 3 : Virus indigènes (UFP/I) isolés des eaux usées brutes
(échantillons de 20 litres) après concentration sur
15O g de poudre de verre à deux vitesses ascencion-
nelles de I'eau analysée
(f  :  interval le de conf iance à 95 % de Ia numérat ion)

Pour deux essais sur trois,  1es quant i tés de virus indigènes

concentrées à 1-OO l i t res par heure sont supérieures à cel les obtenues

à 5O l i t res par heure, mais dans un seul cas (essai 2),  Ia di f férence

entre les t i t res obtenus est s igni f icat ive. Dans Ia sui te des essais,

nous avons travai l lé à Ia vi tesse asCensionnel le de LOO l i t res par

heure.

3 .1 - .3 .  Cho ix  du  vo lume de 1 'échant i l lon

Trois volumes

10 l i t res  e t  5  l i t res .

usées traitées ont été

vi tesse ascensionnel le

dreaux usées ont êté comparés ' .  20 l i t res,

Les échant i l lons dreaux usées brutes et dreaux

concentrés sur 15O g de poudre de verre à Ia

de 1OO l i t res par heure. Paral lèlement à ces

V i t e s s e
a s c e n s i o n n e l l e

4 , 5  -  2 , 1

5 , 5  :  2 , 3
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concentrations, les eaux usées ont été titrées par inoculation directe

(fO ml),  après avoir  subi les mêmes trai tements que les I iquides

d'élut ion (décontaminat ion et centr i fugat ion).  Les l iquides d'élut ion

et les échant i l lons dreaux ont été t i t rés par la méthode du N.P.P.

Cette expérimentation a êté reproduite trois fois pour chaque

type d'eaux usées. Les résultats sont présentés dans Ie tableau 4

pour les eaux usées brutes et Ie tableau 5 pour les eaux usées trai-

t é e s .

I n o c u l a t i o n
d i  r e c t e
( t o  m t )

5 I

1 0  1

2 0  I

200
( roo  -  1  too)

q 7 q

(z ,zs -  z t ,s )

l .  )È,T t 4 J

t .  - ?  . .  . \

\ r ,  / f ,  -  t r r f , J

1 7 , 5
( 7 , 5  -  5 2 , 5 )

800
(3oo -  z  4oo)

3 t a

( t2s  -  e7s )

7 5
(  zs - roo)

275
(1oo  -  7so)

200
( 1 o o  -  1  r o o )

20
( 7 , 5  -  6 2 , 5 )

7 5
(zs  -  32s  )

L l r J

(  s  -  42 ,5 )

TABLEAU 4 : Virus indigènes (NPPUC/I) isolés des eaux usées brutes
après concentration dréchantillons de volumes diffé-
rents sur poudre de vere et inoculation directe
( )  :  interval le de conf iance à 95 % de Ia méthode

de numérat ion.

En ce qui concerne les trois essais effectués sur 1es eaux

usées brutes (Tableau 4),  les concentrat ions à part i r  d 'échant i l lons

de 20 l i t res donnent des résulbats supérieurs dans 1'essai 1 (mais

la di f férence est non signi f icat ive).  Par ai l leurs, l r inoculat ion

d i rec te  de  d ix  mi l l i l i t res  d reaux  usées  bru tes  permet  d ' i so le r  des

virus à des concentrations toujours supérieures à la concentration

(a ix  fo is  p lus  pour  l ressa i  l - ,  deux  fo is  p lus  pour  l ressa i  2 ,  t ro is

fo is  p lus  pour  I 'essa i  3 )  ;  ma is  du  fa i t  de  l 'u t i l i sa t ion  drun  t i t rage

par Ia méthode du N.P.P.,  la di f férence n'est s igni f icat ive que pour

I ' e s s a i  1 .

V o l u m e  d e
I t é c h a n t i l l o n



V o I u m e  d e
l r é c h a n t i l l o n

e <

I n o c u l a t i o n
d i r e c t e  d e  1 0  m I

5 l

1 0  I

20  I

0

1 , 7 5
( 0 , 5  -  5 , 2 )

(o ,z  -  + ,2)

0

0

2 , 7 5
( t  -  7 , 2 )

00

0 ' 5
(o ,z  -  2 ,7 \

n q

( o , z  -  2 ,7 )
t l

TABLEAU 5 : Vi-rus indigènes (NPPCU/I) isolés des eaux usées traitées
après concentration df échantillons de volumes différents
sur poudre de verre et inoculation directe
( ) : intervalle de confj-ance à 95 % de la méthode de

numérat ion.

En ce qui concerne les eaux trai tées (Tableau 5),  f  inocula-

t ion  d i rec te  de  10  mi l l i l i t res  n ra  pas  permis  d r iso le r  de  v i rus .  Ceux-

ci  ne sont mis en évidence qutaprès concentrat ion de 20 l i t res (es-

s a i  1 ) ,  d e  5  o u  1 0  l i t r e s  ( e s s a i  2 \ ,  d e  5  o u  2 0  l i t r e s  ( e s s a i  3 ) .

Lorsque des virus ont été retrouvés, les di f férences entre les t i t res

ne sont pas signi f icat ives. Enf in,  drune manière surprenante, les

ana lyses  dréchant i l lons  de  20  l i t res  (essa i  2 )  ou  de  1O l i t res  (es-

sai 3) se sont révélées négat ives alors que l 'analyse de 5 l i t res

d'eau étai t  posi t ive. Ces résultats nous portent à choisir  des volumes

inférieurs à 20 I pour la recherche des virus dans les eaux usées

brutes et t rai tées. Pour certains essais,  nous avons t  t ravai l lé

avec des volumes de 10 1. Cependant pour l rétude des f lux de virus sur

24 h dans les eaux usées de Nancy, nous avons travaillé avec des échan-

t i l lons de 20 I  dans un souci d 'homogénéité des résultats sur le plan

nat iona l .

3 .L .4 .  E tude de  Ia  per te  en  poudre  de  ver re

Pour évaluer la perte en poudre de verre pouvant survenir

lo rs  de  I 'é tape de  concent ra t ion ,23 l  d 'eau déminéra l i sée  on t  é té  f i l -
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ffs au traver^s de.l.So g de poudre de verre à la vitesse de l-OO litres

par  heure .  A  1a  sor t ie  de  I 'ampou le , l 'eaua é té  co l lec tée  dans  40  f la -

cons de 5O0 ml. Sur chacun des flacons a êté pratiquée une mesure

des matières en suspension selon Ia méthode décri te en 2.8.4. En f in

de concentration, il a été volontairement provoqué le passage de bulles

drair  dans 1'ampoule, ce passage d'air  devant entraîner une perte

plus importante de poudre de 'leme.

Les résultats sont présentés sur la f ieure suivante.

Pasgogc  d ' a l ?

2O L Volumc f l l t ré

FIGURE 5 : Perte de poudre de verre en fonction du volume filtré au
cours de Ia concentration virale

L'étude de la perte de poudre de verre au cours de Ia f i l t ra-

t ion dynamique des échant i l lons (aeUit  100 L/h) permet de montrer

(Figure 5) une perte relat ivement importante en début de f i l t rat ion

(0,28 g pour 5 l i t res).  Au cours du temps, le f i l t re dynamique semble

2,6 g

t,,un
t
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s'équi l ibrer tel  que , Ia perte de poudre de verre diminue (0,80 g pour

les 10 l i t res suivants).  Enf in,  lors de lrarrêt de Ia f i l t rat ion ou

lors drune déstabi l isat ion accidentel le du l i t  de poudre de verre

par passage indésirable de bul lesd'air  (schématisé par les f lèches

noires sur la Figure 5), il y a entraînement important de poudre de

v e r r e  ( t , g  à  2 , 6  g ) .

3 .1 - .5 .  E tude de  l ré lu t ion  des  v i rus  de  la  poudre  de

verre

3 r 1 . 5 . 1 - .  C a g  p a r t i c u l i e l  d ' é l u t i o n

Lors de concentrat ion d'eaux usées brutes extrêmement char-

gées  en  MEST,  l ré tape d 'é lu t ion  peut  ê t re  rendue d i f f i c i le .  En e f fe t ,

les MEST décantées au-dessus du lit de poudre de veme forment une

boue colmatant la colonne de poudre de verre. Avant 1rétape d'éIut ion,

i1 a étê tenté d' in jecter le tampon drélut ion au bas de la colonne

comme I reau à  concent re r .  A  I 'a ide  drune pomper  le  mé lange poudre

de verre - tampon d'élution est assuré par barbotage pendant 3 minu-

tes. Les MEST sont ainsi  dispersées dans le l i t  de poudre de veme

et  ne  co lmatent  p lus  l 'é tape d 'é lu t ion .

Pour comparer cette méthode d'élut ion à cel le classique dé-

cr i te précédemment en 2.3.,  nous avons concentré deux échant i I lons,

homogénéisés, de 20 l i t res dreaux usées brutes, sur 1-50 g de poudre

de verre et au débit  de l -OO l i t res par heure.

La première ampoule a êté éluée par élut ion directe classique

(méthode décri te en 2.3.)  et  une fract ion de 35 mI a êté récupérée.

La seconde ampoule a êtê é1uée par inject ion de tampon glycine à 1a

base de Ia col-onne et 4 fractions successives de 35 mI ont été récupé-

rées .  Les  l iqu ides  d 'é lu t ion  on t  é té  t i t rés  par  la  méthode du  N.P.P.

Les résultats sont présentés sur le tableau 6.
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E l u t i o n r r n o r m a l e r l
d e s c e n d a n t e

J Z )

( t zs  -  gzs )
I  is
l ( rs  -  ez,s)
I

I  cz,s
|  ( rz ,s  -  r rs)
I

3 2 5
( rzs -  szs)

E l u t i o n  a v e c  a g i t a t i o n  p a n  b a r b o t a g e  d ' a i r

F n a c t i o n  t  I  F r a c t i o n  2  |  F r a c t i o n  3  |  F r a c t i o n  4  |

r25 |
-  4 2 5 )  |

I

TABLEAU 6 : Virus indigènes (NPPUC/I) isolés des eaux usées
brutes après concentration sur poudre de veme et
éIution des virus par,deux techniques.
( )  :  interval le de conf iance à 95 % de Ia méthode

de numération

L té lu t i on  r rno rma l -e r l permet,  dans ce cas, de récupérer

325 NPPUC de virus indigènes comparativement à la seconde technique

dtélut ion pour laquel le les t i t res des fract ions récupérées présentent

une grande hétérogénéité. Dans cette technique, Ie mélange des quatre

fract ions (4 fois 35 ml) permettrai t  de récupérer 527 NppUC, mais

augmenterait considérablement Ie volume à inoculer aux cultures celIu-

laires. De plus, le t i t re maximal est observé dans Ia fract ion 3.

Une étude plus appronfondie de la technique d'éIut ion nor-

male a alors été réal isée pour montrer Ia répart i t ion des virus éIués

dans la colonne du l iquide d'élut ion.

3 .1 - .5 .2 .  E tude  3g  fg
virale_dans

IQngrLigion_ de_ la pogulalicn

l-es fractions éIuées.

Deux échant i l lons de 20 l i t res d'eaux usées brutes ont été

concentrés sur 150 g de poudre de verre, à 1a vitesse de passage de

l"OO l i t res par heure. Lors de l 'étape d'élut ion, t rois fract ions suc-

cessives de 35 ml ont été récupérées. Après trai tement,  l -es l iquides

d'él-ut ion ont été t i t rés par la méthode des plages.

Les résultats sont présentés sur le tableau 7.
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TABLEAU 7 : Titre viral de trois fractions successives de 35 mI
de liquide d'élution (après concentration de I'échan-
til lon de 20 litres dreaux usées brutes)
( i  :  interval le de conf iance à 95 % de Ia méthode de

numérat ion)

Dans les deux essais,  les populat ions viral-es entralnées

par le l iquide d'élut ion diminuent de la fract ion L à la fract ion 3.

Cependant, la fraction 1 ne contient que 57 à 63 % des virus indigènes

récupérés en total i té.

3.1-.6. Etude du rendement de Ia méthode de concentrat ion

des virus sur poudre de verre

Afin d'étudier le rendement de cette méthode de concentrat ion

des virus pour des eaux usées brutes et t rai tées, deux techniques

ont été mises en oeuvre :

-  drune part ,  une quant i té connue de virus pol iomyél i t ique

a êtê ajoutée à des échant i l lons d'eaux usées brutes et

t ra i tées ,

-  d 'au t re  par t ,  une techn ique drépu isement ,  c 'es t  à  d i re

un même échant i l lon dreaux usées brutes a été concentré

successivement plusieurs fois de sui te.
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3 . l-.6. r. . Etgde jq leqdgmgnl ge_ t=t g._!!>{u _dg cgn;

centration 3eJ _"L"S_sll_ p_ogdre {e-vgrre
svec_ _aj_or1t_ !e_ LiryL _poliomyéIitiqge.

Pour cette expérimentat ion, 22O l i t res d'eaux usées brutes

ont été homogénéisés en cuve pendant trente minutes. Cinquante milli-

l i t res d'eaux usées brutes ont êtê al-ors prélevés, et  après avoir

subi les trai tements de décontaminat ion décri ts en 2.4.,  dix mi l l i l i -

t res ont êté t i t rés par la méthode des plages. Puis un mi l l i l i t re

du stock de virus pol iomyél i t ique souche Sabin, soi t  Lr2' l , .LO7 vJ-rus,

préalablement di lué dans 5OO ml dteau du robinet stér i le,  a é-uê ajouté

aux 22O l i t res d'eaux usées brutes. L 'agi tat ion a étê maintenue à

nouveau 30 minutes. Enf in,  à part i r  de ce volume dteaux usées, sept

échant i l lons de 22 l i t res ont été répart is en bidons. Avant l -a concen-

trat ion de ces échant i l Ions, 50 mi l l i l i t res ont été prélevés pour

le t i t rage des virus pol iomyéIi t iques ajoutés. Après avoir  subi un

trai tement de déêontaminat ion décri t  en 2.4.,  ces prélèvements ont

été di lués à 1O-4 et t i t rés par la méthode des plages.

Les sept échant i l lons de 22 l i t res ont êtê concentrés sur

150 g de poudre de verre, et  au débit  de 1OO l i t res par heure. Les

l iquides d'él-ut ion ont subi 1es trai tements décri ts en 2.4, et  ont

été numérés par la méthode des ptages après di lut ion à 1O-2.

Une expérimentat ion ident ique a étê effectuée avec de lreau

usée trai tée. La quant i té de virus pol iomyél i t ique souche Sabin ajou-

tée  aux  220 l i t res  d 'eau t ra i tée  a  é té  de  3 ,91- .106.

Le rapport entre 1a quantité de virus retrouvée par concen-

trat ion et Ia quant i té de virus mise dans les eaux a permis d'obtenir

Ie rendement des concentrat ions.

Les résultats des études de rendement de la méthode de con-

centration sur poudre de veme par ajout de virus sont présentés dans

le tableau 8 pour les essais réal isés avec lreau usée brute, et  dans

Ie tableau 9 pour les essais réal isés avec 1'eau usée trai tée.
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Dans les sept essais réal isés avec Ireau usée brute ( ta-

b leau 8) ,  I ' i nocu la t ion  d i rec te  de  l -0  ml  d teau usée nra  pas  permis

la mise en évidence d'uni tés formant plage. Sur 1a quant i té de virus
A

a jou téo  (S ,S.1O-  UFP/ l i t re  d 'eau usée) ,  i l  n 'en  es t  re t rouvé que deux

fo is  mo ins  env i ron  sur  les  sept  essa is ,  de  1 ,38 .1-04  à  3 ,1 .104 UFP/ I i -

t re.  Pour sept essais de concentrat ion de 22 l i t res d'eau usée, i I

a  ê tê  re t rouvé seu lement  de  o ,72 .Lo3 à  1 ,85 .103 uFP/ l - i t re ,  so i t  un

rendement moyen de 2,8 % par rapport à la quantité de virus ajoutée,

et de 7,6 % par rapport  à la quant i té de virus éva1uée par inoculat ion

directe avant concentration.

Les résultats des essais de rendement effectués sur I 'eau

usée trai tée en présence de virus ajoutés (Tableau 9) peuvent être

Ius de la même façon.

L ' inocu la t ion  d i rec te  de  1 'eau usée t ra i tée  (29  mt )  a  permis

de mettre en évidence 74 UFP/l i t re.  Ulu quant i té 2OO fois plus impor-
. ?

tan te  de  v i rus  a  é té  a jou tée  :  1 , ,78 .1-0 '  UFP/ I i t re .  Seu ls  O,24.1O"  UFP/
?

I i t re à 1-,95.1-0" UFP/l i t re ont été retrouvés par inoculat ion directe,

soi t  une dispari t ion drun facteur al lant de l -O à 75 de ces virus ajou-

t é s .

Après concentrat ion de 22 l i t res dreau usée trai tée, la quan-

t i té  de  v i rus  récupérée a  var ié  de  1 ,36 .1o2 à  3 ,66 .1o2 UFP/ I i t re .

Le rendement de Ia méthode de concentration a été en moyenne pour

les sept essais de I ,45 % par rapport  à la quant i té de virus ajoutée.

Ces mêmes rendements calculés à partir de la quantité de

virus évaluée par inoculat ion directe ont donné des résultats plus

é levés  de  6 ,9  à  79  %,  so i t  54rB % en moyenne.

3.1 .6.2. ! , tgde jq legdgngn!
gegtration_ p3rl gng

se_ I:t JatLo{u _dg "o3-
méthode drépu isement .

D ix  l i t res  d reaux  usées  bru tes  on t  é té  concent rés  (c f  I .4 . )

sur 15O g de poudre de veme au débit de l-00 litres par heure. En

sort ie drampoule, les eauK usées ont été recuei l l ies dans un bidon,

ainsi  que les eaux restant dans l tampoule après décantat ion de la

poudre de vere. Sur ce nouvel échant i l lon dreaux usées, une deuxième

concentration a été effectuée dans les mêmes conditions que Ia premiè-
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Lors drun premier essai,  t rois concentrat ions successives

ont ainsi  été réal isées, et  dans un deuxième et t rois ième essai,  c inq

concentrat ions successives.

Les l iquides d'éIut ion obtenus ont subi les trai tements dé-

cr i ts en 2.4. et  ont été t i t rés par la méthode des plages.

Pour Ie calcul  du rendement à part i r  de ces résultats,  nous

avons appl iqué la méthode démontrée ci-après.

Nous avons supposé en premier lieu que Ie rendement de chaque

concentrat ion étai t  ident ique et quraucune inact ivat ion importante

des virus nrest survenue. La quant i té ini t ia le de virus présents dans

l 'échant i l lon de départ  a êtê notée X et Ia quant i té de virus retrou-

vée après la concentrat ion de rang i  a étê notée xi .

Le rendement r ,  pour une concentrat ion donnée, srexprime

par 1, 1e quot ient du nombre de virus retrouvés et du nombre de virus

exi-stant in i t ia lement dans 1réchant i l lon
x1

"  
=  

Ë  
( 1 )  d ' o ù  x 1  -  r x  ( 2 )

pour la seconde concentration :
x 2

r  =  
Ë -  

( 3 )  d ' o ù  x 2  =  r ( x - x 1 - )  d ' a p r è s  ( 2 )

x 2  =  r X  ( r - r )  ( 4 )

pour Ia trois

f =

l eme
x3

concentration :

X-xL-x2
(5)  x3 = r (x-x1--x2)  (6)

x3 = r (X-rX-rX+r2X) d 'après (2)  e t  (a)

x3  -  rX  ( r - " )2

Nous pouvons donc en déduire l 'équation généraIe :

xr ,  =  rX( t - " ) t - l

Cette équat ion peut s 'exprimer sous forme logari thmique :

log xn = log rX +(n-1-) log ( f-r)

=  log  rX  +  n  log  ( l - - r )  -  log  ( t - r )

.  r X  .  t a= 1 o g Ë + n l o g ( r - r )

r X  -  t -1og xn = 1og -11=l- + n 1og (r-r)
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Nous obtenons donc une équation de Ia

représentée en coordonnée logari thmique pour xn'

pour J-e rang de la concentration est une droite :

f o r m e Y = a x + b ,  Q U i ,

et  coordonnée ncrmale

l o g  X n

En coordonnées semi- logari thmiques, fa pente de 1a droi te

e s t  l o g  ( f - r )  e t  l ' o r d o n n é e  à  I ' o r i g i n e  1 o g  +

Les résultats obtenus après 
"or""ni" t t ions 

successives ont

subi les transformations mathématiques suivantes :

-  expression des t i t res viraux en logari thme,

- calcul  de la droi te de régression entre le t i t re viraf

(en log) et Ie rang de ]a concentrat ion,

-  à part i r  des coordonnées Ce Ia droi te de régression, pente

et ordonnée à I 'or igine, ie rendement et Ia quant i té ini-

t ia le de virus pouvant être concentrée sur pcudre de verre

ont été obtenus.

Les résultats des trois essais de concentrat ions successives

de l-O l i t res dteaux usées brutes sont présentés dans le tableau 10.

La reconcentrat ion des eaux usées après une première concentrat ion

a permis de retrouver des part icules virales dans tous les cas '  même

jusqu'à cinq concentrat ions successives. Le nombre de part icules vira-

les (virus indigènes retrouvés) en fonct ion du rang des concentrat ions

successives, surtout pour le 2ème et Ie 3ème essai var ient selon 1a

forme d'une fonct ion y = L/x,  et  tendent asymptot iquement vers zéto'

Les trois résultats du premier essai sont insuff isants pour conf ir-

mer  ce t te  tendance.  Lors  du  t ro is ième essa i ,  un  pa l ie r  es t  observé

lo rq  des  t ro is  p remières  concent ra t ions  :  4 ,75  ;  4 ,25  e t

4,75 UFP par l i t re sont retrouvés pour la première, la deuxième

n rang de la concentration



4 6 .

et la trois ième concentrat ion successive. Un phénomène de saturat ion

des si tes d'adsorpt ion de Ia poudre de veme est à mettre en cause

pour 1es trois premières concentrat ions.

La représentation graphique de ces résultats en coordonnées

logarithmiques pour le nombre de particules virales retrouvées à cha-

que concentrat ion sur la f igure 6 révèle une variat ion l inéaire de

ces t i t res viraux sefon le rang de la concentrat ion. Les calculs de

régression semi- logari thmique effectués sur ces résultats sont présen-

tés sur le tableau 11. Les coeff ic ients de corréIat ion entre ces ré-

su l ta ts  sont  de  -  0 ,985 ;  -  O,9B e t  -  Or87 pour  les  p remier ,  deux ième

et trois ième essais respect ivement ;  ces coeff ic ients de corrélat ion

sont signi f icat i fs au r isque de 5 %. Dans ces condit ions, l rappl ica-

t ion de la méthode de calcul  du rendement exposée précédemment est

possible. Les équat ions des droi tes de régression sont présentées

drune part  en coordonnée logari thmique pour les ca]culs de rendements

et d 'autre part ,  en coordonnées ar i thmétiques pour permettre 1a repré-

sentat ion exacte de ces droi tes sur papier semi- logari thmique.

Calcul du rendement :

l o g x n = l o g - 1 } + n r o g ( r - r )

sous cette forme, nous avons :  Iog

rX

( f - r )  =  pênte  de  Ia  d ro i te

1-r
= ordonnée à  l ro r ig ine

ler essai l o g  ( 1 - r )  =
I

loe -+
{  |  -1.  I

1_
Tl-=

-  0 , 0 9 6

=  0 1 0 9 6

L , 2 4

1-r  = 
# 

= O,8O

l--r = o ,80

-1  +  O ,8O

o ,2o

La quant i té ini t ia le

départ  (X) peut être déduite

-r

r

de virus présents dans l 'échant i l lon
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Rang de la Concentrat ion

Evaluation du rendement de Ia méthode de concentration sur
poudre de verre par une technique drépuisement : représen-
tation graphique des droites de régression des résultats
des essais avec lreau usée brute.

essai, 1.r.,
_aaat.?

\\\\\

essai 3

essai  1 È
- r

^

FIGURE 6 :
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1 - -  r L  -  n  o ' oIog  - îF  =  u rQc

rX- -  =  4 ' 4 6

X  =  L 7 , 8 4  U F P / I

2 è m e e s s a i  r = 2 5 %  X -

3 è m e e s s a i  r = L 2 %  X =

Pour le premier,  deuxième et

de la méthode de concentration ont

20  %,  25  % e t  1 ,2  %.

5 0 .

46,4 UFP/L

4 2 , 2  U F P / r

trois ième essai,  Ies rendements

étê éva1ués respect ivement à

3 . L . 7  .

Deux expérimentat ions ont été effectuées pour cette étude.

Dtune part ,  2OO l i t res d'eaux usées brutes ont été homogénéi-

sés en cuve pendant 30 minutes, puis 1 mirr i r i t re du stock de virus
po l iomyér i t ique  souche sab in ,  so i t  L ,2 .L07 v j - rus ,  p réa lab lement  d i rué
dans 5oo mi l l i l i t res  d 'eau du  rob ine t  s té r i le ,  a  é té  a jou té  aux  2oo
l i t res  d reaux  usées  bru tes .  L 'ag i ta t ion  a  é tê  main tenue à  nouveau
30 minutes et 7 échant i l lons de 22 l i t res ont été prélevés et répart is
en bidon. Les 7 échant i l lons ont été concentrés sur 150 g de poudre

de ver re  e t  à  100 l i t res  par  heure ,  e t  les  r iqu ides  d 'é ru t ion  onr
é té  décontaminés  se lon  re  p ro toco le  décr i t  en  2 .4 ,  e t  t i t rés  par  ra
méthode des plages après di lut ion à 1O-2.

D 'au t re  par t ,  60  l i t res  d reaux  usées  bru tes  on t  é té  homogé-
néisés en cuve pendant 30 minutes et c inq échant i l lons de 10 l i t res

ont été préIevés et répart is en bidon. Ces cinq échant i l lons ont été
concentrés sur 150 g de poudre de veffe à 1oo litres par heure et
les l iquides drélut ion ont étê trai tés selon le protocole décri t  en
2.4 .  e t  t i t rés  par  1a  méthode du  Npp.

Les résultats des deux essais effectués avec des échant i l - lons

dreaux usées brutes homogénéisés sont présentés dans Ie tableau 12.

Etude de Ia leproduct ibi l i té de 1a méthode de

concentration sur poudre de verre



F r a c t i o n s

c o n c e n t r é e s

E a u x  u s é e s  b r u t e s  +  a j o u t
d e  v i r u s  p o l i o m y é I i t i q u e

U F P / 1
E s s a i  1

1  , 7 .  1 0 3

6 , 2 . 1 0 3

5 , 5 .  1 0 3

6 ,  7 .  1 0 3

s  . 1 0 3

3 , 2 . 1 0 3

4 , 3 .  1 0 3

4 , 6 5 . 1 0 3

1 , 7 5 . 1 0 3

E a u x  u s é e s  b r u t e s

NPPUC/ I
L S S a I  I

1 5

5 5

3 5

2 5

I J

J I

1 q  1 Â

F r a c t i o n

F r a c t i o n

F r a c t i  o n

F r a c t i o n

F r a c t i o n

F r a c t i o n

F r a c t i o n

1

7

I

4

5

6

7

1 4 o y e n n e

E c a r t  t y p e

I

TABLEAU ]-2 : Titres viraux (UfP/f et NPPUC/I) obtenus pour deux
échantillons dreaux usées brutes après concentra-
tion sur poudre de veme de 7 fractions de 22 IL-
tres (l-er essai) et de 5 fractions de l-O litres
(Zème essai) issues de ces échantillons homogé-
néisés.

Dans le  p remier  essa i ,  avec  a jou t  de  v i rus  po l iomyéI i t ique ,

les t i t res viraux des fract ions var ient de 1,7.103 uFp/L à 6,7.103 uFp/

I i t re ,  so i t  un  fac teur  de  3 ,9  en t re  ces  deux  résu l ta ts .

La  noyenne des  t i t rages  de  ces  f rac t ions  es t  de  4 ,65 .L03

uFP/ l ,  avec  pour  écar t - type  r ,75 .103,  ce  qu i  représente  en  vareur

relat ive un écart  de 37 %.

Les résultats du second essai ef fectué sur virus indigènes

seuls et avec des fract ions de 10 l- i t res sont voisins i  i ls var ient

de 15 à 55 NPPUC/I,  soi t  un facteur de 3,6 entre ces deux résurtats.



52.

3.2. optimisation de la quantification des virus. Expérimen-
tation et résultats

3-2 . r .  Essa is  de  dé tox ica t ion  des  r iqu ides  d 'é lu t ion

Aprés concentration des eaux usées sur poudre de verre et
é lu t ion  des  v i rus  adsorbés ,  1 'ana lyse  v i ro log ique des  l iqu i ;es  d 'é lu -
t ion se heurte parfois à des probrèmes de toxici té,  quelque soit  la
méthode de numérat ion choisie.  En méthode l iquide, Ie deuxième passage
permet drobtenir  un résurtat,  mais pour La méthcde des prages, un
l iquide d'éLut ion toxique entraîne ra mort du tapis en 1g heures ou
que lques  jours .  La  d i ru t ion  des  l iqu ides  d 'é ru t ion  au  l /2 ,  L /5  ou
1/1O atténue leur toxici té,  mais entraîne également Ia perte de f  in-
térêt de Ia concentrat ion, ou la nécessité d'augmenter re nombre de
f lacons à inoculer.

Pour ne pas être désarmés devant cette éventual i té,  plusieurs

méthodes de détoxicat ion des l iquides d'élut ion ont êté testées et
comparées entre elLes :

- ajout de sérum foetal de veau

- centr i fugat ion

- f i l t rat ion sur membrane

- extract ion des l iquides d'érut ion au chr-oroforme
- passage sur résine Amberl_i te X AD2.

Pour apprécier 1 'ef f icaci té de ces trai tements et évaluer
Ia baisse de t i t re viral-  que poumaient occasionner ces trai tements,
nous avons effectué ces essais avec des virus indigènes et des virus
ajoutés. De plus, ces essais ont été conduits pour la plupart  en pa-
ra l lè Ie  à  par t i r  de  l iqu ide  d 'é lu t ion  s tock ,  e t  I 'ensemble  des  résu ] -
tats a donc été regroupé dans un même paragraphe.

Enf:Ln, avant res essais rerat i fs à ces méthodes, une étude
physico-chimique et bactér iologique des r iquides d'élut ion a êré en_
t repr ise .

3.2.L. 1.  Etude _de_ l_a_ aorlpasl t lon physico-ghlmrOge

gt_bactériologlque_dgs_f lqgj_ges d' élution.

A part i r  de 60 Li tres dreaux usées brutes, homogénéisés par
deux pompes, un échant i l ron d'un l i t re est prélevé pour res analyses
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physico-chimiques et bactér iologiques de 1'eau usée brute, êt  des

échant i l lons de 20 l i t res, 10 ] i t res et 5 l i t res ont étê répart is

dans Ies bidons de 20 l i t res. Ces échant i l lons ont êtê concentrés

sur 150 g de poudre de verre à la vi tesse de 1oo l i t res par heure.

La poudre de veme a êté éIuée avec un tampon grycine à pH L1 ,5 selon

Ie protocole décri t  en 2.3. et  deux premières fract ions de 35 ml ont

é té  récupérées  e t  neut ra l i sées  à  pH 7 ,2 .

Une manipulat ion ident ique a êtê effectuée avec un échant i l -

lon témoin de 20 l i t res d'eau déminéral- isée. Les fract ions des l iqui-

des d'éfut ion ont été soumises à la recherche des col i formes thermo-

rés is tan ts  seron  le  p ro toco le  décr i t  en  2 .9 . ,  e t  à  1 'ana lyse  phys ico-

chimique pour les dosages des éléments suivants :  potassium, sodium,

ca lc ium,  fe r ,  manganèse,  a lumin ium,  chrome hexava len t ,  p lomb,  cu iv re ,

z lnc ,  mat iè res  organ iques ,  se lon  les  p ro toco les  décr i t s  en  2 .9 .

3 . 2 . 1 , . 2  .  E s s a i

foetal

je_ {élolicatr_ol par trioLt _dg gérum

_ de_ fegL tlL _Irquldg _d_éluticn.

Après  concent ra t ion  de  20  L i t res  d 'eaux  usées  bru tes ,  1es

c inquante  premiers  mi l l i l i t res  de  I iqu ide  d 'é tu t ion  on t  é té  recue i i l i s

et ont subi les trai tements de décontaminat ion décri ts en 2.4.

ce l iquide d'él-ut ion a été ensuite répart i  en quatre frac-

t ions de 12 mr. La première et Ia deuxième fract ions ont reçu

0,6  rn1  de  sérum foe ta l  de  veau (5  %)  e t  r rune des  deux  0 ,25  mr  d 'une

di lut ion de stock de virus pol iomyél i t ique souche Mahoney. Les deux

autres fract ions ont reçu 0,6 mr de solut ion de Earle pour compenser

Ia  d i lu t ion  des  deux  premières  f rac t ions ,  e t  l rune des  deux  o ,25  ml

de la même di lut ion du stock de virus pol iomyéri t ique. Après homogé-

néi-sat ion, chacune de ces fract ions a été di luée au r/z et au r /4

par des vorumes appropriés de mi l ieu de cul ture MEM 2 % à double con-

centrat ion.

3 .2 .L .3 .  Essa i  de  4é tox ica t ion_par_cent r i fugat ion .

Une centr i fugat ion de 10 minutes à 10 OO0 g à + 4oC a étê

effectuée sur les r iquides d'élut ion décontaminés. Le surnageant,
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débamassé des part icules f ines et des corps bactér iens, a êté prérevé

avec précaut ion, et  inoculé sur cul tures cel lulaires par la méthode

des p lages .

Lors de cinq essais,  le curot obtenu a été remis en suspen-

sion dans un même volume de milieu de culture MEM 2 % que le surna-

geant,  et  t i t ré paral lèlement au surnageant par la méthode des plages,

cette manipulat ion devant permettre drapprécier la perte de part icules

v i ra les  par  cent r i fugat ion  des  l iqu ides  dré lu t ion .

3.2.L. 4.  Essai je_ {é!o1iga! ign_par_
membrale.

f i l t rat ion sur

comme la centr i fugat ion, cette méthode a été mise en oeuvre

pour  é l im iner  des  l iqu ides  d 'é lu t ion  les  par t i cu les  f ines  en  suspen-

sion, et  les débris bactér iens. Les f i l t rat ions ont êté effectuées

sur mernbrane Sartor ius O,45 pr de porosi té en acétate de cel lulose.

ces membranes ont été prétrai tées par passage de 50 ml de sorut ion

de Earle addit i .onnée de LO % de sérum de veau. Les f i l t rats ont étê

t i t rés par la méthode des plages.

3.2.I .5.  Essai _d1 détsx_rcat lon _pg_e3:! .ryt_1o1i _au
chloroforme.

Le l iqu ide  d 'é Iu t ion  es t  soumis  à  c inq  ex t rac t ions  success i -

ves en ampoule à décanter (Sovirei) ,  volume à volume par du chlorofor-

me. Après une minute d'agi tat ion, 1a phase chLoroformique est décantée

puis Ia même quant i té de chloroforme a été ajoutée pour une nouvel le

extract ion. Après la dernière extract ion, Ie chloroforme restant a

é té  é1 iminé  par  barbo tage d 'azo te  e t  les  l iqu ides  d 'é ru t ion  on t  é té

t i t rés par la méthode des plages.

3 .2 .L .6 .  Essa i  _de dé tox ica t ion  par  passage sur
- - _ v _ _ _

rés ine .

La résine Amberr i te xAD2 (nohm and Haas company) a été choi-

sie pour ses propriétés de corrcentrat ion de produits organiques à

1 ' é t a t  d e  t r a c e s .



Pour 50 ml de l iquide d'érut ion à détoxi f ier,  deux gramrnes

de résine AmberLite xAD2 ont êtê act ivés dans l-oo 6r de méthanol,

puis introduits dans une colonne de verye stér i le de 1 cm de diamètre

et de 15 cm de haut.  Après un premier r inçage de ra coronne au métha-

nol,  des r inçages successifs ont été effectués avec des di lut ions

décro issantes  de  méthano l  dans  1 'eau d is t i r lée ,  jusqurà  de  I 'eau  d is -

t i l lée seule. Puis la résine a êtê prétrai tée par passage de 5 mI

de mi l - ieu  MEM à 2  % de sérum de veau e t  le  l iqu ide  d 'é lu t ion  a  é té

passé sur la résine xAD2, puis récupéré dans un fLacon stér i le.  ces

l iqu ides  dré lu t ion  on t  é té  t i t rés  par  1a  méthode des  p lages .

Les résul- tats des analyses physico-chimiques et bactér iologi-

ques de rreau usée brute et cu témoin érut ion, ainsi  que les var ia-

t ions de l-a composit ion physico-chimique et bactér iologique des l iqui-

des d'élut ion ( fract ions l -  et  2) par rapport  à ce témoin sont présen-

tés  dans  le  tab leau 13  pour  des  échant i l lons  f i l t rés  de  5  l i t res -

10  l i t res  e t  2O l i t res .

r l  peut être observé que les ions potassium, sodium, calcium

et zinc ne sont pas retenus ou/et élués de ra poudre de verre. par

cont re ,  le  fe r ,  le  manganèse,  l ra lumin ium,  re  chr :ome hexava len t ,  l_e

promb,  le  cu iv re ,  les  mat iè res  organ iques  e t  Les  bac tér ies  (E .  cor i )

sont retenues dans Ie f i l t re dynamique après f i l t rat ion d'eaux usées

bru te ,  e t  en t ra înés  par  le  tampon d 'é ru t ion .  Le  l iqu ide  d 'é l_u t ion

témoin poudre de verre seule apporte un peu de fer,  du plonb et du

z i "nc .
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5 7 .

La comparaison entre fract ion 1 et f ract ion 2 mon*e
que ra première est l -e plus souvent beaucoup plus chargée :  soi t  seron
les essais de 1, à 20 fois plus de fer,  de 3 à 2o fois prus de chrome,

d e  1 à  1 0  f o i s  p l u s  d e  c u i v r e ,  d e  1 0  à  l o o o  f o i s  p r u s  d ' 8 .  * ! i .  r l
ntest donc pas étonnant que cles effets toxiques apparaissent sur les
tap is  ce l lu la i res  d 'au tan t  p lus  que drau t res  composés ch imiques  (ae_

tergents'  phénols,  hydrocarbures) sont suscept ibles de se concentrer

également sur la poudre de veme. Par ai l - leurs, nous avons remarqué
que la turbidi té des l iquides d'élut ion étai t  fonct ion du volume f i l_-
tré.  De même que les premières fract ions d'élut ion sont toujours plus
t rsa les t t  que 1es  su ivantes .

Les phénomènes de cytotoxici té souvent observés pour res
fract ions L peuvent a pr ior i  être él iminés par divers procédés. Les
résuLta ts  des  t i t rages  v i ro log iques  de  l iqu ides  dré lu t ion  ' rCétox i f iés"

par  p lus ieurs  méthodes sont  p résentés  dans  les  tab leaux  14 ,15  e t

L i q u i d e  d r é l u t i o n  b r u r
L i q u i d e  d r é I u t i o n

a v e c  5  %  d e
s é r u m  f o e t a l  d e  v e a u

n o n  d i l u é

d i l ué  au  L lZ 9 , 2 3 J t L  -

d i l u é  a u  1 / 4 2 , 6  :  1 , 3

TABLEAU 1-4 : des fractions d'un
o u n o n d e 5 % d e

de la numérat ion.

Titre viral (Uf'p/mf virus indigènes)
liquide drélution toxique additionné
sérum foetal de veau.
( : )  :  in te rva l le  de  conf iance à  95  %

4 ' 8

t ion

t ion

de

du

Tout  d rabord ,  I 'a jou t  de  sérum foe ta l  de  veau dans  la

5 % (Tableau L4) n'a pas atténué la cytotoxici té de

l iquide drélut ion inoculé sans aucune di lut ion, pâf

propor-

Ia frac-

rapport

t o x i q u e J 0 u r s
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à une fract ion du même l iquide dtélut ion sans ajout de sérum foetal
de veau ;  dans les deux cas, les tapis cel lulaires ont été totalement
détrui ts en trois jours. par contre, la di lut ion au r/z des r iquides
d'éIut ion ne s 'est pas révé]ée toxique et l -es t i t res viraux des frac-
t ions sans et avec ajout de sérum foetal  de veau sont respect ivement
de 8  UFP/ml  e t  de  9 ,2UFP/n I ,  ma is  sans  d i f fé rence s ign i f i ca t i ve  en t re
ces résultats- Ces mêmes fract ions di l -uées au L/4 ont êté éga1.ement
non toxiques, mais reur t i t re a étê plus faible :  6,5 uFp/ml et
2 , 6  U F P / m I .

Les résultats concernant l -es autres trai tements des l iquides
dréIut ion mis en oeuvre pour réduire leur cytotoxici té ont été rassem-
blés dans 1es tableaux l-5 et i .6.

Lorsque l-e l iquide dtélut ion a été inocu]é sans trai tement
et sans dirut ion sur cul ture cel lulaire,  un effet  cytotoxique est
survenu en 24 heures, interdisant toute numérat ion. Les divers trai te-
ments appl iqués ont permis de réduire cet ef fet  cytotoxique, évarué
ici  en proport ion de surface cel lul-aire détrui te :  30 % pour la cen_
tr i fugat ion et la f iLtrat ion sur membrane, 50 % pour J_e passage sur
résine et l -0 % pour Ie trai tement au chloroforme. Dans ce dernier
cas'  la numérat ion des plages a pu être effectuée et a révéIé
3 '75  UFP/m1 de l iqu ide  d 'é lu t ion ,  ce  qu i  es t  i c i  l_e  max imum.  Les  t i -
t res viraux des fract ions de l iquide d'étut ion trai tées par l -es autres
méthodes sont plus faibles :  o,g uFp/mr- après passage sur résine,
o'25 UFP/mr après f iLtrat ion sur membrane et 1,5 uFp/mr apr.ès centr i_
fugat ion. Par ai l leurs, Ia di lut ion au I /S et 1/10 de ces fract ions
trai tées ou non comme précédemment permet de numérer une quant i té
plus importante de virus dans le cas de Ia fract ion témoin non trai tée
(e  UFP/m]  au  1 /1o) ,  de  ra  f rac t ion  cent r i fugée ( r r  uFp/ml  au  r / ro ) ,
de l -a fract ion passée sur résine (1O UFp/ml) ;  pour l_a fract ion trai_
tée par le chloroforme, seur-e la dirut ion au r/s donne un résurtat
supérieur (z UFP/mr) aux autres fract ions à cette même dirut ion. En
effet,  dans ce dernier cas, ra dirut ion au r/ro a donné un résurtat
assez faible.  Quant à la fract ion trai tée par f i l t rat ion sur membrane,
aucune par t i cu le  v i ra le  n 'es t  apparue aux  d i lu t ions  1 /5  e t  I /LO.
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Pour conf irmer ces résultats,  i l  a éLê effectué, d 'une parr,
un essai-  ident ique pour un r iquide d'élut ion peu toxique, avec et
sans ajout de virus de raboratoire, et  d 'autre part ,  une analyse viro_
logique des culots de centr i fugat ion, des exùrai ts chloroformioues
et  des  é lua ts  de  rés ine .

Les résultats de ce deuxième essai de détoxicat ion mené en
double avec un ajout de virus pol iomyél i t ique souche Mahoney sonr
présentés dans Le tabLeau 16. ce r iquide d'érut ion étant peu toxique,
i l  a été possible de numérer les plages sans avoir  recours à des di tu-
t ions importantes. Dans lressai avec virus indigènes seuls,  1e trai te-
ment au chloroforme et la centr i fugat ion permettent d 'obtenir  pour
ces fract ions un t i t re viral  environ deux fois supérieur à Ia fract ion
f ' témoin" non trai tée ( ta,o UFP/m1 et 13 ,4 lJFp/nL respect ivement contre
7,4 UFP/m1 pour la fract ion témoin non trai tée).  Les t i t res vi . raux
des fract ions trai tées par f i r t rat ion sur membrane et par passage
sur résine sont plus faibles que ceux obtenus par r_es trai tements
précédents  (9 ,6  UFp/ml  e t  g ,g  UFp/mI )  ;  ma is  i l s  res ten t  cependant
supérieurs au t i t re viral  de Ia fract ion ' témoin'  sans trai tement:
7,4 UFP/1]- .  La di lut ion au 1/2 des fract ions trai tées par centr j - fuga-
t ion et par 1e chloroforme a permis d'obtenir  des t i t res viraux iden-
t iques aux mêmes fract ions non di luées à i_ uFp/mr près, mais pour
la fract ion trai tée par passage sur résine, re t i t re viral  se si tue
à une valeur équivalente (  12 uFp/ml )  .  Au contraire, à cette di tut ion
au 7/2, les t i t res viraux de La fract ion non trai tée et de la fract ion
trai tée par f i l t rat ion sont plus faibles que les t i t res obtenus sans
d i ru t ion  :  5 ,6  UFP/m1 e t  7 ,2  u lp /n r  con t re  7 ,4  u îp /n r  e t  9 ,6  uFp/ml
respect ivement.

L 'a jou t  d 'une quant i té  connue de  v i rus  po l iomyér i t ique  à
ce l iquide d'élut ion avant de subir  ces trai tements de détoxicat ion
fait apparaître une tendance identique aux résultats obtenus avec
les virus indigènes seu1s. Le trai tement de centr i fugat ion n,a pas
modif ié 1e t i t re viral  de cette fract ion (gg,Z UFp/ml )  par rapport
au  t i - t re  v i ra r  de  la  f rac t ion  témoin  non t ra i tée  (gg ,a  uFp/ml ) .  Le
trai tement au chloroforme srest avêrê moins intéressant puisque re
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t i t re viral  de cette fract ion est de zg,4 uFp/mr ;  res trai tements

par f i l t rat ion sur membrane et par passage sur résine ont donné égale-

ment des t i t res viraux 1égèrement plus faibles, respect ivement

22,8  tJFP/mf  e t  19  UFP/m] .  Ma is  la  d i ru t ion  au  r f2 ,  comme précédemmenr ,

réhabi l i te ces trai tements, passage sur résine et t rai tement au chlo-

roforme, par res t i t res viraux obtenus :  27,6 uFp/mr et 32 uFp/ml.

Le contrô]e de I 'ef f icaci té de ces trai tements 'de détoxi-

cat ion a été effectué par inoculat io;r  des culots de centr i fugat ion,

des extrai ts chloroformiques et des éluats de résine sur cul ture cel-

lu la i re .

Les résultats des analyses virologiques des culots de centr i -

fugat ion sont présentés sur Ie tabLeau 17. Sur cinq essais effectués,

deux se sont révélés posit i fs,  mettant aj-nsi  en évidence 9,2 % dans

I 'essa i  1  e t  50  % dans  I 'essa i  2  des  v i rus  p résents  dans  re  l iqu ide

dré lu t ion .  Dans ce  deux ième essa i ,  le  t i t r .e  v i ra l  assez  fa ib le
(O, f  U fp /mt )  exp l ique I r impor tance de  ce  résu l ta t .

Quant aux extrai ts chloroformiques et aux éluats de résine,

après évaporat ion des sol .rants et repr ise des extrai ts obtenus par

du mil ieu de cul ture MEM 2 %, l -eur inoculat ion sur cul tures cel lulai-

res a entraîné un effet  cytotoxique rapide et total  en 24 heures.

L ' inocura t ion  sur  cu l - tu res  ce l lu fa i res  des  d i lu t ions  au  L /s  e r  au

L/rc de I 'extrai t  chloroformique moins toxique a permis de mettre

en év idence,  d 'une man ière  surprenante ,  19  % e t  50  % des  v i rus .

V i r u s  i n d i g è n e s  r e t r o u v é s
d a n s  l e s  c u l o t s  d e

c e n t r i f u g a t i o n

l l

E s s a i E s s a i
r -l
t - . - l

L S S a I  q  I  t s s a l  )  |

5 0 %

I
t -
I  È . S S a l

0 r  10 '  7

9 , 2  % 0 %0 %0 %

TABLEAU 17 : Virus indigènes (Uf'p/mf) isolés du culot de centrifu-
gation de cinq fractions de liquides drélution. Les
pourcentages expriment la proportion des virus indi-
gènes présents dans 1e culot par rapport à ceux pré-
sents dans le surnageant et Ie culot.
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3.2 .2 .  E tude de  la  surv ie  des  v i rus  dans  les  eaux  usées

Après Ie préIèvement des échant i l -Lons dreaux usées et leur

retour au laboratoire, i l  peut srécouler un temps variable avant leur

concentration selon les temps de transport et les facteurs inhérents

à 1'organisat ion des laboratoires. 11 étai t  donc important de tester

la survie des virus dans les eaux usées en fonct ion du temps.

Pour  ce la ,  c inq  l i t res  d reaux  usées  bru tes  on t  é té  p rérevés

et homogénéisés. un échant i l - lon de 1 l i t re a étê prélevé et placé

dans un bécher stér i le et maintenu sous agitat ion constante. Huit

f ract ions al iquotes de 50 m1 ont étê prélevées en f lacons stér i les

et placées en chambre froide à + AoC, sauf une fract ion const i tuant

re  temps To de  l tessa i .  Aux  600 ml  d reaux  usées  res tan t , t ;4 .Lo4 v i rus

po l iomyé l i t iques  souche Sab in  on t  ê té  a jou tés  (so i t  1  mr  du  s tock)

et homogénéisés pendant cinq minutes.

Huit  f ract ions de 50 ml ont été à nouveau prérevées et pra-

cées en chambre froide à + 4oC, sauf une fract ion const i tuant Ie temps

T o  d e  L ' e s s a i .

Les  deux  f rac t ions  'To '  on t  ê tê  neut ra r isées  à  pH T,2  e t

immédia tement  décontaminées  se lon  le  p ro toco le  décr i t  en  2 .4 .  La  f rac-

t ion sans ajout de virus a été diruée au 1,/2 par ajout de MEM 2 fois

concentré et t i t ré par Ia méthode des plages.

La fract ion avec ajout de virus pol iomyél i t ique souche Sabin

a êté di l -uée jusqu'à lo-"et t i t rée par 1a méthode des plages.

Ces opérat ions ont êtê répétées pour les autres fract ions

à To +  2  heures ,  To  +  4  heures ,  To  +  8  heures ,  To  +  24  heures ,

To + 48 heures et ro + 72 heures. pour To + 4g h et ro + 72 h, les

f lacons de culture provenaient d 'une trypsinat ion di f férente de cel le

ayant fourni-  l -es f lacons de celLules pour les premières fract ions.

Une expérimentat ion ident ique a été menée avec un échant i l - j -on

d'eau usée trai tée. La quant i té de virus pol iomyéJ. i t ique souche Sabin

a jou tée  a  ê tê  d ix  fo is  mo indre  :  a .1o3 v i rus  dans  600 mr  d ,eau usée

trai tée. Les fract ions avec ajout de virus ont été di luées cette fois^
jusqu | à l-0

Les résultats des essais de survie de virus indigènes et

de  v i rus  a jou tés  dans  I 'eau  usée bru te  e t  I 'eau  usée t ra i tée ,  s tockées

à + 4oC sont présentés dans le tableau 1g.
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La quant i té de virus indigènes présents dans Ireau usée brute

e t  re t rouvés  par  inocura t ion  d i rec te  es t  assez  fa ib re  :  o ,1_  à  o ,2  u \p /
m1 ent re  1e  temps 0  de  I 'essa i  e t  48  h .  Après  72  h ,  aucune par t i cu le

v i r a l e  n ' a  é t é  r é v é l é e .

L 'a jou t  d 'une quant i té  connue de  v i rus  à  l ,eau usée bru te ,

soi t  23,6 UFP/m1 dreau usée, donne une autre image de ra survie des

virus. Au cours des premières 8 heures de survie, le t i t re viral  dans

1 'eau usée bru te  passe de  2o ,z  l JEp/nr  au  temps o  à  6 ,6  uFp/ml  à  T  +  B h

Mais Ie t i t rage à 24 h révè]e à nouveau un t i t re viral  érevé de
zL 'B  UFP/ml  e t  qu i ,  après  72  h ,  es t  encore  de  l -2 ,1  UFp/ml .

Dans lreau usée trai tée, la quant i té de virus indigènes pré-

sents  es t  encore  p lus  fa ib le  que précédemment  :0 ,1  uFp/ml  max imum.  A

To,  T  +  2  h  e t  r  +  24  h ,  aucune par t i cu le  v i ra le  n 'a  é té  déce}ée par

inocu la t ion  d i rec te  d reau usée t ra i tée ,  ma j -s  à  T  +  4  h ,  T  +  4g  h  e t

T  +  72  h ,  0 ,1  UFP/ml  a  é tê  dénombrée.

La quant i té de virus ajoutée pour 1'essai en doubre a êté de
r l F r î  /  r2,3  UFP/ml  d 'eau usée t ra i tée .  Dans 1es  premières  g  heures  e t  après

24, 48 et 72 h, l -a survie des virus a êté sinon égare, supérieure à la

quant i té  de  v i rus  a jou tée  au  dépar t :  respec t ivement  depu is  To  e t
j u s q u r à  T  +  7 2  h ,  d e  4 , 4  U F p / m l  à  8 , 8  U F p / m l .

Durant  ce t te  même pér iode d 'expér imenta t ion ,  re  t i t re  v i ra l

du  s tock  de  v i rus  a jou tés  nra  pas  sub i  de  ba isse  :  L ,4  uFp/mr  au

temps O e t  2 ,8  UFP/ml  après  72  h  de  conserva t ion  à  +  4oC.

Dans la  l im i te  de  nos  expér imenta t ions ,  J -1  n 'appara î t  donc

pas d . r inac t iva t ion  bru ta le  des  v i rus  dans  1es  eaux  usées  bru tes  e t

trai tées en 72 heures lors de la conservat ion des échant i l l -ons à +4oC.

3 . 2 . 3 .  E t u d e  d e  l a  s u r v i e  d e s  v i r u s  d a n s  l e s  ] i q u i d e s

d r é l u t i o n

L 'é tude de  Ia  surv ie  des  v i rus  dans  fes  l iqu ides  dré lu t ion

a é té  env isagée sous  deux  aspec ts ,  d 'une par t ,  avant  neut ra l i sa t ion

et  s tockage des  l iqu ides  d 'é lu t ion ,  d rau t re  par t ,  lo rs  de  leur  s tocka-

ge à  +  AoC e t  conge lés  à  -  26oC.

3 . 2 . 3 . 1 ;  E t u d e  d e _ ] a

des d'âution

survie_des_virus_dans les fiqrl-

avq1tl aegtlalisalion et stockggg

Un échant i l lon  de  10  l i t res  d reaux  usées  bru tes  a  ê té  concen-

tré sur 150 g de poudre de verre à l -a vi tesse de 1oo r i t res par heure.
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Lors  de  1 'é tape d 'é lu t ion ,  1oo mr  de  l iqu ide  d 'é tu t ion  on t  é té  récupé_
rés et répart is en deux fract ions de 50 ml.  Une des deux fract ions
a êté immédiatement neutrar isée à pH 7,2, const i_tuant le témoin. A
part i r  de cet instant To, des pr ises dressais de 10 rnl  ont été préle_

vées dans res deux fract ions, neutral isée et non neutral isée..  La
prise dressai de la fract ion non neutral- isée a étê immédiatement neu-
t r a L i s é e  à  p H  7 , 2 .

Des pr ises  d 'essa is  ident iques  de  10  mI  on t  é té  e f fec tuées
dans Ia fract ion témoirr  neutral isée et la fract ion non neutral isée,
pour des temps de To + 10 mn, To + 20 mn, To + 40 mn et ro + 6o mn.

Ces pr ises  d 'essa is  on t  ensu i te  ê tê  décontaminées  se lon  le
pro toco le  décr i t  en  2 .4 .  e t  t i t rées  par  la  méthode des  p lages .

Les résultats de r 'étude de la survie des virus indigènes
dans Les I iquides d'élut ion avant leur neutral isat ion sont présentés

dans le  tab l -eau 19 .  Pour  l -es  p r ises  d 'essa is  non neut ra l i sées ,  les
pH ont  é té  de  l -o ,5  à  To e t  de  10 ,1  après  60  minu tes .  pour  les  p r ises

df  essa is  neut ra l i sées ,  les  pH ont  var j -é  d ,e  T ,Z  à  7 ,4 .

T e m p s  e n
m i n u t e s

L i q u i d e s  d r é I u t i o n
n o n  n e u t r . a l i s é s

(  u re761 ;

L i q u i d e s  d ' é I u t i o n  I
i m m é d i a t e . m e n t  n e u t r a l i s é s  I

(  u r P / m l  )  r

10

20

40

P H  =  1 0 ' 5 0

p H  =  1 0 , 5 0

p H  =  1 0 , 4 5

P H  =  1 0 ' 3 0

p H  =

P H  =  7 , 2 0

P H  =  7 ' 2 0

p H  =  7 , 2 0

P H  =  7 ' 3 0

p H  =  7 , 4 0

+
2 , 8  -  1 , 3

+
J r O  -  r r J

I r J  -  U r O

I  0 , g

+
l t l  -  ! r L

TABLEAU ].9 : Survie des virus indigènes (Urp/mf) dans deux fractions
drun liquide d'élution (eau usée brute) : une fraction

non neutralisée et une fraction immédiatement neutrali-
sée.
(t)  :  interval- le de conf iance à gS % de la numérat ion.

1 0 ,  i 0



Le t i t rage des fract ions des l iquides d'éIut ion neutral isés

en fonct ion du temps varie peu :  2 UFP/n1 à To, 2 rJFp/nI à To + 20 mn,

et 2,2 UFP/nI à To + 60 mn. SeuI le t i t re des fract ions neutral isées

après 10 minutes et 4o minutes s 'écarte de part  et  d 'autre de cette

va leur  :  3 ,7  UFP/m]  après  10  minu tes  e t  L ,4  uEp/nr  après  40  minu tes .

Mais pour les fract ions du l iquide d'élut ion immédiatement

neutral isées après élut ion, leur t i t re var ie également au cours du

temps :  2 ,8  UFP/mI  au  temps O ;  3 ,6  UFP/ml  après  10  minu tes  ;

1 ,3  UFP/ml  après  2O minutes ,  pu is  1 ,8  UFP/ml  après  60  minu tes .

Les interval les de conf iance des numérat ions se retrouvant

aussi bien dans lressai et  dans le témoin en fonct ion du temps qu'en-

t re  l ressa i  e t  l -e  témoin  à  un  temps donné,  i I  n 'es t  pas  poss ib re  de

conclure à une inact ivat ion des virus indigènes dans le l iquide d'él-u-

t ion non neutral- isé. Le pH réel des fract ions, noté au moment précis

de leur préIèvement,  a montré une légère var iat ion au cours du temps.

3 . 2 . 3 . 2 .  E t u d e

dags_

+ 4 o C  e

_dg

T ç D

+

_!a_suryis _des 1'g'r15; indigènes

_l iOgides _d'élut ion_ stockés _à
260C

Dans La prat ique courante des laborato i res de b io logie,  Ies

échan t i l l ons  b io log iques  son t  conse rvés ,  so i t  à  +  4oc ,  so i t  conge lés

à  -  26oC.  Lo rs  de  deux  expé r imen ta t i ons  d i s t i nc tes ,  ces  deux  poss ib i -

l i t és  de  s tockage  des  l i qu ides  d ' é lu t i on  on t  é té  comparées .

3.2.3.2.r. E!!99_99_1e_:glyrg_9=_yrry:_gqte*9:
dans  l es  l i qu ides  d ' é Iu t i on  s tockés

à  + 4 o C

cette expérimentat ion a êté effectuée à part i r  de cinq con-

cent ra t ions  dréchant i l lons  d i f fé ren ts  de  10  l i t res  c i teaux  usées  bru tes

à l-oo l i t res par heure et sur 150 g de poudre de vere. Les l iquides

d 'é lu t ion  on t  sub i  les  t ra i tements  décr i t s  en  2 .4 .  chacun de  ces  f i -

qu ides  dré lu t ion  a  é té  répar t i  en  tubes  s té r i les  à  ra ison  de  10  mI

oar tube.



6 8 .

Après un premier t i t rage immédiat par la méthode des plages

drune fract ion al iquote de l-o ml,  const i tuant ainsi  le temps To de

l rexpér ience,  ces  l iqu ides  d 'é Iu t ion  on t  é té  p lacés  en  chambre  f ro ide

à + 4oC. Après une semaine, 5 semaines et 11 semaines de conservat ion,

des fract ions al iquotes de l_O ml ont été t i t rées par Ia méthode des

plages comme précédemment.

Les résultats de Ia survi-e

quides d'él-ut ion stockés en chambre

Ie  tab leau 20 .

des virus indigènes dans l_es 1i-

froide à +4oC sont présentés dans

Dans l ressa i  r ,  nous  ass is tons  à  une ba isse  de  t i t re  de

4,6  UFP/m1 à  3 ,8  UFP/ml ,  so i t  82  % du t i t re  in i t ia l  re t rouvé pour

une semaine de conservat ion à + 40c. Cependant,  Ies interval l_es de

conf iance des méthodes de numérat ion se recouvrent.  Après 5 semaines,

pu is  l -1  semaines ,  seu lement  0 ,2  e t  0 ,0  uFp/mL respec t ivement  on t  é té

re t rouvées ,  so i t  l -3  % du t i t re  in i t ia ]  après  11  semaines .  pour  les

aut res  essa is  (2 ,  3 ,  4  e t  5 ) ,  les  résu l ta ts  sont  s im i la i res .  Après

une semaine de conservat ion, 62 % à 1oo % des t i t res ini t iaux sont

retrouvés dans les fract ions conservées à + 4oC, mais après 5 semaines

d a n s  l e s  f r a c t i o n s  d e s  e s s a i s  2 , 3  e t  5 ,  0 , 1  u F p / m r -  s o n t  d é c e l é e s

et  dans  I 'essa i  4 ,  aucune.  Les  nombres  de  par t i cu les  v i ra les  é tan t

p lus  fa ib les  dans  ces  4  essa is  que dans  I 'essa i  1 ,  i l  n 'es t  pas  sur -

prenant quraucune unité formant prage n'ai t  êté clénombrée après

11 semaines  de  conserva t ion  à  +  40c .  La  conserva t ion  des  l iqu ides

d'éIut ion à + AoC ne peut donc excéder une semaine dans nos condit ions

expérimental-es .

3.2. 3 .2.2 - E!g9g_9g_1e_:yrytg_9g:_ygg:_rgte9t9:
9en__!gr_f_rqtr9=___1il_é=r_'t_i_o11_:!ggbÉ:
à  -  2 6 0 C .

Pour cette expérimentat ion, t rois échant i l lons di f férents

de 20 l i t res d'eaux usées brutes ont été concentrés sur 150 g oe pou-

dre  de  veme e t  à  100 l i t res  par  heure .  Lors  de  r 'é ru t ion ,  res  55

premiers mi l l i l i t res ont été récupérés pour chaque concentrat ion et

ont subi les trai tements de décontaminat ion décri ts en 2.6.
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Pour  chaque l iqu ide  d 'é lu t ion ,  ces  55  mi lL i l i t res  env i ron

ont êté répart is en tubes plast ique stér i les à raison de 6 ml par

tube, soi t  9 tubes. Quatre de ces tubes ont été pracés au congélateur

à  26oC, Ies  c inq  au t res  recevant  6  ml  de  MEM deux fo is  concent rés

et donc di l -ués au r/zt  un de ces tubes dirués a êté conservé pour

un t i t rage immédiat par l -a méthode des prages décri te dans le pa-

r a g r a p h e  2 . 7 . 2 .  , cons t i tuant  a ins i  1e  temps To de  1 'expér imen-

tat ion. Les quatre autres tubes di lués ont été placés au congélateur

à  -  26oc .  Aux  temps To +  l -  semaine ,  To  +  2  semaines ,  To  +  4  semaines

et ro + L2 semaines, pour chaque J- iquide d'érut icn, un tube non di lué

et un tube di lué ont été t i rés au hasard et décongelés. Le tube non

di lué a alors étê di lué par ajout de 6 ml- de MEM deux fois concentré;

1es deux tubes ont été t i t rés comme précédemment par Ia méthode des

plages et par la méthode du nombre le plus probable.

une expérimentat ion ident ique a êté effectuée pour trois

l iquides d'élut ion provenant de la concentrat ion de trois échair t i l - lcns

de 20  l i t res  d 'eau t ra i tée .

Les résultats de la

qu ides  dré lu t ion  s tockés  à

pour  les  I iqu ides  d 'é lu t ion

brutes, et  dans le tableau

dreaux  usées  t ra i tées .

surv ie des v i rus indigènes Cans 1es I i -

26oC sont  présentés dans 1e tableau 21

provenant  de concentrat ion d 'eaux usées

22 pour ceux provenant  de concentrat ion

Pour Ies trois l iquides d'élut ion provenant de concentrat ion

d'eaux usées brutes (Tableau zr),  après une semaine de congélat ion,

re  t i t re  v i ra l  es t  p lus  é ]evé  dans  l - 'essa i  1  e t  I 'essa i  3  d i lués  au

moment de la numérat ion. Cette même constatat ion peut être faj- te pour

les  essa is  lb is  e t  3b is  d i lués  avant  Ia  congé la t ion .

r l  faut at tendre quatre semaines de stockage pour voir  res

t i t res  v i raux  des  l iqu ides  d 'é lu t ion  d iminuer  d 'env i ron  deux  fo is

par rapport  au t i t re viral  in i t ia l .

Le dernier t i t rage effectué à L2 semaines permet de mettre

en év idence de  0 ,6  à  2 ,6  UFP/m1 dans  les  s ix  essa is ,  so i t  de  5  à

10 fois moins par rapport  au t i t re viral"  in i t ia l_.  Entre ies es-

sais 1, 2 et 3 ( fract ion di luée au moment de l-a numérat ion après dé-

*  La concentrat ion de sérum foeta l -  de veau est  de 2 % aorès Ia d i lu t ion
a u  I / 2 .
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7 3 .

congélat ion) et les essais 1-bis,  2bis et 3bis ( fract ion di luée avant

Ia congélat ion),  aucune di f férence signi f icat ive n'apparaît  (étant

donné I ' interval- le de conf iance des numérat ions).

Une expérimentation identique a êtê menée avec les trois

l iquides d'élut ion provenant de la concentrat ion d'eaux usées trai tées

(Tableau 22).  Ces fract ions ont un t i t re viral  assez faible :

O,4 UFP/m1 pour les essais 4 et 6.  L ' inoculat ion des fract ions de

lressai 5 se révèle posit ive à 2 semaines et 4 semaines de conserva-

t ion à -  26oC. Dès Ia première semaine pour l 'essai 6 et La deuxième

semaine pour  I ressa i  4 ,  les  résu l ta ts  de  I ' i nocu la t ion  sont  négat i f s .

Quant aux fract ions des l iquides dtélut ion ident iques di luées au L/2

avant  congé la t ion  (essa i  4b is ,  Sb is  e t  6b is ) ,  aucune inocu la t ion  nra

été posit ive, quelque soit  la pér iode de conservat ion.

3.2,4. Comparaison de deux rnéthodes de t i t rage des virus

indigènes dans les l iquides d'él-ut ion

Selon 1'état physiologique des souches cel lulaires et la

tox ic i té  du  l iqu ide  d 'é lu t ion ,  i l  n ra  pas  tou jours  é té  poss ib le  d 'e f -

fectuer les t i t rages des l iquides d'élut ion en plages et i1 a êté

fait recours à la méthode du nombre l-e plus probable.

Afin de comparer les résultats donnés par ces deux méthodes

pour des inoculat ions de l iquides d'éLut ion, des t i t rages ont étê

effectués en paral lèle à part i r  des mêmes t iquides d'élut ion, au même

moment,  et  sur des f lacons de culture issus drune même trypsinat ion.

Pour vér i f ier le caractère viral  des plages apparaissant

sur les f lacons de culture, i I  a êté effectué 140 clonages selon la

méthode décr i te .c i -après .

A lraide d'une pipette pasteur eff i lée et recourbée en coude,

des boudins de gélose en contact avec ra plage suspecte ont été prére-

vés. Toutes les plages apparues sur Ie tapis cel lulaire drun f lacon

ont ainsi  êtê clonées. Ces boudins ont été remis en suspension dans

1 mI de MEM à 2 % de sérum de veau. Ce préIèvement a êté ensuite testé

sur tube de culture cel lul-aire avec deux passages successifs.

Les couples de résultats concernant le t i t re viral  de

44 l iquides drélut ion, évalués par la méthode des plages et par Ia

méthode du nombre le plus probable sont présentés dans le tableau 23.
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I
NPPUC/nI  IE s s a i

I

2x

4*
5
6
7x
I
I

10*
1 1

l 4

1 5 x
1 6
L 7
1 8 *
19*
2 0
2Lx
?2x
23*
2 4
2 5
2 6
l t

28
2 9
3 0
3 1
J I

J +

3 5
J O

5 l

38
39+
40
4 1
4 2
43
44*

UFP/m l

2 , 7  !  0 , 6
2 , 1  : 0 , 8
ë r l  -  L r o

1 3  j  l , g
8 , 6  :  2 , 5

+
0  - ? 0
J  ç ' J

+
1 0  -  4 , 9

+
8 , 6  -  1 , 6

13  13
7 ,6  :  2 ,2

1 0  !  2 , 6
5 , 2  1  1 , 8
8 , 6  1  1 , 6
7 , 8  :  3 , 7
4 r 9  -  J r 0

/ r 0  -  J r I
+

y r o  -  q

4 , 8  :  3 , 3
+

7  -  2 , 5
5 , 4 :  1 , 8
- ^ + ^ -
J 1 l  -  l l l

+
6 , 2  -  3
4 , 8  :  3 , 8
I r q  -  I r J

1 , 2  j  o , B
+

0 , 9  -  0 , 7
4 , 6  1  2 , 8
3 , 7 :  1 , 9
2 , 3 :  L
2 , 2  :  L , 6
1 , 4  I  1 , 3
0 , 6  I  1 , 1

+
I  -  0 , 9
z ,z  !  t ,9
2 , 6  !  t , B

+
0 , 8  -  1

+
1 t l ô
! r 9  -  r r v

+
?  -  L , L
0
z  !  t , l
2 , 2  :  ? , 1
0 , 4  :  o ,  6 7
0 , 2  I  0 , 5
0

? 1

5
2 2
2 8

5
2 2
7
5
I
I
?

5
I

1

1 1
I I

1 1
T I

1 3
1 1I t r

0 ' 7
1 0 , ?

0 1 2

0 1 2

1 0 , ?

0 1 2

2 0 , ?
e 0  r Z

0 . r 2

0 ' 8
0 ' 8
0 1 2

0 ' 4
z  0 , 2

0 ' 4
0 ' 8

z 0 r 2
1 0 , 2
1 Q  1 2

0 , 2

0 , 9  -  9 , 6 )
2  - 1 5  )
1 0  -  s 8  )

\
L Z  - 0 Y  )

3  - 2 1
2  - t 5
1 0  -  5 8
J  -  I L

Z  - L J

3  -  2 5
4  - ? 5

t  1 1

+  - t J

I  -  t t

a  a 1

4  - 3 0
z  -  L t

4  - 3 0
I  - I + 6

3  -  J 9

0 , 4  -  2 , 9 )
0  1 2  -  2 , 1 )

( 2 0 , t  -  I  , 1 )
( 4 0 , 1  -  1 , 1 )

( 2 0 , 1 -  1 , 1 )

( 4 0 , 1 -  I  )
(  0 , 3  -  2 , 4 \
(  o , g  -  z , 4 l
k o , 1  -  1 , 1 )
(  0 , 1 -  1 , 5 )

(  0 , 1  -  1 , 3 )
(  0 , 3  -  2 , 4 \

(  o , l  -  1 , 1 )

: Résultats du titrage de M liquides d'élution par 1a
méthode des plages et par la méthode du nombre le
plus probable
* Résultat  NPPUC/m1 ) UFP/mI
(1) (-)  :  interval le de conf iance à 95 % de ta numé-

rat ion.

TABLEAU 23
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Les 37 premiers essais concernent les l iquides d'élut ion

d'eaux usées brutes tandis que les essais 3g à 44 proviennent de l i -

qu ides  dré lu t ion  dreaux  usées  t ra i tées .

sur res 44 couples de résultats,  dans l-3 cas, res résultats

obtenus par Ia méthode du nombre le plus probable se sont avérés supé-

r ieurs avec des di f férences al lant de 0,4 Nppuc/ml à L3,B Nppuc, iml,

soi t  seulement une proport ion de 29,s % de résurtats plus él_evés en

faveur du NPP sur I 'ensemble des 44 essais.  cette même proport ion

subsiste si  les résultats sont considérés selon reur or igine :

29,7 % des résultats en faveur du NPP pour res l iquides d'élut ion

d 'eaux  usées  bru tes  e t  28 ,5  % pour  les  l iqu ides  d 'é lu t ion  dreaux  usées

t ra i tées .

Une étude de corrélat ion entre ces deux sér ies de résul- tats

a êtê effectuée. La f igure 7 présente la répart i t ion des nuages de

po in ts .

Le calcul  de la corrélat ion existant entre ces 44 couples

de valeurs a permis drobtenir  1 'équat ion de la droi te de régression

y  =  1 ,28  x  -  0 ,80  e t  le  coef f i c ien t  de  cor ré la t ion  r  =  0 ,69 .

Une même étude de comélat ion a êté effectuée sur les seules

valeurs (méthodes des plages et méthode du NPP) infér ieures ou éga1es

à l-0.  La droi te de régression, carcurée sur 36 couples de vareurs,

a pour équat ion y = O,78 x -  O,32 et le coeff ic ient de coffélat ion

r  =  0 ,81 .  Avec  res  va leurs  in fé r ieures  à  1o  uFp/ml  e t  10  Nppuc/ml ,

la corrélat ion des résultats issus des deux méthodes de numérat ion

appara î t  me i l leure  quravec  I 'ensemble  des  résu l ta ts .

Clonage et repiquage des plages des virus indigènes

Un nombre total de 140 plages a été clonné selon la technique

décri te précédemment.  Après deux passages aveugles sur cul ture ce1lu-

laire en tubes, seulement 92 clones ont donné un effet  cytopathique

pos i t i f ,  so i t  une propor t ion  de  65 ,7  % de p lages  conf i rmées.
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FIGURE 7 :



4. ETUDE DES FTIIX DE VIRUS DANS LES EAT'X USEES BRUTES ET TRAITEES

SUR 24 HEURES

Avant d'entreprendre l tétude sur 24 heures des f lux viraux

dans les eaux usées brutes et t rai tées de 1a stat ion drépurat ion de

Nancy-Maxévi l le,  nous avons tout d 'abord réal isé une étude succincte

d'échant i l lonnage pour est imer Ia représentat iv i té des prélèvements.

Ensuite ont été exposées, drune part ,  ra séquence des prérè-

vements dans les eaux usées et,  d 'autre part ,  1es analyses effectuées

sur les échant i l lons. tes résultats des paramètres analysés ont été

présentés, en premier l ieu, exprimés en concentrat ion, puis exprimés

sous forme de f lux. Ces dernières données nous ont permis de calculer

les performances épuratoires de la stat ion ;  mais auparavant,  nous

avons abordé une quest ion directement l iée à ce calcul  de rendement:

l rest imation des temps de rétent ion sur la stat ion drépurat ion.

Enf in '  nous avons comparé les informations recuei l l ies selon

les types de prélèvements effectués :  prélèvements ponctuels et prélè-

vements composés en cont inu et séquent iel lement.

4.1. Etude dr échantillonnage

Nous avons réal isé deux expérimentat ions sur des pet i ts volu-

mes dreaux usées brutes. La première expérimentat ion a eu pour but

d'apprécier Ia répart i t ion des part icules virales dans un même échan-

t i l l on  homogéné isé  ;  la  seconde d 'appréc ie r  la  représenta t iv i té  d 'un

échant i l lon préIevé pour une période de temps donné.

4 .1- .1_ .  E tude de  I 'homogéné i té  d 'un  pré l_èvement  homo-
-gene].se

A part i r  drun échant i l lon de 20 l i t res d'eaux usées brutes

en bidon, homogénéisé pendant 15 minutes à la pompe, dix fract ions

al iquotes de L00 ml ont été prélevées en f lacons stér i les. Sur ces

fract ions, des mesures de pH, de résist iv i té,  de densité opt ique à

650 nm ont été effectuées, ainsi  qutune numérat ion des germes totaux.
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sur le volume restant (so m1), une analyse virologique par

inoculat ion directe a été effectuée. Après décontaminat ion selon 1e

protocole décri t  en 2.4.,  ces fract ions ont été numérées par la tech-

nique du NPP, à raison de 5 f lacons de 25 
"r2 

pr" di lut ion.

Les résultats des mesures effectuées sur les dix fract ions

de l-OO ml d'un échant i l lon homogénéisé de 20 l i t res d'eaux usées bru-

tes sont rassemblés dans Ie tableau 24. Les paramètres physico-chimi-

ques  mesurés  :  pH,  rés is t i v i té ,  dens i té  op t ique à  650 nm nront  p ra t i -

quement  pas  var ié ,  pâr  exemple  de  o ,o7o à  0 ,078 un i tés  de  dens i té

opt ique. Les résultats des numérat ions totales des germes de ces frac-

t ions  sont  p lus  d ispersés  :  de  1 ,0 .1oo germes/ml  à  g ,6 .Lo6 germes, /mr ,

mais  tou t  en  res tan t  p rès  de  la  va l -eur  moyenne 6 ,1 .106 germes/ml .

Ces écarts à Ia moyenne restent de I 'ordre de grandeur de I ' interval le

de conf iance à 95 % de la méthode de numérat ion. Les t i t res viraux

des fract ions ont été de 0,2 NPPUc/ml dans quatre cas, de 0,4 Nppuc/mr

dans cinq cas ;  une seule fract ion s 'est avérée négat ive.

4 .L .2 .  E_tude de  I 'hé térogéné i té  de  la  compos i t ion  v i ra le_

des eaux usées brutes

En entrée de stat ion d'épurat ion,

l i t res dreaux usées brutes ont été prélevés à

Sur chacun de ces prélèvements, un échant i l lon

dix

t l n ê

de

échant i l lons de 10

minute  d ' in te rva l le .

5OO mI a étê prélevé

en f lacon stér i le et ramené au laboratoire. Ces prélèvements de

5OO ml ont été homogénéisés dans un mixeur pendant une minute (waring

Blendor '  Distr ibuteur Poly Labo Paul Block réf 80 115).  Des mesures

de pH, résist iv i té,  densité opt ique à 650 nm ont été effectuées comme

précédemment.  Enf in,  pour I 'analyse virologique, un vo]ume de 50 ml

de chaque fract ion a été décontaminé selon la technique décri te en

2.4. et  numéré par la technique du nombre 1e prus probabre à raison

de cinq f lacons de 25 
"*2 

p"" di lut ion.

Les résultats des anaryses physico-chimiques et v irorogiques

effectuées sur dix échant i l lons d'eaux usées brutes préIevés à une

minute d' interval le sont présentés dans le tabteau 25. Les var iat ions
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entre les résultats des analyses effectuées sur ces échantillons sont

plus fréquentes. Les mesures de densité optique à 650 nm traduisent

Ia turbidi té des échant i l lons et ont var ié de O,1OO à O,t-70 unités

de densité opt ique ;  Ie pH et la résist iv i té des échant i l lons sont

stables. Le t i t re viral  des échant i l lons reste groupé autour drune

va leur  z  O,2  NPPUC/m1 (dans  6  cas) .  Dans l 'échant i lLon  10 ,  le  t i t re

viral  est double :  O,4 NPPUC/m1, mais trois échant i l lons nront révélé

aucun effet cytopathique sur culture cel-lulaire.

4.2. Séquence des préIèvements et analyse des échantillons

L'expérimentat ion sur le terrain a êtê conduite le mercre-

di 23 et le jeudi 24 avriL 1980. Nous avons effectué trois types de

prélèvements dans les eaux usées brutes et les eaux usées trai tées

sur les 24 heures de I 'expérimentat ion :

-  13 prélèvements ponctuels de 22 l i t res, réal isés au trempé

à lraide d'un seau, toutes les deux heures pendant 24 heu-

res dans les eaux usées brutes et traitées i
-  1 préIèvement en cont inu par pompe, col lectant un échant i l -

Ion de 22 litres sur 24 heures dans les eaux usées brutes

et trai tées i

-  1- préIèvement séquent iel  par pompe, soi t  15 minutes de

préIèvement par pompe, col lectant un échant i l lon de 22

l-itres sur 24 heures dans les eaux usées brutes et traitées

Pour respecter Ie temps moyen de rétent ion des eaux usées

sur Irensemble de la stat ion d'épurat ion, un décalage de 4 heures

a êté observé entre 1e début des préIèvements dreaux usées brutes

et le début des préIèvements dreaux usées trai tées. Ainsi ,  les préIè-

vements dans les eaux usées brutes ont été effectués du mercredi matin

à 6 heures jusqurau lendemain jeudi 6 heures, et  dans les eaux usées

trai tées, du mercredi matin à 10 heures jusqu'au lendemain l -O heures.

Les prélèvements effectués dans la journée ont été transportés

au laboratoire en 45 minutes environ. Ces échant i l lons ont subi en

premier l ieu une homogénéisat ion, puis un l i t re dreau usée a êtê prê-

levé pour les analyses physico-chimiques (DeO^, DCO, MEST, turbidi té,
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résist iv i té,  pH) et un l i t re pour les analyses bactér iologiques (Cot i-

formes thermorésistants).  C'est donc sur un échant i l lon de 20 l i t res

que la recherche des virus a étê effectuée. Les l iquides d'élut ion

résultant de Ia concentration des prélèvements ont êtê décontaminés

immédiatement après é]ut ion selon les méthodes décri tes en 2.4. I ls

ont été conservés 72 heures à + 4oC avant leur inoculation sur culture

cel lulaire.  La numérat ion des virus dans les l iquides d'éIut ion a été

effectuée selon Ia méthode des plages décri te en 2.7.2.

Les anaryses bactér iologiques, physico-chimiques et v irologi-

ques ont été effectuées le plus rapidement possible. Les échant i l lons

ne pouvant être concentrés dès leur amivée au laboratoire ont êté

stockés en chambre froide à + 4oc. Dans tous les cas, i is ont étê

analysés dans res 24 heures suivant l rheure de leur prélèvement.

4.3. Résultats

4 . 3 . I .  M e s u r e  d e s  d é b i t s

Les mesures de débits,  enregistrées en cont inu, en sort ie

de s ta t ion  drépura t ion ,  par  I ' i n te rméd ia i re  d 'un  capteur  de  press ion ,

sont rassemblées pour chaque heure et exprimées en débit instantané

l i t re/seconde, et présentées en annexe sur re tableau r.  ces mesures

de débit  seront ut i l isées ul tér ieurement pour Ie calcu1 des fLux de
po l lu t ion .

La var iat ion de ces débits pendant la durée de lrexpérimenta-

t ion a été représentée sur la f igure B. Quatre pointes de débit  sont

apparues sur ces 24 heures de rnesures : de 10 h à 12 h avec re débit

maxima] de 2 L4o l i t res par seconde, à 15 h :  2 o5o r i t res par seconde,

de 20 à 2L h : l- 85o litres par seconde et à 3 h : 1 5oo litres par

seconde. Le débit  minimal ( f  2OO l i t res par seconde) a été enregistré

entre 24 h et 2 h.

Le rerevé des compteurs vorumétr iques au début et à ra f in

de I 'expérimentat ion a permis de connaître le volume de I 'eau trai tée

par la stat ion d'épurat ion pour 24 heures. De 6 h du matin le 23 avr i l

1980 à 6 h du matin Le 24 avr ir  1g8o, 146 096 m3 d,eaux usées sonr



passés sur Ia stat ion d'épurat ion ;  et  de

L98O au lendemain 10 h, 146 208 m3 dreau

dr épurat ion. Ces volumes comespondent à

pér iode de  I 'année.

8 3 .

10 h du matin Ie 23 avr i l

sont passés sur la stat ion

un débit moyen pour cette

H e u r e s

FIGURE 8 : Débits dreaux usées traitées enregistrés dans le chenal
de rejet de Ia stat ion d'épurat ion de 6 h le 23.04.1980
à 10  h  Le  24 .04 .1980.

4 .3 .2 .  Ana lyses  phys ico-ch imiques  des  eaux  usées

Les résultais des analyses physico-chimiques (pH, résis 'biv i-

té,  turbidi té,  MEST, DB05 et DCO) effectuées pour chaque prélèvement

sont présentés en annexe dans le tableau II pour les eaux usées brutes

et dans Ie tableau I I I  pour les eaux usées trai tées.
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Les variations en fonction des heures de pré1èvements de

ces paramètres physico-chimiques dans les eaux usées brutes et trai-

tées ont été représentées sur l-a figure 9 pour 1e pH, figure 10 pour

la résist iv i té,  f igure 1l-  pour Ia turbidi té,  f igure 12 pour res MEST,

figure 13 pour la DBOU et figure 14 pour la DCO.

Le pH dans les échant i l lons d'eaux usées a var ié de 7,5 à

8'O sur les 24 heures sans schéma part icul ier.  Dans les échant i l lons

d 'eaux  usées  t ra i tées ,  1e  pH a  var ié  de '7  à  7 ,7  sans  par t i curar i té

également.

La résist iv i té des eaux usées brutes (Figure j_O) a été maxi-

ma le  dans  les  échant i l lons  à  6  h  du  mat in  ( t  SZt IL /cm)  e t  1585-û /cm)

Entre 8 h et I  h le lendemain, el le osci l le entre I  223 JL/çn sl

et  L 473 lL/cn. Pour les échant i l l -ons dteaux usées trai tées, Ia résis-

t iv i té a été du même ordre, var iant de L 223-tL/cn à 1 585 JL/cn,

La var iat ion de la teneur de matières en suspension des

échant i l lons dreaux usées brutes a présenté deux maxima sur 24 heures:

à  1 2  h  ( 1 9 e  m e l f )  e t  e n t r e  2 2  e t  2 4 h  ( L 4 z  à  L 4 4  n g / I ) .  D a n s  t ' é c h a n -

tirlon de 1-8 h, une Iégère augmentation de la teneur en MEST peut

être remarquée. Les valeurs minimales de MEST ont été observées dans

les prélèvements de 6 h à 8 h du matin (19 mg/I  et  48 mg/I  respect i-

vement ) .

En ce qui concerne Ies mesures de turbidi té,  de DBOU et de

DCO effectuées sur Ies échant i I lons, les val-eurs maximales ont êtê

enregistrées prat iquement aux mêmes heures de préIèvement.

Pour les mesures de turbidi té,  deux maxima, entre j_O h et

14 h (80 JTU) et 22 h (so . I ru) et  comme pour les mesures de matières

en suspension, le prélèvement de 18 h présente une légère augmentation

de turbidi té.

Pour les mesures de DBO' et DCO (Figures 13 et 1.4),  deux

maxima : entre l-o h et l-4 h (2oL et 24L ng/t en DBou et 4or mg/l et

497 ng/r en Dco) et à 22 h (r5r mglt  en DBou et 351 ng/t  en DCO).

Entre les mesures de Dco et de DBos, i l  existe un rapport  de deux

environ pour les échant ir lons d'eaux usées brutes, et  de trois à qua-

tre pour les échant i l lons d'eaux usées trai tées.
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FIGURE 9 : pH des échantillons dreaux usées brutes et d'eaux usées
traitées prélevés toutes les deux heures pendant 24 heures.

Résistivité des
usées traitées
24 heures.

RESTSTIVITE

échantillons dreaux
prélevés toutes les

€au usée

Eau usée traltée

6
Prélèvemenls

usées brutes et d'eaux
deux heures pendant

4
des

FIGURE 1-O :
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2 4 2 4 6 8
Heures des Prélèvcments

Turbidité des échantillons d'eaux usées brutes et dreaux
usées traitées préIevés toutes les deux heures pendant
24 heures.

FIGURE 1-1- :

2
lleu re s

6
Prélêvcmenls

4
des

Matières en suspension totales des échantillons d'eaux
usées brutes et d'eaux usées traitées prélevés toutes
les deux heures pendant 24 heures.

FIGURE 12 :



FIGURE ]-3 :

2 4 6
Hcures des Prèlèvements

DBO- des échantillons dreaux usées brutes et d'eaux
usê8s traitées préIevés toutes les deux heures pen-
dant 24 heures.

E a u usée

8 7 .

bru te

treltéc

o
E

au u3ee

2 4 6
Heures des Prélèvemenls

DCO des échantillons d'eaux usées brutes et dreaux usées
traitées préIevés toutes les deux heures pendant 24 heures.

FIGURE 14 :



8 8 .

La var iat ion de ces mêmes paramètres pour les échant i l lons

d'eaux usées trai tées, représentée sur les mêmes f igures, a étê

pratiquement inexistante. Les valeurs moyennes de ces paramètres phy-

sico-chimiques des échant i l lons d'eaux usées trai tées ont éié pour

Ies  MEST :  38 ,8  ng /L ,  pour  la  tu rb id i té  :  3 ,6  JTU,  pour  Ia  DBO.  :

L2 ,7  ng / I  e t  pour  la  DCO z  45 ,L  ng / I .

4 .3 .3 .  Ana lyses  bac tér io log iques  des  eaux  usées

Les résultats des analyses bactériologiques effectuées sur

Ies prélèvements ont été présentés en annexe dans le tableau IV pour

les échant i l lons dreaux usées brutes et t rai tées. Les var iat ions de

ces concentrat ions de col i formes ont été présentées sur Ia f igu-

re L5 pour les échant i l lons dreaux usées brutes et sur la f igure 16

pour les eaux usées trai tées.

Les var iat ions de Ia concentrat ion en col i formes thermoré-

sistants des échant i l lons d'eaux usées brutes ( f igure 15) ont été

semblables aux var iat ions observées pour les paramètres physico-

chimiques des échant i l lons d'eaux usées brutes (UfSf,  turbidi té,  DBO6,

DCo). Deux pointes pr incipales apparaissent à l -2 heures (zto.ro6 cof i -

fo rmes/ l )  e t  à  24  heures  ( tea ,7 .1oo co l i fo rmes/ I ) .  La  légère  po in te

de LB heures a été également retrouvée. Les concentrat ions minimales

ont été observées dans Le prélèvement de 6 h du matin (26.1-06 et
h

3L.1-O-  co l i fo rmes par  l i t re ) .

Quant aux concentrations de coliformes thermorésistants dans

les  échant i l lons  dreaux  usées  t ra i tées  ( f igure  l -6 ) ,  e l1es  var ien t

drun facteur 20 selon les heures de prélèvement,  contrairement aux

paramètres physico-chimiques qui restent presque constants quelque

so i t  1 'heure  de  pré lèvement .  La  concent ra t ion  max imale  (Z t ,Z . tO6 co l i -

formes/ l)  a été notée à 18 heures. Ensuite Ia concentrat ion en col i -

fo rmes décro i t  avec  deux  pa l ie rs  jusqurà  10  h  du  mat in  :  0 ,4 .LO6 e t
h

O,83.10-  co l i fo rmes/ I  avant  d 'augmenter  exponent ie l lement  jusqu 'à

l-8 heures.
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COLIFORTMS THERMO RESISTANTS

Eau usée bru le

6 r ( , r 2 t 4  1 6  1 8 2 ( ) 2 2 2 4 2 4 6
fleures des Prélèvements

FIGURE L5 : Concentration des coliformes therrnorésistants dans les
échantillons dreaux usées brutes prélevés toutes les
deux heures pendant 24 heures.

2 4 2 4 6 8
lleures des Prêlèvemenls

FIGURE 16 : Concentration des coliformes thermorésistants dans les
échantillons dreaux usées traitées prélevés toutes les
deux heures pendant 24 heures.
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4.3 .4 .  Ana lyses  v i ro log iques  des  eaux  usées

Les t i t res viraux des échant i l lons pré1evés sur 24 heures

ont été présentés en annexe dans le tabl-eau V pour 1es échantillons

d 'eaux  usées  bru tes  e t  t ra i tées .

Les var iat ions des t i t res viraux des échant i l lons en fonct ion

de I 'heure du prélèvernent ont été représentées sur la f igure 1-7 pour

les échant i l lons dreaux usées brutes et sur la f igure i -8 pour les

échant i l lons  d 'eaux  usées  t ra i tées .

Pour les échant i l lons d'eaux usées brutes, t rois pointes

de concentrat ion apparaissent pour les heures de préIèvements suivan-

t e s  :  d e  1 0  h  à  1 4  h  ( m a x i m u m  z  2 3 , 5  U F P / I )  ;  à  1 0  h  z  L 7 , 7 5 U F P / L ;

à  24  h  :  31- ,75  UFP/L .  Les  l iqu ides  d 'é lu t ion  re la t i f s  aux  échant i l lons

de L4 h, 16 h et 22 h se sont avérés part icul ièrement toxiques sur les

cu l tu res  ce l lu la i res  ;  ces  l iqu ides  d 'é lu t ion  on t  é té  dé tox i f iés  par

trai tement au chloroforme et par passage sur résine XAD 2 selon ls

pro toco les  décr i t s  en  3 .2 .1 .  Les  résu l ta ts  de  ces  t ra i tements  de  dé to-

xicat ion sont présentés en annexe dans le tableau VI.  La détoxicat ion

par trai tement au chloroforme n'ayant occasionné aucune baisse du

t i t re viral ,  nous avons ut i l isé les résultats de ce trai tement.

Pour fes échant i l - lons d'eaux usées trai tées, un pic majeur

d e  1 8  h  à  2 0  h  ( O , 2 5  U F P / I )  e t  u n  d e u x i è m e  p i c  à  2 4  h  ( 2 , 2 5  U F p / l )

appara issent .  Ent re  8  h  e t  10  h  du  mat in ,  aucune par t i cu le  v i ra le  n ra

étê mise en évidence dans Ies échant i l lons prélevés pendant cette

pér iode.

4 .3 .5 .  Express ion  des  résu l ta ts  des  ana lyses  phys ico-

ch imiques ,  bac tér io log iques  e t  v i ro log iques  en

flux instantané

A part i r  des relevés de débits instantanés (résultats présen-

tés en 4.3. 1 .  )  et  des résultats des analyses physico-chimiques

( a . g , Z . ) ,  b a c t é r i o l o g i q u e s  ( 4 . 3 . 3 .  )  e t  v i r o l o g i q u e s  ( 4 . 9 . 4 . ) ,  l e s

flux instantanés de chaque paramètre ont étê calculés pour chaque

préIèvement.  Les f lux des paramètres à un instant donné ont été obte-

nus par le produit  des concentrat ions des paramètres dans 1'échant i l -

Ion préIevé à I ' instant par le débit  enregistré à ce même instant.
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Les débits relevés sur Ia bande d'enregistrement ont êtê exprimés

en T-itre par seconde. Les flux des paramètres ont par conséquent été

exprimés en unité de masse. par seconde pour les paramètres physico-

chimiques (OBOU, DCO, MEST) et pour les paramètres microbiologiques

en nombre de virus et coliformes thermorésistants par seconde.

Les mesures de pH et de résist iv i té nront pas étê exprimées

sous forme de flux compte tenu de leur intérêt limité pour notre su-

jet .  Par contre, nous avons exprimé 1es mesures de turbidi té sous

forme de flux, bien que ce nouveau résultat ait une valeur plus vir-

tuel le que réel le.

Les résultats ont êtê présentés en annexe sur le tableau

VII pour les eaux usées brutes et sur Ie tableau VIII pour les eaux

usées trai tées. Les var iat ions de ces f lux instantanés ont été repré-

sentées en fonction des heures de prélèvement sur Ia figure 1-9 pour

les eaux usées brutes et sur la figure 20 pour les eaux usées traitées

Cette représentat ion graphique, la plus expl ic i te,  suppose

qu'aucune variation importante ne soit survenue dans les concentra-

tions et les flux entre deux heures de prélèvements. Nous savons que

cela n'est pas exact car les var iat ions de débit  sur Ia stat ion sont

rapides et fréquentes. Nous aurions pu représenter les variations

de concentration et de flux des paramètres en fonction du temps sous

forme drhistogramme, les histogrammes représentant en largeur un in-

terval le de temps de 2 heures, avec pour centre de lr interval le I ' ins-

tant de pré1èvement, et en hauteur les concentrations ou les flux

des paramètres. Mais cette dernière proposit ion ferai t  rrextrapoler i l

les résultats des analyses effectuées pour un échant i l lon prélevé

à un instant t à un intervall-e de temps de deux heures. Etant donné

les erreurs sur les analyses el les-mêmes, Ie faible volume d'échant i l -

lon analyse par rapport à Ia masse dreau passant chaque seconde sur

la  s ta t ion  d 'épura t ion ,  e t  I 'hé térogéné i té  du  mi l ieu  des  eaux  usées ,

I ' intégrat ion des résultats à un interval le de temps de deux heures

nrapporterai t  aucune information intéressante, masquerai t  Ia réal i té

et serai t  de lecture plus dél icate.

Sur fa f igure X9, deux pics pr incipaux apparaissent pour

tous les paramètres étudiés et d 'une manière absolument synchrone

entre 10 h et 14 h et entre 22 h et 2 h.
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De 6 h du matin à l-2 h, maxima de la pointe, le flux de char-

ge pol luante a étê mult ipl ié par 16,6 pour la DBOUr pâr 1_5 pour Ia

DCO et les MEST, par 1-1- pour les coliformes thermorésistants et par

10 pour les virus, tandis que dans le même temps, Ie débit a augmenté

drun facteur l - ,4 seulement.  Ces f lux ont décru jusqu'à 20 h, d 'environ

2/3, puis une pointe srest amorcée vers 22 h pour les f lux de DCO

et DBO-, et vers 24 h pour les f lux de col i formes et de virus, ces
3

deux pointes étant décalées. L 'augmentat ion du f lux des MEST a êté

plus discrète dans Ie même temps. Contrairement à la première pointe

des flux où les débits enregistrés entre 22 h et 24 h décroissent

et at teignent leur valeur minimale ( f  260 L/s à 24 h).  Après cette

seconde pointe, les flux ont décru pour retrouver les valeurs minima-

les entre 4 h et 6 h du matin.

A 18 h apparaît une légère pointe pour les flux de virus

et de coliformes thermorésistants ; par contre, aucune variation pour

les f lux des paramètres DBOU, DCO et MEST. Cette observat ion reste

donc à confirmer.

A la lecture de la f igure 20, les var iat ions des f lux des

paramètres étudiés dans les eaux usées traitées apparaissent moins

synchrones que pour les eaux usées brutes. Cependant, après une pre-

mière pointe, pêu apparente des f lux de MEST, DCO et DBO5, la pointe

Ia plus importante pour les virus et les col-iformes thermorésistants

est survenue entre 16 h et 1-8 h. Après quoi,  ces valeurs de f lux dé-

croissent sans var iat ion remarquable jusquraux valeurs minimales à

10 h du matin.

4.3.6. Etude de corrélat ion entre les f lux des paramè-

ETCS

Les coeff ic ients de corrélat ion calculés pour les sér ies

de flux des paramètres sont présentés sur Ie tableau 26 pour fes eaux

usées brutes et le tableau 27 pour les eaux usées traitées.

11 apparaît  ainsi ,  pour les eaux usées brutes, guê les f lux

de tous les paramètres D805, DCO, MEST, turbidi té,  col i formes fécaux

et virus sont comé1és au r isque de L %.
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Dans les eaux usées trai tées, Ies seules corrélat ions signi-

ficatives au risque de 1 % on|" été observées entre les flux des para-

mètres DBo- ' Dco, coliformes fécaux et virus. Les flux de MEST et
5

de turbidité ne sont corrclés à aucun autre frux de paramètre, excepté

une corrélation significative au risque de L % entre les frux de DCo

et de MEST.

4.3.7. Etude du rapport  v irus /  col i formes fécaux

Nous avons effectué le rapport des résultats concentration

de virus / concentration de coliformes thermorésistants pour chaque

échant i l lon dreau usée brute et dreau usée trai tée. Ces résul- tats

sont présentés sur Ie tableau 28.

Dans Ies eaux usées brutes, 1e rapport  v irus /  col i formes

thermorésistants var ie de 1 part icule virale pour L.Lo7 col i formes

à J- part icule virafe pour 4,3.106 col i formes. Dans les eaux usées

trai tées, le rapport  var ie de O à 1 part icule viral-e pour 6,Z.LO6 co-

col i formes.

4 .3 .8 .  Eva lua t ion  des  temps de  ré ten t ion  de  I 'eau  usée

Etant donné les variations importantes des flux des paramè-

tres dans les eaux usées brutes et traitées, le temps de rétention

des eaux usées sur la station est un facteur à prendre en considéra-

tion pour le calcul des rendements d'épuration. Nous avons donc déter-

miné ce temps de rétention de deux manières :

-  d 'une part ,  par un calcul  théorique à part i r  du débit  des

eaux usees,

- d 'autre part ,  par une méthode empir ique, ut i l isant les

variations de concentration drun paramètre dans les eaux

usées brutes et t rai tées.
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E a u  u s é e  b r u t e E a u  u s é e  t r a i t é e
Heure  de

p r é I è v e m e n t  I  I
I  V i . r ,  /  C o l i f o r r n e s  t h e r m o r é s i s t a n t s  x  1 0 b  I

b

I

1 0

L 2

1 4

1 6

1 8

2 0

2 2

2 4

I

+

6

I

1 0

r  I  8 , 2 .  l o o

I  I  3 , 6 . 1 0 6

r  I  6 , 6 . 1 0 6

t  /  t o , s . t o 6

L  I  6 , 8 . 1 0 6

L  I  4 , 5 . 1 0 6

L  I  5 , 2 . 1 0 0

t  |  6  . 1 o o

t  /  6 , 7 . 1 0 6

|  |  5 , 8 . 1 0 0

t  /  t o , t . t o ô

L  I  4 , 3 . 1 0 6

I  I  t t , 4 . t o o

0

t  I  t , l  . t o 6

t  /  g , g . t o 6

t  /  + , t . i o 6

t  /  g , t . t o 6

t  I  z , t . t o 6

1  /  S , g . t o 6

r  I  z ,a . ro ï

I  /  + , t . t o6

t  /  l , g . t o6

t  I  o , z . r o6

0

0

TABLEAU 28 : Virus (UFP/I)
RaPPort # cians les échantillons

col. ttrerm. x 1oo (/1)
dteaux usées brutes et traitées en fonction des
heures de prélèvements.
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4.3.8.1. Evalugt io!  thÉorique 9u_temps_de rélent ion

Le temps de rétent ion des eaux usées sur la stat ion d'épura-

tion varie avec le débit des eaux usées. Connaissant les volumes des

bassins (décantat ion pr imaire, boues act ivées et décantat ion secondai-

re) et  les mesures de débits au cours des 24 heures d'expérimentat ion,

re temps de rétention théorique a êté calculé pour chaque heure. Les

résultats exprimés en heure et minute sont présentés sur le ta-

b leau 29 .

Au cours des 24 heures drexpérimentat ion, Ie temps de réten-

t ion théorique sur la stat ion dtépurat ion a var ié de 4 heures et 45

minutes (à 1-2 heures) à A heures et,  29 minutes (à Za heures).

Les var iat ions des temps de rétent ion ainsi  calculés sont

inversement proport ionnel les aux var iat ions du débit .

4.3.8.2. Evaluat ion_empir ique_du temps de_rétent ion

Pour cette évaluation empirique du temps de rétention, nous

avons choisi pour traceur Ia variation des flux de virus dans les

eaux usées brutes et t rai tées. En effet ,  ce sont les seuls paramètres,

avec les col i formes thermorésistants,  qui  ont présenté encore des

variations de charges sur 24 heures, et que les virus ne se sont pas

mult ipl iés par le trai tement d'épurat ion biologique. I I  faut cependant

supposer que les variations de concentration observées dans les eaux

usées traitées ne sont que Ia résultante des variations de concentra-

t ion dans les eaux usées brutes et que donc, i l  n 'y a pas de relargage

de virus lors d'un stade de trai tement.

Nous avons alors recherché Ia mei l leure comélat ion pouvant

exister entre les flux de virus dans les eaux usées brutes et dans

les eaux usées trai tées pour les deux sér ies de résultats non décalés

dans le temps, puis décalés de 2 heures, 4 heures, 6 heures et 8 heu-

F â C

Pour les sér ies non décalées et décal-ées de 2 heures, les

résultats des analyses virologiques effectuées en sort ie de 8 h à

l-0 h Ie jeudi ont été reportés en début de journée du mercredi.  CeIa

a permis de chercher les corrélations pour un nombre identique de

couples de valeurs et I 'ut i l isat ion de sér ies de résultats ident iques

en nombre.
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H e u  r e

o

8
I

1 0
1 1
t 2
l ?

1 4
1 5
I O

t 7
1 8
1 9
2 0
2 l
2 2
2 3
2 4

I
2
3
r+

5
6

I
9

1 0

0 é b i t

I  480
I  480
1  6 2 0
1 880
2  1 0 0
2  1 0 0
2 140
1 950
1 900
2 050
2 000
I 900
1 800
1  7 6 0
I  8 3 0
I  850
I  4 1 0
l  330
I  2 6 0
I  200
1 300
r  500
I  470
1 440
I  480
1 500
1 680
I  850
2 000

T e n o s  d e  r é t e n t i o n

6 h 5 2
6 h 5 2
6  h  1 6
5 h 2 4
4 h 5 0
4 h 5 0
4 h 4 5
5  h  1 3
5  h  2 t
4 h  5 7
5h0s
s  h  21
f , N J Y

5 h 4 7
5 h 3 3
5 h 3 0
/  N  I J

7 h 3 9
t h 0 4
t h 2 9
/ n 5 u
6 h 4 7
o n 5 5

7 h 0 3
6 h 5 2
6 h 4 7
6 h 0 3
5 h 3 0
f , n u 5

TABLEAU 29 : Temps de rétention théorigue sur la station drépuration
(volume total de 36 640 mr) en fonction du débit de
I reau usée.
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Les coefficients de corcélation existant entre les séries

de résultats de flux viraux en entrée et en sortie pour des décalages

de O h à 8 h sont présentés sur Ie tableau 30. La signi f icat iv i té

des coeff ic ients de corrélat ion a êtê donnée pour 1 %, 2 %, 5 % et

1-O % de r isque.

La seule corrélat ion signi f icat ive au r isque de 5 % et même

de 2 % apparaît avec un décalage de 6 heures entre les séries des

résultats de fiux de virus dans les eaux usées brutes et traitées.

Au r isque de LO %, i l  existe également une corrélat ion posit ive pour

un décalage de 4 heures.

I
I  O é c a l a g e  e n t r é e - s o r t i e

r l
4h i  un i  rn  i0 h

C o e f f i c i e n t
I a t i o n  ( n  =

S i g n i f i c a t i v i t é  a u
n i s q u e  d e  |  %

S i g n i f i c a t i v i t é  a u
r i s q u e  d e  2  %

S i g n i f i c a t i v i t é  a u
r i s q u e  d e  5  Z

S i g n i f i c a t i v i t é  a u
r i s q u e  d e  1 0  %

d e

r2) I  o , rc t  I  o , rez  I  o ,so l  I  o ,ose I  o ,+zo I

|  ru .  s .  I  n .s .

|  ru .s .
I

TABLEAU 3O : Coefficient de corrélation et significativité des comé-
lations pouf des séries de flux de virus en entrée et
en sortie de station drépuration avec un décalage de
O h , z h r 4 h , 6 h e t 8 h .

4 .3 .9 .  E f f i cac i té  d 'épura t ion  de  1a  s ta t ion  de  Nancy

vis à vis de quelques paramètres physico-chimi-

ques, bactér iol-ogiques et v irologiques.

Les calculs des rendements d'épurat ion de la stat ion pour

Ies paramètres DBO5, DCO, MEST, turbidi té,  col i formes thermorésistants

et virus ont êté effectués par intégration graphique des résultats

sur 24 heures de l 'étude.
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Pour cera, les surfaces comespondant aux variations des
flux des paramètres dans les eaux usées brutes et traitées sur
24 heures ont étê évaluées par pesée et l rexpression suivante donne
Le rendement dtépurat ion :

Exemple :

Rendement d'épurat ion = ( ,  _ Poids surface f lux de DBOs eau épuré%r.O
(DBOs) &) poids surface frux de DBou eau brute'

ces rendements d'épuration correspondent à un temps de réten-

t ion de 4 heures, ce qui est le décalage observé entre les prélève-

ments dans les eaux usées brutes et traitées.

Les résultats sont présentés sur le tableau 31.

C o l i f o n m e s
DB05 0c0 I  ues t  I  Tu rb id i t éI  t h . . r o -  |  v i r u s

r é s i s t a n t s

90 8 3 , 5 92 ,4 8 4 ,  3

TABLEAU 3]. : Rendements drépuration des pararnètres DBOç,
DCO, lmST, turbidité, coliformes thermoréj
sistants et virus, intégrés sur 24 heures
et avec un temps de rétention de 4 heures.

Pour les paramètres physico-chimiques, les r-endements d'épu-

rat ion de Ia DBO5, de la DCO et de la turbidi té ont été respect ivement

de 90  %,  83 ,5  % e t ,92 ,4  %.  L 'é I im ina t ion  des  mat iè res  en  suspens ion

a été moins performante :  66 %. Le paramètre turbidi té n'est générale-

ment pas présenté lors des bi lans drépurat ion, mais i r  est parfois

considéré pour les trai tements tert ia ire des eaux usées. Les col i for-

mes thermorésistants subissent un abattement de 92 % après épuration,

soi t  environ 2 logari thmes ;  pour les virus, cette él iminat ion est

moindre z 84,3 %.

R e n d e m e n t
d r é p u n a t i o n

(z)
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4.3.10. Comparaison des trois types de prélèvements

effectués.

Dans le protocole dréchant i l lonnage des eaux usées établ i

pour cette étude des flux de pollution sur 24 heures, trois types

de prélèvements ont été réal isés :

-  préIèvement ponctuel (au trempé) de 22 l i t res toutes Ies

deux heures, en entrée et en sort ie,

-  prélèvement pompé en cont inu, col lectant un échant i l - lon

de 22 l i t res sur 24 heures, en entrée et en sort ie,
-  prélèvement pompé séquent iel lement L5 minutes par heure,

col lectant un échant i l lon de zz r i t res sur 24 heures en

entrée et en sort ie.

Les résultats des analyses physico-chimiques, de Ia numéra-

t ion des col i formes thermorésistants et des virus de ces trois types

dréchant i l lons ont êtê présentés sur res tabreaux 32 pour res eaux

usées brutes et 33 pour les eaux usées trai tées.

Dans ces tableaux, les résultats concernant les échant i l lons

ponctuels sur 24 heures ont êtê présentés sous deux formes : drune

part '  Ies val-eurs minimales et maximales des paramètres observés sur

res 24 heures, €t  d 'autre part ,  les vareurs moyennes obtenues par

intégration graphique des variations des concentrations de ces paramè-

tres sur 24 heures.

Pour 1es eaux usées brutes, res résultats des paramètres

pH, résist iv i té et turbidi té sont très voisins selon les trois types

de prélèvements. Les résultats des autres paramètres étudiés dans

Ies échant i l lons pompés séquent iel lement et en cont inu restent du

même ordre de grandeur que les résultats moyens des échantillons ponc-

tuels intégrés sur 24 heures, avec cependant des différences de

25 % pour Ia DBO5, 24 % pour Ia DCO, 28 % pour les MEST, 4g % pour

res col i formes thermorésistants et 42 % pour res virus. ces écarts

plus importants pour les col i formes thermorésistants et les virus

sont expl icables compte tenu des di lut ions importantes nécessaires

à la numérat ion des bactér ies dans les eaux usées et de l 'étape de

concentration des virus, ainsi que de leur révélation sur }es systèmes

ce l lu1a i res .
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Les prélèvements séquentiels et en continu ont donné des

résultats inférieurs aux résultats moyens des préIèvements ponctuels

intégrés sur 24 heures pour le pH, Ia turbidi té,  la DBOU et la DCO.

Par contre, pour les paramètres MEST et résist iv i té,  ces résultats

sont supérieurs. Enf in,  pour les col i formes thermorésistants et les

virus, les résultats issus des deux types de prélèvements composés

encadrent les résultats des échantillons ponctuels intégrés sur

24 heures.

tors de lr inoculat ion aux cul tures cel lulaires des l iquides

d'élut ion issus des préIèvements séquent iels et en cont inu, aucun

effet cytotoxique nrest apparu, contrairement à certains l iquides

d'élut ion issus des prélèvements ponctuels.

Nous pouvons suivre le même schéma de comparaison des résul-

tats avec les eaux traitées ; nous avons observé également des diffé-

rences entre les résultats des échant i l lons prélevés en cont inu et

séquent iel lement et les résultats des échant i l lons ponctuels intégrés

sur 24 heures :  6 % pour le pH, L4 % pour l -es MEST, 7 % pour 1a résis-

t i v i té ,  13  % pour  la  tu rb id i té ,  39  % pour  la  DBOU,  54  % pour  la  DCO,

33 % pour les col i formes thermorésistants et 59 % pour les virus.

Lrobstruct ion du tuyau d'aspirat ion de la pompe col lectani

1 'échant i l lon en cont inu n'  a pas permis d'  apprécier comectement le

taux de MEST présent et ce résultat a été extrêmement faible.

Dans ce cas, pour 1es échant i l lons prélevés séquent iel lement

et en cont inu, les résultats des paramètres pH, MEST, résist iv i té

et turbidité sont supérieurs à ceux des prélèvements ponctuels inté-

grés sur 24 heures. I I  apparaît  I ' inverse pour les paramètres

DBO5, DCO, col i formes thermorésistants et v irus.

A partir des résuitats des paramètres analysês dans Ies

échant i l lons prélevés en cont inu et séquent iel lement sur 24 heures,

nous pouvons calculer les rendements dtépuration de ces paramètres

pour les 24 heures de l'étude. Pour chaque type de prélèvement et

chaque paramètre, nous avons calculé le rendement d'épurat ion selon

l rexpress ion  i

Rendement drépurat ion =(t  -  Valeur du paramètre eau usée trai té ' \= fx1-Oo
Valeur du paramètre eau usée brute I
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Un décalage de 4 heures a été observé entre la pr ise d'échan-

til lon dans les eaux usées brutes et res eaux usées traitées ; ces
calculs de rendement correspondent donc à un temps de rétention de
4 heures sur la stat ion dtépurat ion.

Les résultats de rendements drépuration ont étê comparés

aux résultats de rendements évalués par intégration des résultats

obtenus par échantillonnages ponctuels sur 24 heures. Le tableau 34
rassemble ces trois types de résultats.

IIE ST

T u r b i d i t é

DBO.

DC0

E .  c o l i

V i r u s

TABLEAU 34 :

%  m o y e n  d ' é I i m i n a t i o n
s u r  2 4  h e u r e s

66

92,4

9 0

8 3 , 5

92 , l

8 4 , 3

%  d r é l i r n i n a t i o n
p r é I è v e m e n t  s é q u e n t i e l

I  v "  d r é I i m i n a t i o n  I
I  p r é l è v e m e n t  e n  c o n t i n u  I

6 3 , 9

9 3 , 3

Q ?  I

9 0 , 3

7 6 ,  6

9L ,7

8 8

8 8 , 2

9 3

comparaison des rendements drépuration obtenus par trois
méthodes d'échantillonnage des eaux usées.

Les rendements d'épurat ion des paramètres MEST, turbidi té,

DCO et DB05 évalués selon les trois types de prélèvements sont très
proches et les di f férences absolues nrexcèdent pas 6,3 %.

Pour les paramètres coliformes thermorésistants et virus,

les résultats sont particuliers : dans le cas des coliformes thermo-

résistants, les préIèvements en continu donnent un rendement très
proche (93 %) de celui  obtenu par intégrat ion des résultats des préIè-

vements ponctuels (92,L %) ;  Ie résultat  obtenu avec les préIèvements

séquent iels est plus faible z 76,6 %.
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Dans le cas des virus, ce sont les prélèvements en cont inu

qui donnent un rendement plus faible (62,3 %) que ceux calcurés avec

les prélèvements séquentiers et ponctuels intégrés sur 24 heures
(earA % e t  84 ,3  % respec t ivement ) .

rl faut en fait accorder à ce tableau de comparaison une

importance relat ive. En effet ,  les di f férences constatées entre les

résultats des paramètres pour les trois types de préIèvements dreaux

usées brutes et d 'eaux usées trai tées se compensent dans Ie mei l leur

des cas, ou alors s 'ajoutent en accentuant les écarts.  par exempre,

pour le prélèvement en continu, la concentration virale dans les eaux

usées brutes est faible (LZ,ZS IJî9/L),  et  dans les eaux usées trai tées

e1Ie est la plus élevée des trois types de prélèvements (O,S Uf. ,p/ f  ) .
Par conséquent, le ca1cul du rendement avec ces valeurs donne un ren-

dement faible :  62,3 %.



III. DISCUSSION
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La discussion de nos résultats comportera deux parties dis-

t inctes :

- optimisation de la méthode de concentration sur poudre

de verue et de Ia quantification des virus,
- étude des flux de virus dans les eaux usées brutes et trai-

tées de la stat ion d'épurat ion de Nancy.

1. OPTIMTSATION DE LA I'MTHODE DE CONCENTRATION ST,R PoUDRE DE VERRE

ET DE tA QUANTIFICATION DES VTRUS

Avant I 'appl icat ion d'une méthode de concentrat ion des virus

à l 'étude des f lux de virus dans les eaux usées brutes et t rai tées

drune stat ion d'épurat ion, nous avons cherché à apprécier les condi-
t ions et les l imites drut i l isat ion de cet out i l  de travai l  en analy-
sant pr incipalement des eaux usées brutes.

En premier l ieu, les paramètres techniques relat i fs à ra
méthode de concentration ont été étudiés :

- quantité de poudre de verre,

-  v i tesse  de  passage de  1 'eau,

-  vo lume de 1 'échant i l lon ,

-  rendement  de  l 'é lu t ion ,

- rendement de la méthode de concentration,

-  reproduct ibi l i té de Ia méthode de concentrat ion.

Puis les problèmes inhérents à 1'analyse virologique des
eaux usées et à la mise en évidence des virus ont été abordés :

-  détoxicat ion des l iquides d'élut ion,
-  survie des virus dans les eaux usées et les l iquides d'élu-

t ion ,

- comparaison de deux méthodes de titrage des virus indigènes

dans les  l iqu ides  d 'é lu t ion .
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1.L. Quantité de poudre de verre

Dans nos essais, le paramètre quantité de poudre de veme

(tOO, 150 et 2OO g) nrest pas apparu comme un facteur détermina.rt.

Au contraire, LUCENA GUTIERREZ (fgZS) a déterminé une quantité optima-

Ie de 150 g de poudre de veme pour concentrer les virus à partir

d 'échant i l lons de 25 l i t res d'eaux usées trai tées. Pour cet auteur,

une quantité plus importante (250 g par exemple) de poudre de vere

offrirait sans doute un nombre de site d'adsorption prus important,

ma is  rendra i t  1 ré tape d 'é lu t ion  p lus  d i f f i c i le .

Sur Ie tableau 35 sont rassemblées les quantités de poudre

de verre utilisées pour différents types d'eaux par les auteurs em-

ployant cette méthode et i l  n 'apparaît  pas un rapport  quant i té de

poudre / volume filtré bien défini. Pour la concentration des eaux

usées brutes et t rai tées, nous avons choisi  de travai l ler avec

150 g de poudre de veme pour 2O l i t res, soi t  un rapport  de 7,5 g/L.
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1-.2. Vitesse ascensionnelle de lreau dans lrappareil

Les résultats de ces expérimentations sont assez hétérogènes

et i I  est assez surprenant drobserver qurune vi tesse ascensionnel le

de 1OO litres par heure donne des résultats au moins équivalents que

pour une vitesse de 50 litres par heure. En effet, à vitesse supérieu-

rê, I'eau passe plus rapidement au travers du filtre dynamique et

les chances dtadsorption des particules virales sur la poudre de verre

devraient être diminuées. rr doit en être de même pour les composés

et matières en suspension pouvant entrer en compétition avec les sites

dradsorpt ion des part icules virales. Dans ses essais,  LUCENA GUTIERREZ
(1979) peut travai l ler avec le même apparei l  à des débits de 80 l i t res

par heure, ainsi que HUGUES (fgef) qui peut atteindre 2OO litres par

heure rorsque lreau est peu chargée en matières en suspension.

La perte en poudre de verye à la vitesse de 1oo litres par

heure est négligeable en quantité, 2 à 3 % si les conditions opératoi-

res sont respectées, c 'est à dire évi ter le passage de bul les drair

en fin de manipulation.

1.3. Volume de l 'échant i l lon

cette fois encore, nos résultats n'apparaissent pas homogè-

nes. Néanmoins, dans certains cas, les volumes de 5 l i t res ou 10 l i -

tres d'eaux usées brutes et traitées peuvent être optimars pour la

détect ion des virus. LUCENA GUTIERREZ (fgzg) et HUGUES (fg8f)  ont

fait également ces observations et déterminent un volume optimal de

l-0 l i t res pour res eaux usées trai tées. Nous avons montré, drune part ,

gu'iI y avait adsorption et élution de différents icns et nxrlécr:tres sun h

poudre de verre ( fer,  chrome, cuivre, matières organiques) €t,  d 'autre

part' que les quantités retenues augmentaient lorsque le volume filtré

augmentait. De ra même façon, ra coloration de la poudre de verre

et Ia turbidi té des l iquides d'élut ion sont drautant plus prononcées

que le volume filtré a êtê important. Les bactéries sont aussi rete-

nues sur la poudre de verre et cela ne nous surprend pas puisque de
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précédents résultats avaient fait apparaître leurs possibilités d'ad-

sorption et élution sur des microfibres de verre(glm{ et ROLLAI'ID, 1-979)

fI reste à savoir si lrasorption de ces molécul-es (matières en suspen-

sion et bactér ies) se fai t  au détr iment des virus, comme lront soul i -

gné FARRAH et al (1976), décrivant r-EE concentraticn des acides humiques

sur des filtres adsorbant les virus. Les expérimentations de UIALLIS

et MELNICK (rcAZ) et SOBSEY et gl  (1973) ont mis en évidence l t inter-

férence des composés (organiques et anioniques) présents dans les

eaux usées avec lradsorpt ion des virus. Ltajout d ' ions aluminium à

la concentrat ion opt imale de s.to-4l l l  selon FARRAH et al  ( fszo),  FLOYD

et  a l  (1978) ,  WALLIS e t  SHARP (1972a,b ,c )  a  pour  bu t  de  l im i te r  I ' i n -

tefiérffcedes matières organiques sur I'adsorbant et également de favo-

riser lradsorption des virus en créant des liaisons entre les particu-

les virales et les charges de I 'adsorbant.

Cependant lraugmentation du volume d'un échantillon est envi-

sageable lorsque 1'on cherche à diminuer I 'hétérogénéité du mi l ieu.

Selon VILAGINES et al  (1979),  I 'adsorpt ion de cette méthode

à la concentrat ion drun volume de 5OO l i t res dreau de r iv ière permet

certes draugmenter le nombre d'échant i l lons posit i fs par rapport  à

I 'analyse virologique de L0 l i t res seulement,  mais dans Ia major i té

des essais,  la concentrat ion drun volume 50 fois supérieur ne mult i -

plie pas le titre viral trouvé par 50, mais seulenent par 31- dans

le mei l leur des cas.

ta disparité entre les résultats obtenus lors de nos expéri-

mentations quantité de poudre de verre, vitesse ascengionnelle et

volume de 1'échant i l lon, révèle l rexistence d'autres paramètres in-

fluençant I'adsorption et qui ne sont pas encore maîtrisés dans les

Iimites actuelles des conditions opératoires de cette méthode de con-

centration sur poudre de verre.

1-4- Efficacité de L!élution

L'étape d'éIut ion de cette méthode de concentrat ion pose

certains problèmes.
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En premier lieu, avec des eaux fortement chargées en matières

en suspension (eaux usées brutes), il se produit un colmatage de la
colonne de poudre de veme. Ce problème a êtê également constaté par

HUGUES (1981) .

En second l ieu, l réLut ion des virus de ra poudre de verre
nrest jamais totale. Nous avons montré que seulement 60 % des virus

indigènes sont présents dans la première fraction de 35 ml. En travail-

lant avec des eaux potables et des virus ajoutés, SCHWARTZBROD et
LUCENA-GUTIERREZ (L978) retrouvent 88 lo des virus dans Ia première

fraction de 25 ml, et SARRETTE et aI (fgZe) 96 % dans les premiers

25 ml. Nos résultats sugpièrent donc à nouveau lrinterférence des matiè-

res en suspensi.on et des molécules organiques lors de Ia mise en oeuvre

de cette technique d'élution de la poudre de verre.

Après passage au travers de la colonne de poudre de verre,

re pH du tampon d'érution varie de 9r5 à j.0,5 maximum selon 1es eaux

usées brutes ou traitées. Seloh METCALF et 31 (L974), le pH du liquide

d'érut ion doit  être supérieur à Lo,5 pour être assuré d,une érut ion

correcte des virus. Cela expl ique donc les faibles rendements de l 'é lu-

tion obtenus avec des eauK usées qui abaissent le pH des liquides

d'élution, phénomène observé dans une moindre mesure avec des eaux
potab les  ( . lone t  e t  a l ,  19goa) .

Enf in l rut i r isat ion d'un tampon grycine soude à pH 11,5 peut

entraîner a pr ior i  l r inact ivat ion de certaines souches viral-es. plu-

sieurs auteurs ont vér i f ié I ' importance de cette inact ivat ion. Ainsi

METCALF et al (tgZa) décrivent une faible inactivation du poliovirus 1_

à pH 11,5 en 10 minutes ;  JAKUBot/sKr et al  (rgzs) note au moins

50 % de perte du titre virar avec du poliovirus I en 3 minutes ; FoLr-

GUET et aI (L978) observent un abattement de 2 logarithmes en 3o minu-

tes pour le poliovirus L et en 40 minutes pour le virus Coxsackie 83.

Les Adénovirus de type SV 1l- et les Rotavirus sont eux aussi inactivés

en moj.ns de 5 minutes pour les pH supérieurs à LO (FIELDS et trlETCAtF,

Ts75 ;, JtrCOBtét SOBSEY; 19781 pâr ôôntré, r,ùcsNn-curjrRRgt (rgzg)
n'observe aucune inactivation virale du poliovirus l_ à ce même pH en

5 minutes.

Dans les condit ions normales, l rélut ion nrexcède pas 5 minu-

tes, sauf si la poudre de verre est querque peu cormatée. Mais nos

résultats montrent qurun tiquide d'élution peut rester 60 minutes à
pH 10,5 environ sans baisse de titre virar par rapport à un liquide

dr élut ion immédiatement neutral isé.
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1.5. Rendement de méttrode de concentration

de verre

La détermination drun rendement drune méthode de concentra-

tion en virologie des eaux s'effectue classiquement avec des ajouts

dosés. crest ce que nous avons réal isé, dans un premier temps, avec

des échantillons d'eaux usées brutes et traitées, et les rendements

moyens obtenus oht étc de 7,6 % et 54rg % respectivement. Les rende-

ments observés avec les eaux usées traitées sont comparables avec

ceu:K obtenus par scHwARTzBRoD et LUCENA-GUTTERREZ (197g), ainsi que

SARRETTE et al (1978). En ce qui concerne les eaux usées brutes, les

faibles rendements obtenus sont imputabres en grande partie à une

compétition dradsorption entre rrirus et composés des eaux usées au

niveau des si tes dtadsorpt ion sur ra poudre de verre. De plus, rrad-

sorption immédiate des virus sur les matières en suspension, ou leur

agrégat ion spontanée lors drajouts dosés l imite l t intérêt de cette

technique pour déterminer Le rendement.

Lrétude des concentrat ions successives d'un même échant i l lon

dreaux usées brutes et I 'appl icat ion d'une méthode de calcul  basée

sur Ia régression linéaire seules permettent drévaluer le rendement

de cette méthode de concentration avec des virus indigènes de L2 à

25 %, valeurs assez modestes. Par ai l leurs, pour les eaux usées bru-

tes, I ' inoculat ion directe s 'avère toujours mei l leure que la concen-

tration de vorumes de 5, Lo ou 20 litres et, comme ila montré scHwART&

BROD et aI (1979b),  i I  existe un facteur 10 entre i r inoculat ion direc-

te et la concentration sur poudre de verre.

L'étude de la reproduct ibi l i té de cette méthode de concen-

tration a fait apparaître des écarts maxima de 3,6 % entre les titres

viraux malgré l rhomogénéisat ion de I 'eau. Pour drautres méthodes de

concentration utilisant des medias filtrants, la reproductibilité

des conÇentrations serait meilleure et f]-uqtueraj-t dlun facteur 1,25
(JORET et al ,  198L).  Ces écarts importants rejoignent Irhétérogénéité

des résultats des essais poudre de verre, vitesse ascensionnelle et

volume de I'échantillon et confirment I'hypothèse de paramètres non

maî t r i sés .



1.6. Détoxication des liquides d'élution

Le rôle néfaste des composés organiques rors de l'étape de

concentration et drélution des virus de la poudre de verre a déjà

été discuté précédemment. Les composés adsorbés sur la poudre de verre

et élués avec le tampon glycine (métaux lourds, hydrocarbures*, déter-

gents*) provoquent des effets toxiques sur les tapis cellulaires.

ces effets toxiques ont déjà été mesurés pour les phénors par porrEN-

G E R  e t  a ]  ( 1 9 8 0 ) .

C'est un problème auquel on se heurte lors de

évidence des particules virares sur cuitures cellulaires,

auteurs en font état (leveneru et al, 1974 ; BURAS, LgT4 ; SCHMIDT

avec des

problèmes

e t  a l ,  1 9 7 8  ;  R A O ,  L 9 7 7 ) . En analyse de routine,

eaux usées non concentrées, notre laboratoire rencontre ces

pour  3  à5% des  échant i l lons  env i ron .

Pour tenter d 'él iminer,  au mieux de réduire ces effets toxi-

ques, différentes techniques peuvent être employées.

t'ajout de sérum foetal de veau a êtê proposé comme ayant

un effet protecteur des cellules (scnutot et 4, l_g7g ; KOTT et ar,

1 9 7 8 ) .

La di lut ion des échant i l lons permet d'at ténuer Ies effets

toxiques, mais si  l ron désire inoculer la total i té de l 'échant i l lon,

le nombre de flacons de cellules à inoculer augmente, ainsi que ltin-

tervalle de confiance de Ia numération.

La centrifugation des échantillons à inoculer est également

pratiquée par certains auteurs à différentes vitesses (nRo, Lgrz ;
FATTAL et .a1, L974) .

Le chloroforme nous est apparu intéressant à essayer en vertu

de son emploi en chimie organique et comme solvant drextraction des

molécures organiques et micropolruantes des eaux (WEBB, 1g7g).  De

prus, ra décontaminat ion des l iquides d'élut ion s 'ef fectue déjà au

chloroforme selon la technique de BURAS (tSZ+1, et ce solvant est

inact i f  à I 'encontre des entérovirus (r 'ElpuAt ' t t ' , t  et  WANG, 1961).

* Résultats non rapportés

L I 7 .

la mise en

et plusieurs
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Les résines Amberlite XAD 2 sont depuis quelques années très

employées dans le domaine de la recherche et analyses des molécules

organiques, micropolluants et composés toxiques (;ullx et aI, L974;

REES et AU, L979 ; UEMATZU, L979 ; BERKANE et al, 1977 ; CHENG, L977)

et leur aptitude à isoler ces molécules est importante. Le caractère

hydrophobe de ce type de résine polymérique nrayant a priori aucune

propriété d'adsorption vis à vis de recromolécules protéiniques teIles

que les virus, nous a permis d'envisager son emploi pour détoxifier

les l iquides d'élut ion. Des essais prél iminaires effectués avec une

souche de poliovirus tiyl. L.254 ont montré que Ia résine amberlite

XAD 2, prétraitée avec du Earle ou une solution de MEM à 2 % de sérum

de veau ne retenait pas les particules virales (résultats non rappor-

t é s ) .

Les expérimentations réalisées nous ont permis de classer

ces méthodes en fonction de leur faculté à détoxifier les liquides

dtélut ion vis à vis des cul tures cel lulaires d'une part ,  et  drautre

part, en fonction de la baisse du titre viral qurelles peuvent occa-

sionner.

Ainsi I'ajout de sérum foetal dans la proportion de 5 % ne

permet pas de réduire dans nos expérimentations l'effet toxique des

l iquides drélut ion. En fai t ,  le sérum foetal  ne peut avoir  un rôle

détoxifiant que si les molécules toxiques se conjuguent aux protéines

du sérum (albumine par exemple) ou si les ccmposants du sérum jouent

un rôIe d'écran protecteur sur 1e tapis cel lulaire.

Par contre, la di lut ion des l iquides d'élut ion au L/2, L/5

et L/LO selon les cas, permet d'él iminer I 'ef fet  toxique sur les tapis

cellulaires. Le passage sur résine XAD 2 réduit la toxicité de 50%

environ et i l  est probable que ses propriétés d'adsorpt ion ne sradres-

sent pas à tous les composés toxiques présents dans les liquides

d'élut ion (métaux lourds, sels toxiques).

La centrifugation pratiquée à LO 0OO g pendant 10 minutes

et Ia filtration sur membrane de porosité 0,45 pm permet une réduction

de toxici té de 7O %. Lreffet  détoxi f iant de ces deux techniques srex-

pl ique pr incipalement par 1'él iminat ion de part icules toxiques (corps

bactér ien.. .  )  en suspension dans les échant i l lons.
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Enf in,  l rextract ion par le chloroforme des l iquides d'éIut ion

permet 1?obtention d'inoculum très peu toxique. Récemment SIARCK et

al (fggf) ont montré Ia supériorité du fréon sur le chloroforme et

lréther pour la détoxication d'échantillons toxiques sans que cette

technique altère le titre viral de ces échantillons.

En ce qui concerne I'effet de ces méthodes sur le titre viral

.de lréchantillon, la firtration sur membrane entraîne une perte de

34 % à 93 % du titre en virus indigènes, malgré lrutil isation de mem-

brane en acétate de cellulose prétraitée. Le passage sur résine XAD2

engendre une perte de L0 à 40 % des virus selon les essais et la dilu-

t ion. Par contre, la centr i fugat ion et l rextract ion au chloroforme,

non seulement ntentraînent pas de perte de virus, mais encore permet-

tent drobtenir un titre viral plus élevé que re témoin non traité

lui-même.

Même si ces deux dernières méthodes semblent être les plus

sat isfaisantes pour détoxi f ier des l iquides drélut ion toxiques, nous

ne pouvons dégager I'Ia meilleure technique de détoxication'r, dans

la mesure où les méthodes exposées peuvent être efficaces chacune

vis à vis drun type de toxici té et sont donc, dans ce cas, complémen-

taires les unes des autres.

1.7. Survie des vims

La survie des virus dans les échantillons dteaux ou les ti-

quides drélution est une préoccupation permanente pour les laboratoi-

res de virologie dans Ia mesure où iI existe un dél-ai de quelques

heures entre Ia prise des échantillons et leur inoculation sur cultu-

res cer luraires. 11 peut s 'agir  du transport  des échant i l lons, de

I'organisation et emploi du temps du laboratoire et enfin de la dispo-

nibi l i té des cul tures cel lulaires.

Beaucoup de facteurs affectent Ia survie des virus : facteur

physique tout drabord tel  que la lumière, la température, la physico-

chimie du mil ieu de conservat ion, et  les phénomènes dragrégat ion et

dradsorpt ion. Puis les facteurs biot iques :  act iv i tés biologiques

du mil ieu (bactér ies, enzymes) et les di f férents types de virus.
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. Dans nos expérimentations, nous nous sommes intéressés au

facteur température qui joue un rôle déterminant. Nous avons montré

en premier lieu que dans les eaux usées brutes et traitées, stockées

à + AoC pendant trois jours, i l  n 'apparaissait  pas d' inact ivat ion

des virus ajoutés. CLARKE et al  (1964) et BERG et al  ( fgOZ) ont déjà

montré la survie de plusieurs souches virales (poliovirus, virus

ECHO 7, ECHO 12, Coxsackie A9) dans des eaur< d'égouts. La conservation

de nos liquides d'élution à + 4oC est sans problème pendant au moins

une semaine. Au delà le t i t re viral  commence à chuter.  D'ai l leurs

JORET et aI (1981a) ont montré récemment quren présence d'une solution

d'extrai t  de boeuf à 3 % gH 7,5 la survie des virus adsorbés sur des

filtres en microfibres de verre pendant 24 heures à température ordi-

naire, plus 24 heures à + 4oC, étai t  équivalente à Ia survie des virus

concentrés sur filtres dans les mêmes conditions et congelés à - 26oC.

Cependant,  les résultats présentés par RAO et al  ( tgZZ) inci-

tent à la prudence puisque ces auteurs observent une perte de 25 à

40 % de virus indigènes dans des eaux usées brutes en 48 h de stockage

à + 8oC. Par contre, pour des l iquides d'élut ion en extrai t  de boeuf

3 %, ils nrobservent aucune variation des titres en 7 jours de stocka-

ge à + 8oC tandis qurà une température ordinaire, Ie titre viral chute.

SIGEL et al  ( fgZO) ont montré 1'excel lente survie du pol iovirus L

dans les matières fécales conservé à - 2OoC et + 4oC pendant 28 jours'

alors qu'à température ordinaire'  le t i t re chute en 7 jours.

11 a êtê démontré que la présence de matières organiques

dans les eaux d'estuaire et de sédiments était un facteur déterminant

pour la survie des virus (CLARKE et aI, l-956 ; METCALF et STYLES'

L967 ; SMITH et GERBA, l-978 ; LABELLE et GERBA, 198Oa,b) et on peut

penser qurun effet similaire survient pour les eaux usées et les Ii-

quides d'élution. Cependant la présence de détergent et drammoniaque

a êté démontrée néfaste à la survie des entérovirus et des rotavirus

(WARD et ASHLEY, L978).

D'après nos expérimentat ions, Ia congélat ion des l iquides

d'élut ion ne const i tue pas une solut ion idéaLe après 4 semaines, Ie

titre viral diminuant de 50 % environ, et après 3 mois, le titre viral

ayant chuté drun logarithme. Des observations similaires ont été rela-

tées par LUND (tgZg) sur Ie stockage des échant i l lons à 260C.

L'ajout de milieux de culture MEM avec une concentration finaLe de 2 %

de sérum foetal de veau nra pas améIioré la survie des virus dans
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nos  l iqu ides  d 'é lu t ion  s tockés  à  26oC.  VOS e t  KAALEN ( fgOS) ,  c i -

tés par MERYMAN (L966) -lors drinvestigations sur les agents cryopro-

protecteurs de cellules trcuvent une faible protection avec ajout de sérum.

Les expérimentations de RIGHTSEL (rapporté par GREIFF et aI, l-966)

soul ignent I ' importance des basses températures (ae - 7OoC à - l -97oC)

pour la survie des stocks de virus sans baisse de titre pendant 6

mois au moins. Pour cet auteur,  l r inact ivat ion des part icules virales

est engendrée par des modifications physiques associées à des altéra-

tions de la structure cristalline des protéines virales, ainsi que des

modifications chimiques dues à la concentration des solutés produits

par la congélat ion. En part icul ier pour les virus à ARN, EIGNER et

aI (rapporté par GREIFF et al ,  1966) ont évalué le temps de demi-vie

de molécules drARN à 2l-  jours à + 5oC. Sur Ia base de cette réact ion,

et en vertu de l 'énergie thermique du système, à zOoC, le temps

de demi-vie serai t  de I77 jours et à 18OoC de 340 OOO jours. En

fai t ,  la présence de solutés et autres molécules chimiques accélèrent

Ies réact ions d' inact ivat ion. 11 serai t  donc ut i le d'ajouter au l iqui-

de dtélution avant stockage des agents cryoprotecteurs tels que Ie

glycéroI, ciimethylsulfoxide (DMSo) (asnwooo et sMITH, l-961- ; GREIFF et

MYERS, 1961-) et  Ie rrPPA'r (Parker Davis Addit ive) :  lactobionate de

cal-cium et sérum albumine humaine (Cnnff f  et  al ,  L964).

1.8. Comparaison de deux méthodes de titrage

Les études comparatives effectuées entre deux méthodes de numéra-

tion (la méthode des plages et ta méthode du nombre Ie plus probable)

ont montré Ia faible différence existant entre les résultats de I'une

et I 'autre méthode, tout au moins pour les l iquides d'élut ion ayant

un t i t re viral  peu élevé (f  a Ze NPPUC/mI).

Le choix pour l rune ou I 'autre méthode est déI icat,  d 'autant plus

qu'el les peuvent être considérées complémentaires sur le plan de I ' ise

lement des virus et de Ia confirmation des effets cytopathiques. Lors-

que I 'analyse virologique des l iquides d'élut ion par la méthode des

plages se révèle di f f ic i le pour des raisons de toxici té,  Ia méthode

drinoculat ion en mil ieu l iquide a été choisie.  Mais nous devons soul i -

gner que I 'emploi  de cette technique est peu sat isfaisante sur le

plan statistique lorsque, pour des raisons pratiques, un faible nombre

d' inoculum est ut i l isé par di lut ion, infér ieur à L0 par exemple. Dans

ce cas, les résultats sont encadrés avec un intervalle de confiance
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très large interdisant toute comparaison entre les résultats. Récem-

ment HUGUES (fggf) a proposé une nouvelle utilisation de la méthode

du nombre le plus probable qui permet drobtenir des résultats encadrés

drun interval le de conf iance excel lent.

La méthode de numération des virus en plage présente eIle

aussi certains inconvénients qui sont, drune part, la nécessité de

maintenir en vie le tapis cellulaire pendant au moins 2 à 3 semaines

pour la mise en évidence des ECHO et des Réovirus, et  d 'autre pæt,

Ie risque de destruction des tapis cellulaires par effets toxiques

et I'apparition de fausses plages dues à des particules toxiques sur

le tapis cel lulaire.

D'après LEoNG et al  (rgZA) et FOURNIER et al  (1978) 40 à

70 % des plages poumaient être dues à des effets toxiques locaux

sur les cultures cellulaires. Le clonage et le repiquage que nous

avons effectués sur 140 plages de virus indigènes confirment les rê-

sultats de ces auteurs puisque seulement 65 % des plages clonées ont

donné un effet cytopathogène positif sur le même système cel-lulaire en

tubes. Et toute manière et quelque soit la méthode de numération

choisie,  l rut i l isat ion drun seul système cel lulaire,  et  en part icul ier

en lignée continue, constitue un facteur limitant pour la mise en

évidence d'un large spectre de virus entér iques (GRABOW et al ,  1980 i

BRISOU et DENIS, 1,980 ; LAVERAN et al , L974).

2. ETT'DE DES FLUX DE VIRUS DANS LES EAUX USEES BRUTES ET TRAITEES

DE LA STATION DIEPURATION DE NANCY

Apprécier les concentrations virales dans les eaux usées,

à l rentrée et en sort ie drune stat ion drépurat ion, nécessite de déga-

ger une stratégie de prélèvement de telle manière que les résultats

puissent représenter au mieux Ia réalité des flux quotidiens de pol-

luants

Pour échantillonner dans le mil-ieu environnement, quatre

niveaux d'intervention peuvent être envisagés :

1. Homogénéité ou hétérogénéité drun échantillon ponctuel,

2. Variations instantanées des concentrations virales en

un temps donné,

3. Variations horaires des concentrations virales,

4. Variations mensuelles ou saisonnières des concentrations

v i ra les .
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Dans ce travail, seuls les trois premiers points ont êtê

abordés.

2.1. Homogénéité ou hétérogénéité drr:n prélèvenent poncùre1

Les essais réalisés dans ce travail sur un échantillon préa-

lablement homogénéisé ont montré que les résultats des analyses physi-

co-chimiques, bactériologiques et virologiques des fractions prélevées

étaient proches lorsque Ie mélange semblait, intuitivement ou a priori

correctement réal isé ( fs minutes à I 'a ide d'une pompe). Les écarts

à la moyenne sont au maximum de 5 14 % pour la turbidité et les germes

totaux, êt les titres viraux des fractions ne diffèrent pas entre

eux compte tenu de f intervalle de confiance de la méthode de numé-

rat ion.

Ce type d'homogénéisation semble donc être satisfaisant puis-

eu€, même à I 'échel le de 2OO l i t res d'eaux usées avec une homogénéisa-

tion d'une demi-heure par pompe, les résultats des analyses physico-

chimiques, bactériologiques et virologiques effectuées sur trois

échantillons par JORET et al (198Lb) ont montré des écarts de I'ordre

de L0 % maximum pour Ies mesures physico-chimiques MEST et DCO. Ces

écarts atteignent environ L2 % pour les virus, et 10 à 20 % pour les

numérations de coliformes et streptocoques fécaux. Pour ces dernières

analyses, le faible volume analysé et le nombre de dilutions nécessai-

res pour obtenir Ces résultats comptables, sont responsables des

écarts importants entre les échantillons.

2.2. Yariation instantanée des concentrations

La notion dréchantillons pris simultanément dans un milieu

non statique peut soulever de nombreux problèmes quant à sa représen-

tat iv i té,  compte tenu du fai t  qu'à quelques minutes dr interval le,

les concentrations virales, entre autres, peuvent varier énormément.

Des études préalables sur eaux de rivière (VILAGINES et a!, 1-979)

ont montré la grande hétérogénéité du milieu, aussi bien pour les

petits échantillons que pour les grands échantillons.
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Nos propres résultats (aix échantillons préievés dans une

lame d'eau usée à débit constant) ont montré une relative variation

d'un échant i l lon à I 'autre, d 'un facteur L,6 sur 1es mesures de turbi-

dité ainsi que sur les numérations virales (non significative dans

ce cas, le t i t rage étant réal isé par la méthode du NPP). I l  faut gar-

der à I 'espri t  cet aspect négat i f  d 'un échant i l lonnage instantané

pour I 'appréciat ion des var iat ions horaires. En tout cas, s i  nos ré-

sultats laissent apparaître des titres virologiques égaux à O ou net-

tement supérieurs à O, sans doute du fait des concentrations virales

dans les eaux usées très faibles, on peut dire que, dans une eau usée

et dans un temps court, les variations instantanées sont faibles et

n'ont r ien de comparable à cel les observées sur r iv ières ;  par exemple

variation de O à 283 UFP/L dans des échantillons de 20 litres prélevés

à 2  minu tes  d ' in te rva l le  sur  Ia  Mose l le  (eLOCr  e t  a l ,  1978) .

Une des raisons possibles de cette homogénéité relat ive sur

10 minutes des eaux usées brutes est leur mélange dans les collecteurs

déjà, puis dans l 'ouvrage de pr ise de 1a stat ion, et  le bac de relève-

ment  des  v is  d rArch imède.

2.3. Variations horaires

Nous discuterons nos résultats selon 1'ordre suivant

- Variations horaires dans les eaux usées brutes,

-  Variat ions horaires dans les eaux usées trai tées,

-  Exploi tat ion des résultats -  Rendement d'épurat ion,

-  Comparaison des types d'échant i l lonnages réal isés.

2.3.L. Variat ions horaires dans ies eaux usées brutes

L'enregistrement des débits d'eau usée passée sur la stat ion

drépuration de Nancy pendant une période de 24 heures a permis de

montrer que cette station a reçu L46 1OO mr d'eaux usées brutes à

trai ter.  Si  I 'on est ime que 25 % des eaux usées sont d 'or igine indus-

trielle et que 256 OOO habitants sont branchés sur le réseau, chaque

habitant contr ibue à apporter 42L l i t res d'eaux usées par jour.  Ces

chif f res se rappnochent de ceux ci tés par SUBRAHMANYAN (tSlZ' \ ,  soi t

60O l i t res dreaux usées par jour dans une région nord-américaine.
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Ces re- iets d'eaux usées ne s 'ef fectuent pas drune manière

constante au cours des 24 heures et les débits enregistrés à Ia sta-

t ion d'épurat ion au cours de ces 24 heures passent de L,2 n3/s à une

heure du matin au minimum à 2,14 m3 /s à 2 heures ciu matin (maximum),

avec 4 pics pr incipaux sur la période de 24 heures à f2 h, à l -5 h,

entre 20 et 2L h, et  enf in le pic Ie plus faible à 3 h du matin.

Ces observat ions sont gênérales et l -a posit ion des pics

débit  dépend à 1a fois de la tai l le des communautés urbaines, de

concept ion et de Ia longueur du réseau d'assainissernent.

.Ainsi ,  BOUTIN et TORRE (L979b) observent également trois

pointes de débit  sur la journée, Ia plus importante entre 10 et 12h'

puis vers 16 h et 20 h, et cela pour une petite communauté rurale

( ooo trauitants ) .

En ce qui concerne les rnesures physico-chimiques et microbio-

lcgiques, de La mêrne manière, des var iat ions de concentrat ion, et

surtout des f lux, sont observées journel lement dans les eaux usées

brutes. Globalement, 50 % des charges polluantes sont reçues par la

stat ion entre 6 h et L4 h, et  c€r en accord avec les observat ions

de MAC COY (fgZt) travaillant en Grande Bretagne sur des commr:nautés

urbaines importantes. 11 faub soul igner comme nous I 'avions déjà observé

sur la figure fL-rx entrée que ces charges de pollution arrivent en 2 vagues

principales, l rune entre 10 h et 12 h en conjonct ion avec la pointe

de débit ,  I rautre entre 22 h et 24 h, survenant cette fois malgré

un débit  minimum des earxK usées. Ce qui contredit  les observat ions

de BOUTIN et TORRE (1979b) pour lequel I teau est ut i l isée comme f luide

porteur des déchets et consommée d'autant plus qlte la quantité de

déchets à éI iminer est importante.

Au cours de cette journée d'étude, 1es caractér ist iques phy-

sico-chimiques et microbiologiques moyennes des eaux usées brutes

obtenues par intégration sur 24 heures des résultats des échantillons

ponctuels sont rassemblées ci-après :

de

1a

pH

DBO-
c

DCO

MEST

Coliformes fécaux

Virus

' 7 4

LzL ng/t

266 ne/L

1o9 ne/t

l - . l -c8 / t

15 ,8  UFP/ I
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Ces mesures physico-chimiques sont caractéristiques d'une
eau usée urbaine et le rapport DCO / OnO. de 2r2 témoigne drune bonne
biodégradabilité des eaux usées.

Par contre, les concentrations de microorganismes peuvent
présenter certaines différences par rapport à celres observées par
drautres, aussi  bien pour les col i formes fécaux (Tabreau 36) que pour
les  v i rus  (Tab leau 37) .

Auteu rs Concen t ra t i on  de  co l i f o rmes  fécaux  I

l lac Coy

Berg  e t  t { e t ca l f

B o u t i n  e t  a I

B o u t i n  e t  I o r r e

Hugues

( rszr  )

(  1s7B)

(  t s zoa ;

( r e7eb )

(  rgsr  )

1 ' 8  -

0 , 1 g  -
r n l  ( s a i s o n  h u m i d e )
rn l  (  sa i son  chaude  )

3 8  0 0 0  -  4 , 6 . t 0 6 / t O O  r n l  ( a u t o m n e )

+ .  t o7 l r oo  m i

1  -  30 . to6 / too  mt

g , g . t o 7 / t O O  m l  ( C a g n e s  s u r  i l e r )
3 , 4 . 1 0 / / 1 0 0  m l  ( C a n n e s )

1 8 . 1 0 6 / 1 o o
4 0 . 1 0 6 / 1 o o

TABLEAU 36 : Concentration de coliformes fécar:x dans
les eaux usées bmtes.

Les méthodes de t i t rage et d ' ident i f icat ion des col i formes
fécaux dans le milieu hydrique sont suffisamment standardisées et
appliquées dans lrensemble des laboratoires pour que des résultats
puissent être comparés sans que les méthodes soient mises en cause.
Les différences observées entre les résultats des auteurs sont sans
doute imputables au:K phénomènes de dilutions des eaux usées (quantité

dreau pour transporter les déchets, eaux parasites dans 1es réseaux
drassainissement,  eau:K industr iel les) et aux di f férences entre l_es
heures de prélèvements.

Cependant Itimportance des matières en

telles analyses, leur. présence dans une dilution

une modification importante du taux de bactéries.

suspension dans de

ou non entraînent



Nos résultats restent voisins de ceux présentés

rents auteursr cê qui n'est pas étonnant, étant donné

normale et constante des coliformes fécaux, bactéries

des intest ins chez I 'homme.

Auteu rs C o n c e n t r a t i c n s  v i r a l e s

L 2 7 .

par diffé-

I texcré t ion

commensales

K e I I y  e t  S a n d e r s o n

Ke l I y  e t  Sande rson

C I a r k e  e t  a I

C h i n  e t  a l

t { a l I i s  e t  l t l e l n i ck

l i i nd le - Iay lo r

S h u v a l  e t  a I

B e r g

Rao  e t  a l

B e r g

L u n d  e t  R o n n e

Buras

N u p e n  e t  a I

Bu ras

F a t t a I  e t  K a t z e n e l s o n

Rao  e t  a I

S e l n a  e t  l { i e I e

Berg  e t  t i e t ca l f

( tsoo)

( re6o)

(  t goq )

( t goz )

(  tsoz)

(  t goa )

(  1e6e)

( t sz t )

( 1e i2 )

(  1 9 7 3 a )

(  tszs)

(  1e74)

(  t gzq )

( t szo)

(  rgzo)

(  tgz r )

(  re77)

(  1 e 7 8 )

2  -  44  UFP/100 mI

200 - 300 EcP 50/ l

7  000 UFP/ I

2  000 -  5  000 UFP/ I

1 6  -  1 8 s  U F P / 1

2 8  - 1 8 0 0 i U F P / I 1

9 1  - l T t t U F P | I

260 UFPi I

3  1 s 0  U F P / 1  ( é r é )
1 1  5 7 5  U F P / I  ( h i v e r )

3 1  -  1 0 6  U F P / I

1 0  T C I P  5 0 / m l

1 000 - 80 000 UFP/I

1oo oo0 uFPi l

600 -  49  2oo UFP/ I

2 2 0 - 3 1 8 0 U F P / I

2  900 UFP/ I

7 , 9 . 1 0 4  u F P / t

1 6  -  5 4  U F P / I

TABLEAU 37 : Concentrations virales dans les eanrx usées bnrtes.
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F u j i o k a  e t  L o h

Hugues  . t  g I

Sa t ta r  e t  l i es twood

Schya r t zb rod  e t  a l

Hugues  e t  a l

K a t z e n e l s o n  e t  K e d m i

Paymen t  e t  a l

Hugues

(  1e78)

(  t gze )

(  rsze)

(  1e7e )

(  t gzg )

(  reTe)

(  1e7s)

( l eB r  )

2 7  -  L 9  0 0 0  U F P / I

1  -  86  UFP/ I

1 000 ur / t

3 8 - 4 6 0 0 i l P P U C / I

1  -  5 4 , 1  N P P U C / 1  ( r u i c e )

7 9 - 8 5 8 0 U F P / I

2  -  3 1  U F P / I

6 , 1  -  i 3 2  N P P U C / t  ( C a g n e s / t { e r )
80  -  2  000  NPPUC/ I  (Cannes )

ÎABLEAU 37 : concentrations virares dans les eaux usées
Guitd- brutes.

Par contre, les virus sont des microorgani-smes qui sont ex-

crétés a pr ior i  par quelques individus malades ou porteurs sains,

ce qui peut expliquer une grande diversité des concentrations virales

retrouvées. En effet  le taux d' isolement des virus dans les feces des

individus drune communauté est de 2 à 4 % seron cooNc et al  (rg7z),  et

de l_ à 20 % selon CLIVER (communication personnelle). La présence corE;_
tante de virus dans res eaux usées a êtê soulignée par de nombreux
auteurs (cHrN et q!_, 1967 ; LUND et HEDSTROM, 1969b ; BERG, Lg73).

A cette cl iversi té géographique et ethnologique vient s 'ajou-

ter la variété des méthodes de concentration ainsi que les techniques

de mise en évidence sur cul tures cel lulaires qui l imitent I 'object iv i-

té et interdit pratiquement toute comparaison.

Les var iat ions journal ières de charges pol luantes ref lètent

les schémas de défécat ion et les habitudes de vie quot idienne de la

communauté, selon les données bibl iographiques (fafn et â1, 196g;,
MAC CoY, L97L).

Les corrélations entre les flux des paramètres physico-chimi-

ques (DnO , DCO, MEST) et les col i formes fécaux apparaissent normales

puisque avec un réseau drassainissement à temps de séjour court

Q h 30 au maximum), les di f férents paramètres ci tés ci-dessus ne

peuvent certainement guère évoluer.
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Par contre, la présence constante de virus bien corréIée

avec les autres paramètres semble moins évidente, drautant plus que

MARZOUK et al (fggO) n'ont pas mis en évidence de corrélation entre

virus et coliformes fécaux dans des eaLuK polluées en Israël, tout

comme HUGUES (1981) pour les eaux usées brutes de Cannes. Cette comé-

lation entre les virus et les autres paramètres peut cependant s'ex-

pliquer par le fait que dans une population donnée, un pourcentage

caractér ist ique d' individus excrète des virus dans les feces.

A partir de nos résultats et des données bibliographiques

rassemblées ci-après, nous proposons un calcul arbitraire permettant

de rapporter la quantité de coliformes fécaux et de virus excrétée

par habitant.

Quant i té d'ur ines excrétée par jour

Quantité de fécès

Coliformes fécaux / g fdcès

Virus / g fécès

1400 mI selon ELIOT et RO-

IjJE ( r_971 )

100 g selon MAC COY (1971)
' 7 0

LO' -LO" /e selon GETDREICH

( 1e78 )/,
l-O' selon GELDREICH (1-978)

Habitantsraccordés sur Ia stat ion d'épurat ion 256 0OO

Volume total passé sur la station 146 096 m3l j

Si  l ron considère les chi f f res rapportés par GELDREICH (L978)
, 9 , \
à savoir 10- coliformes fécaux par gramme de feces, la quantité quoti-

dienne de col i formes fécaux rejetée est drenviron 1011 par jour et

par habitant.

La quantité totale de coliformes fécaux reçue sur 1a station

en 24 heures est de L,46.t016 75our (compte tenu de nos numérat ions

et des volumes dreaux usées brutes reçus en 24 heures).  Un calcul

théorique peut nous amener à estimer Ia population excrétrice à envi-
1 . 4 6 . 1 0 1 6  5

ron-- = L,46.10-,  soi t  146 000 individus, ce qui est infér ieur
t_.  t  o--

à la réal i té de 43 %.

Le même raisonnement effectué pour les virus nous amène à

évaluer la populat ion excrétr ice '  2 '19' lô9 = 2,L9 individus.
10e

Ce résultat ,  extrêmement surprenant,  ne peut à 1révidence

refléter le niveau de contamination virale de la population nancéien-
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ne. I1 est sans aucun doute très largement sous-estimé en raison,
drune part, drun mauvais rendement de la méthode de concentration
(ae  L2  à  25  %)  € t ,  d rau t re  par t ,  de  l ru t i r i sa t ion  d 'un  seur  sys tème
cellulaire pour la mise en évidence des virus.

Les concentrations virales dans les eaux usées ne sont pas

constantes, et des variations sont obser.rées tout au long de lrannée.
11 ressort de certaines investigations de plusieurs auteurs que les
concentrations les plus basses surviennent en hiver et 1es plus fortes
d'Avrir  à septembre. ceci  est en fai t  l ié à l 'épidémiologie au sens
large des virus dans les populations.

Au cours de cette étude sur 24 heures, et mal_gré les faibles
concentrations virales trouvées dans les eaux usées brutes, nous avons
observé des var iat ions importantes de concentrat ions virales tel les
que deux pics majeurs peuvent être définis sans ambiguité, le premier

survenant entre l-O h et L2 h du matin en parfaite corrélation avec
les coliformes fécaux et les paramètres physico-chimiques, le second,
plus faibre en concentration que le premier, mais plus élevé en flux
apparaissant à minuit .  A notre connaissance, peu drétudes simi laires
ont êtê réal isées pour les virus des eaux usées. RAo et al  (æzz)

ont réalisé trois expérimentations sur les eaux usées brutes en Inde,
à di f férentes périodes de I 'année (Novembre, Mars et Avr i l ) .  Les va-
riations observées par ces auteurs pour ces trois expérimentations
peuvent se résumer en deux maxima de concentration virale sur 24 heu-
res :  le premier,  le plus important,  entre g h et L2 h, et  le second
entre 18 h et 22 h. HUGUES (tgef) ,  dans les eaux usées brutes de Can_
nes' trouve les pics de contamination virale dans les tranches horai-
res de 12 - 1-6 h et 18 -  20 h; RUITER et FUJIoKA ( l -978) déterminent
égarement deux pics entre 11 h et 1.4 h, et 20 h - 23 h dans les eaux
usées d'  Hono1ulu. Les invest igat ions de SAFFERMAN et MoRRIS (1976)

effectuées sur les concentrations virales dfun effluent primaire

c'est à dire après sédimentat ion pr imaire) font également apparaître
deux pics de concentrations virales à j_g h et à 2 h du matin. ces
résultats, décalés dans le temps drune durée correspondant au temps
de décantation primaire s'apparentent à nos observations sur les eaux
usées brutes.
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Récemment IRVING et SlitITH ( f sgf ) ont montré aussi les varia-

tions similaires de concentrations virales dans les eaux usées de

Melbourne pour les Entérovirus, les Adénovirus et les Réovirus, avec

cette fois }es maxima situés à minuit et les minima à midi.

Les di f férences de posit ion des pics pouvant exister d 'un

auteur à I'autre sont enfait imputabres en partie à ta taille des

communautés urbaines et surtout à la disposition et la longueur du

réseau drainant les eaux usées vers la station de traitement.

Les variations de concentrations virales dans les eaux usées

brutes apparaissent donc bien définies sur 24 heures, avec deux prin-

cipaux, et cela, quelgue soit le lieu géographique et ra période de

I 'année. En ce qui concerne nos résultats,  les var iat ions de concen-

trations virales observées sur 24 heures d'expérimentation sont rigou-

reusement calquées sur les variations de coliformes fécaux. Les con-

centrations maximaLes de virus surviennent donc, dans les eaux usées

brutes, aux I 'pointes fécalesrr déf inies par BourrN et ar ( tgzg) pour

les bactér ies fécales.

2.3.2. Variat ions horaires dans les eaux usées trai tées

Les caractéristiques moyennes des eaux traitées obtenues

par intégration sur 24 heures des résultats des échantillons ponctuels

sont rassemblées ci-après :

7 , 3 5

13 ne/L

47 ne/t

40,5 ng/L

8 , 5 . 1 0 6  / 1

2,7 IJFP/I

Les résultats moyens sur 24 heures des analyses physico-

chimiques de lreau trai tée rendent compte d'un bon fonct ionnement

de la stat ion pour l 'é l iminat ion de Ia DBO' et de la DCo. si  ces deux

mesures sont en accord avec l-es résultats obtenus par l 'Institut de

Recherches Hydrologiques lors des birans annuels ( tgzz, Lgrg, !979,

1'980) et sont conformes aux normes de rejets (circulaire du 10 Juin

1976 relat ive à 1'assainissement des agglomérat ions et à la protect ion

pH

DBO-
3

DCO

MEST

Coliformes fécaux

Virus
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sanitaire du mi l ieu récepteur ;  J.O. du 21 Août t976, p. 4256),  PâP

contre, le résultat des MEST révèle un taux supérieur à Ia norme de

rejet (qui est de 30 ng/L). Cependant ce résultat ne provient pas

d'un échantillon composé sur 24 heures comme cela doit être, mais

d'une 'rmoyenne de résuttatst', ce qui explique peut-être cette diffé-

rence. La teneur en NIEST de I'eau usée traitée est par contre sujette

à des variations importantes et aléatoires, non liées aux variations

de concentrat ion des MEST dans I 'eau usée brute. Ainsi ,  Ies var iat ions

de débit, donc de temps de rétention sur les décanteurs, les turbulen-

ces provoquées par les forces d'inertie ou les différences de densi-

tés, I' influence du vent sur les bassins ouverts engendrent trne dimi-

nut ion de I 'ef f icaci té de la décantat ion secondaire (CRO\dTHER et al ' ,

1 _ 9 8 0 ) .

Les variations de certains paramètres physico-chimiques

(nSO- ,  DCO, turbidi té,  pH, résist iv i té) sont relat ivement faibles
c

au cours des 24 heures malgré les fluctuations importantes des concen-

trat ions à I 'entrée.

Comme pour les études décri tes par BOUTIN et aI .  (1979a)

sur plusieurs stations d'épuration urbaines, nous observons un lissage

des caractér ist iques physico-chimiques de I 'ef f luent en sort ie de

stat ion d'épurat ion, mais pour les col i formes fécaux et les virus,

apparaÎt  encore ia "pointe fécalerr,  étalée dans Ie temps et décalée.

Les tableaux 38 et 39 présentent 1es concentrations de coli-

formes fécaux et de virus dans les eaux traitées rapportées par diffé-

rents auteurs. Comme nous l'avons déjà discuté précédemment, ces don-

nées bibl iographiques n'ont qu'un intérêt relat i f  étant donné les

nombreux facteurs pouvant affecter ces résultats (nombre d'habitants

sur Ia communauté, débit, eau:K industrielles, eauK parasites, longueur

et type de réseau d'assainissement).

De p1us, et contrairement aux paramètres physico-chimiques'

dans lreau trai tée, les paramètres microbiologiques, col i formes fécaux

et virus, montrent des variations importantes de concentration comme

dans les earDc usées brutes. Mais iI n'apparaît cette fois pour ces

paramètres qu'un seul pic majeur sur 24 heures dont Ie maximum appa-

raît  vers LB h. Un second pic plus faibles apparaît  à minuit .  I l  exis-

te environ un facteur 1O entre les concentrations minimales et maxima-

Ies de ces paramètres'  comme dans I 'eau usée brute dtai l leurs.



133 .

Aut e urs

l lac Coy

F l u e g g e  e t

Bou t i n  e t  a I

3!

(  t s i t l

(  1e78 )

(  rszsa)

I
I  Concen t ra t i on  de  co l i f o rmes  fécaux

1 , B . 1 o B  -  5 , 5 . 1 0 9 / l

1 , g . 1 o 5  -  6 , 9 . 1 o 6 / I

3 , 2 . f i 7  l r
r-- l

TABLEAU 38 : Concentration de coliformes fécaun dans
les eaux usées traitées.

De telles variations de concentrations virales ont déjà été

observées par FLUEGGE g! al (1978) dans une eau traitée d'une station

d'épurat ion de I 'ohio (USA)'  avec également un facteur 10 environ

entre les concentrations minimales et maximales. A Ia suite de deux

investigations en Décembre L976 et Juin 1977, ces auteurs ont montré

I 'existence drun pic majeur de concentrat ions virales (Ort UFP/I)

entre 2 h et 4 h du matin. Sur le reste des 24 heures' une légère

augmentat ion du t i t re viral  (O,OZ6 UFP/L) apparaÎt  vers L5 h ou vers

L8 h sur les graphes présentés par ces auteurs. Contrairement à ce

que nous pensons, ces auteurs nrattribuent pas ces variations à celles

observables dans les eaux usées brutes durant Ia même période, et

proposent un effet  d ' inact ivat ion des virus par les U.V. solaires

durant Ie jour. Dans les eau:K traitées de la station de Cagnes sur

Mer, HUGUES (fggf)  met en évidence un seul pic de pol lut ion virale

entre L4 h et L6 h, et  à Ia stat ion de Cannes, trois pics dans les

tranches horaires suivantes : L2 h L4 h, l-6 h 18 h et 22 h -

24 h. Nous ne pouvons engager la comparaison de nos résultats avec

ceux de ces auteurs puisque ce type de résultats dépend directement

du temps de rétention des eaux usées sur la station d'épuration et

du fonctionnement des stations de traitement.

Les calculs de corrélation effectués entre les flux des para-

mètres analysés dans I 'eau trai tée révèlent peu de l ia isons signi f ica-

t ives. A soul igner,  d 'une part  les corrélat ions posit ives entre col i -

formes fécaux et DBO/DCO, ainsi  qu'entre virus et DBO/DCO' et v irus

et col i formes fécaux très fortement corrélés et,  drautre part ,  les

corrélat ions négat ives entre virus et résist iv i té.
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A u t e u r s

K e I I y  e t  S a n d e r s o n

t . tack et  a l

L N I N

G r a b o w

t l a l h e r b e  e t  S t r i c k l a n d -
C h o l m e y

l r i i nd le - Iay lo r

G r i n s t e i n  e t

L u n d

B u r a s

B u n a s

K a I t e r  e t  } 1 i l l s t e i n

C l i v e n

(  I  e6o)

(  tsoz)

(  I  o Â 7 \

( rgoe)

( tgoz )

(  i soe)

(  tszo)

( t szs )

(  t szq)

(  t sz t )

(  t szq)

(  r  q z c )

( r e76 )

(  t gzo )

(1e76 )

(  re76  )

( t s zo )

( rg ro )

( t sza ;

2 UFP / tx

1  900 UFP/ t

2  000 -  s  000 UFP/ ]

0 , 5  -  6 0  U F P / I *

4 6 . 1 0 0  r c o  5 0 / t

200  -  800  UFP/ I

nax 220 IJFPII

1 0  -  1 0 0  U F P / I *

I  000  -  s00  000  UFP/ I

600  -  94  000  UFP/ I

I  U F P / I

0 , 1  -  3  U F P / I

0  -  2 0 4  U F P i I  ( a p r è s  C I ^ )
I

3 000 -  4s0  000 UFP/ I

300 -  44  650 UFP/ I

8 1  -  3 1 0  U F P / I

1 0 0  U F P / I

0  -  8 0  U F P / I

7  -  5  2 2 2  U F P I I

l r Je l l i ngs

B u n a s

B u r a s

a I

K o o I  e t  a I

S p n o u l

t { e I  I i n g s  e t  a l

F u j  i o k a  e t  L o h

e t

TABLEAU 39 : Concentrations virales des eaux usées
biologique (effluents secondaires).

après traitement

C o n c e n t r a i i o n s  v i r ^ a l e s
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6  -  1 3  U F P / I

1  -  s0  UFP/ I

0 , 4  -  1 3 0  u F p / l

I  -  4  U F P / I *

0 , 1  -  0 , 5  u F P i  1 *

1 -  100 r ' tPN/l

0 , 0 0 2  -  0 , 3 3  U F P / I

4  NPPUc/ I

1 8  -  6 s  U F P / I

2  N P P U c / I

r  -  41 r , tPN/t

I  -  1 3 , 5  N P P U c / l

3 , 7 2  N p P U c / l

t , B  -  1 1 5  N p p u c / I

R a o  e t  a l

Sat tar  et  l , ' lestwood

S e l n a  e t  l , | i e l e

B e r g  e t  a l

Be  rg  e t  t l e t ca l  f

B l o c k  e t  a l

F l u e g g e  e t  a l

H u g u e s  e t  a l

K o t t  e t  a l

S c h w a r t z b r ^ o d  e t

H u g u e s  e t  a l

H u g u e s  e t  a I

Sch l ra r t zb rod  e t

J o r e t  e t  a I

L u c e n a -
G u t i e r r e z

(  tszr )

(  1 e 7 7 )

(  1 e 7 7 )

( tsze)

(  1 e 7 8 )

(  t sze)

(  1 e 7 8 )

(  1 e 7 8 )

( t q u n )

(  t gza )

(  t s ze  c ;

( 1e ieb )

(  1e7e  b )

(  reBob)

3I

R é s u l t a t s  c a l c u l é s  à  p a r t i r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  v i r a l e s  d e s  e a u x  u s é e s  b r u t e s
a n n o n c é e s  p a r  l r a u t e u r  e t  e n  e s t i r , r a n t  I r a b a t t e m e n t  a u  c o u r s  d u  t r a i t e m e n t
b i o l o g i q u e  v o i s i n  d e  9 9  Z .

TABLEAU 39 : Concentrations virales des eaux usées après
(suite) traitement biologique (efftuents secondaires)

L'absence de corrélat ion entre certains paramètres, arors
que ceux-ci étaient comélés dans res eaux usées brutes, montre que

f impact du trai tement biologique nrest pas le même pour chacun d'eux.

Au contraire, i l  est intéressant drobserver que I 'excel lente coméla-
tion entre coliformes fécaux et virus subsiste, ce qui tend à montrer
que ces deux types de microorganismes subissent Ies mêmes effets au
cours du traitement.
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Les résultats des travaux de BOUTIN et al  ( fgZga) déjà ci tés

précédemment nront pas permis de dégager des l ia isons signi f icat ives

entre 1es caractéristiques chimiques et microbiologiques des effluents

traités, ce qui fait conclure ces auteurs à une indépendance absolue

entre épurat ion biologique des matières organiques et 1rél iminat ion

des germes dans Ia phase liquide.

L'analyse des résultats de FLUEGGE et aI ( tgZg) ne vient

pas éclairc ir  ces quest ions puisque lors de deux essais à 6 mois dr in-

terval le sur la même stat ion d'épurat ion, Ies résultats obtenus dans

certains cas sont contradictoires, c 'est à dire en premier l ieu, cor-

rélat ion posit ive entre virus et DCO, COT, virus et col i formes totaux/

coliformes fécaux et absence de corrélation entre virus et turbidité/

MEST, et en second l ieu, pas de corréIat ion entre virus et col i formes

fêcaux/col i formes totaux, et  comélat ion posit ive pour virus et DCO,

COT, MEST et turbidi té.

Nos résultats sont en fai t  plus proches des corrélar ions

obtenues lors de la première expérimentat ion de ces auteurs. CepenCant

notre méthode de concentration virale ne prend pas en compte la tota-

l i té des matières en suspension de I 'échant i l lon et i I  est donc di f f i -

c i le d'admettre qurune corrélat ion aussi faible existe entre virus

et col i formes fécaux aveo les MEST. Beaucoup drauteurs ont en effet

décri t  que I 'associat ion virus et matières en suspension dans l-es

eaux usées brutes et traitées peut atteindre la proportion de f6 à

].OO % (Wellrucs et al- ,  l -976).

2 .3 .3 .  Exp lo i ta t ion  des  résu l ta ts  -Rendement  d 'éoura t ion

ParalIèl-ement aux études de corrélation, nous nous sommes

intéressés aux rapports de certains paramètres entre eux, d'une part

virus/col i formes fécaux et,  d 'autre part ,  DCO/DBOÊ. Ce rapport  v irus/
^ ^ -

col i formes fécaux var ie de L/3,L.1-ob à L/LL,4.Loo dans l-es eaux usées
A Â

bru tes ,  ê t  de  L /L ,7 .LO-  à  L /6 ,2 .LO'  dans  les  eaux  usées  t ra i tées .

Pour les eaux usées, BERG et METCALF (fgZg) avancent ies chi f f res
? A

de L /7 ,5 .1O-  à  L /2 ,9 .1O- ,  so i t  une fourchet te  assez  la rge .
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En fait Ia valeur et les variations de ces rapports virus/co-

liformes fécaux sont très variables pour des études effectuées sur

des eaux usées différentes avec des techniques d'analyses virologiques

différentes, et également cians Ie cas de notre étude. En effet, les

différences de valeurs observées ainsi que leurs variations dans le

temps tendent plus à montrer une influence des caractéristiques physi-

co-chimiques des eaux usées sur le rendement de la méthode de concen-

tration, que des variations dues aux fluctuations de débits ou de

charges microbiennes des eaux usées. Par ai l leurs, BERG et METCALF

(tgZS) ont fait remarquer que les conditions écologiques différentes

dans le mi l ieu hydrique (survie, mult ip l icat ion, adsorpt ion) inf luen-

cent le rapport  v irus/col i formes.

Lrexpression en terme de f lux (concentrat ion x débit)  de

certains paramètres dans I 'eau trai tée fai t  apparaÎtre des f luctua-

tions des charges rejetées au cours des 24 heures. Parmi ces fluctua-

tions de charges, en majeure partie dues aux variations de débit se

dégage vers 18 h une pointe de flux maxima pour les paramètres

DBO', DCO, MEST, virus et col i formes fécaux, alors que les concentra-

t ions de DBO , DCO, MEST dans lreau trai tée étaient faibles à l -8 h.

Par contre, les concentrations de coliformes fécaux et virus sont

maximales dans les échant i l lons de 18 h et représentent ainsi  le tra-

ceur de Ia pointe fécale sur la stat ion d'épurat ion.

Le calcul  des rendements d'épurat ion de la stat ion dtépura-

t ion vis à vis de certains paramètres s 'ef fectue généralement par

le rapport  entre les f lux de pol lut ion rejetés sur les f lux de pol lu-

t ion en entrée, et  selon l rhoraire de Ia pr ise des échant i l lons, i l -

est tenu compte ou non d'un décalage de temps comespondant au temps

de rétent ion des eaux usées sur Ia cuverie de la stat ion. Le choix

d'un temps de rétent ion moyen approchant le plus la réal i té n'est

pas une chose faci le.  En effet ,  la stat ion d'épurat ion fonct ionnant

en système gravitaire, fes variations de débits engendrent des varia-

tions du temps de rétention théorique dans une gamme de temps de

4 h 45 pour un débit  de 2 L4O l /s à I  h 30 pour un débit  de 12OO 1/s.
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L'échantillonnage horaire conduit sur la station effectué

toutes les deux heures, avec un décalage initiar de 4 heures, ne nous

laissele choix qurentre un temps de rétent ion de 4 h, 6 h ou g h.

De toutes façons, quelque soit  le décarage choisi ,  res carculs de

rendements effectués pour chaque heure de prélèvement, et leur moyenne

sur 24 heures seront erronées puisqu' i r  s 'agi t  en fai t  d 'un phénomène

continu dans le temps.

Cependant '  nous avons calculé les rendements d'épurat ion

pour chaque paramètre par une méthode drintégration graphique des

flux de pollution en entrée et en sortie, avec donc un temps de réten-

t ion de 4 h'  et  qui  nous a semblé ref léter le plus la réal i té de cette

quest ion.

En ce qui concerne les paramètres physico-chimiques DBO 
5

et DCO, Ies rendements d'épurat ion sont très corects (respect ivement

90 % et, 83,5 %) et ne diffèrent pas de ceux déterminés lors des bilans

annuels effectués par I'rnstitut de Recherches Hydrologiques foar ana-

lyse d'échant i l lons composés sur 24 heures) sur la stat ion drépurat ion

(9L % pour le DBO' et 92 % pour Ia DCo en i .g8o) ;  t ,él iminat ion des

M E S T ,  p a r  c o n t r ê ,  r ' e s t  q u e  d e  6 6  % . . .

I1 est également intéressant de noter l 'é l iminat ion relat ive-

ment importante des col i formes fécaux (92 %) et des virus (94,3 %).

Les bactér ies col i formes semblent donc subir  un abattement

assez important rors du trai tement biologique ;  de tels résultats

ont été obtenus par BOUTIN et al  ( l -979a) pour 1es col i formes fécaux

et totaux avec 92 % d'él iminat ion ;  KABLER (1959) et KAMPELPIACHER

et NOORLE-JANSEN (1970) ont observé également des pourcentages d'él i -

minat ion important de 90 à 99 % pour des salmonel la (bactér ies ajou-

tées) par épurat ion biol6g1qug. HUGUES (fggf)  constate un abattement

de 84 à 92 % pour res streptocoques fécaux et de 87 à 99 % pour les

coliformes fécaux après traitement biologique à Cagnes sur Mer.

D'après les récentes invest igat ions de vAN DER DRIFT et al
( tgzz  )  réa l i sées  avec  une souche d 'E .  co l i ,  1 té l im ina t ion  bac tér ienne

dans le trai tement par boues act ivées s 'ef fectuerai t  selon deux pro-

C E S S U S .
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En premier l ieu, adsorpt ion rapide des bactér ies sur res

f locs selon une isotherme d'adsorpt ion de Langmuir.  A ce stade, ces

bactér ies ne seraient pas inact ivées. Puis les protozoaires ci l iés

présents dans les flocs de boues activées sont responsables de cette

él iminat ion. Ce processus d'él iminat ion bactér ienne par les protozoai-

res a déjà été soul igné dans les eaux d,estuaire (EI\ tZfWeeR et COOpER,

1976),  et  de plus, de nombreux protozoaires sont présents dans les

f locs de boues act ivées (cunDS et FEy, j .969 ;  CotLIN, Lg77 ;
PrKE, L978).  Les bactér ies lyt iques présentes dans les frocs

(CUnOS et FEY, 1969) seraient également responsables de I 'é l iminat ion

bactér ienne.

En ce qui concerne 1'éI iminat ion viral-e par le trai tement

des boues act ivées, nous disposons de résultats effectués en labora-

toire et sur le terrain, et présentés sur Ie tableau 40.

LréI iminat ion virale par 1es boues act ivées étudiée en labo-

ratoire dans Ia majorité des cas avec du poliovirus de type 1 pour

modèIe, a été évaluée de 64 à 98 %. Les études effectuées sur le ter-

rain confirment res résultats obtenus en laboratoire puisque pour

les virus indigènes, cette él iminat ion est de I 'ordre de 79 à Loo%.

Ces résultats de terrain peuvent a priori montrer que cette éIimina-

t ion virale s 'étend à tous res sérotypes des eaux usées connus et

quantifiables par les techniques virologiques. Les travaux de SELLWOOD

et al  (rgar) récapitulant sur 3 ans, d,e L974 à Lgr7, les virus isolés

dans les eauK usées brutes et traitées drune station de traitement

biologique montrent en effet que l-e rapport souches virales isolées

dans I 'eau usée trai tée /  souches virales isolées dans lreau usée

brute est de 58 % pour res ECHovirus, 56 % pour res coxsackie virus,

4l % pour les Adénovirus, 42 % pour les Réovirus et seulement 24 %
pour les Pol iovirus. Les pol iovirus semblent donc survivre moins bien

au trai tement drépurat ion, et  cela est une t imite à l rut i l isat ion

des pol iovirus comme indicateur de la présence des virus dans Irenvi-

ronnement (KATZENELSON, 1976).

En fait, de récents travaux (GERBA, j-gBO) montrent que

l 'éI iminat ion des Rotavirus par Ies boues act ivées n'at teint  pas les

chif f res préci tés.
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V i r u s

E x o é r i m e n t a t i o n  e n  I a b o r a t o i r e

% é l i r n i na t i on Auteurs

B a c t e r i o p h a g e  I  ?

Po l i ov i rus  1  ( l , tK  500 )

C o x s a c k i e  A  9

P o l i o v i n u s  1  ( l { a h o n e y )

P o l i o v i r u s  l ,  2 ,  3  ( S a U i n ;

P o l i o v i r u s  t  ( S a U i n )

P o l i o v i r u s  1  ( S a b i n )

P o l i o v i n u s  1  ( U a h o n e y )

R é o v i r u s ,  E n t e r o v i r u s

64

96

7 9

7 6

98

- 7 8

-  9 9 , 4

- 9 4

- 9 0

98

90

90

J4.

K e l l y  e t  a l ,  1 9 6 1

K e I I y  e t  a l ,  1 9 6 1

C l a r k e  e t  a l ,  1 9 6 1

C l a r k e  e t  a I ,  1 9 6 1

E n g l a n d  e t  a 1 ,  1 9 6 7

M a I i n a  e t  S a g i k  ,  1 9 7 4

R a n g a n a t h a n  e t  a I ,  1 9 7 5

B I o c k  e t  a I ,  1 9 7 9

| i l a l h e n b e ,  S t r i c k l a n d - C h o l m e y ,  1 9 6 7

E x o é r i r n e n t a t i o n t e r r a i n

S i t u a t i o n  g é o g r a p h i q u e %  é l i m i n a t i o n A u t e u r s

S t a t i o n  d e  C a g n e s / l i l e r  ( F r a n c e )
( t e m p s  d e  r é t e n t i o n  3  h e u r e s )

( t e m p s  d e  r é t e n t i o n  4  h e u r e s )

S t a t i o n  d e  N a n c y
( t e m p s  d e  r é t e n t i o n  0  h e u r e )

S t a t i o n  d e  D a d a r  ( I n d e s )

?

B a c t e r i o p h a g e  F  2  a j o u t é

P o l i o v i r u s  1  a j o u t é  ( U a h o n e y )

P o l i o v i r u s  L ,  2 ,  3  ( S a U i n l
( s a n s  a j c u t )

P h a g e  F  2  a j o u t é

79

6 0 - 8 3

98  -  100

9 0 - 9 9

1 , 5  I o g

3 7  , L

2 6  -  5 5

0 - t 2

0 0  0 7

t t

H u g u e s  e t  a l ,  1 9 7 9

H u g u e s ,  1 9 8 1

S c h r a r t z b r o d , 1 9 7 9

Rao et  aL,  1977

L u n d  e t  H e d s t r o m , 1 9 ô 9

Shuman ,  1972

C I a r k e  e t  a l ,  1 9 6 4

, . n r . . d ; ; ,  1s67

Saf  f  e rman  e t  t i l o r r i s ,  1976

Rendenents drélimination
tions en laboratoire et
auteurs.

des virus pour des expérimenta-
sur Ie terrain selon différents

TABLEAU 40 :
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Cette adsorption des virus se ferait au niveau des chaines

sucrées du floc bactérien (RTDEAU et MoRFEAUX, Lg76 ; srErNER et aI,

1976) et sreffectuerai t  selon une isotherme dradsorpt ion de Freundl ich
(pffe,  ] ,978) et selon une cinét ique du premier ordre (cless et o 'BRIEN

1e80 ) .

Les virus ainsi adsorbés sur les flocs bactériens ne sont

pas retrouvés dans leur total i té (CLARKE et aI,  L96l- ;  RANGANATHAN

et  a I ,  L974;  BLOCK e t  a l ,  1 -979b) .  E t  dé jà  en  1961,  KELLY e t  a l  ob t ien-

nent des cul tures bactér iennes (Flavobacter ium, Klebsiel la aerobacter)

à part i r  des boues, capables d' inact iver le pol iovirus sous condit ions

expérimentales. Des observations identiques ont mis en évidence cette

act iv i té ant iv irale des bactér ies (MAGNUSSON et aI,  L967 ;  SHUV^AL,

L97O ;  SOBSEY e t  COOPER,  1-973) .

CLIVER et HERRMANN (1972) ont précisé I 'act ion de quelques

enzymes protéolyt iques de sources var iées (Pseudomonas) vis à vis

de certains entérovirus (Coxsackie A9) et compte tenu de Ia masse

et de Ia diversité des enzymes produites par les systèmes à boues

act ivées (HANKINS et SANDS, L974),  i l  est probable que I 'é l iminat ion

virale se pours.rit au sein des flocs bactériens par 'tdigestion enzyma-

t iquer f  .  
t

Comme lra soul igné BERG ( l -97$),  le temps de rétent ion sur

les ouvrages de traitement des eaux est un facteur important. En effet

si  ces mêmes calculs de rendement pour des pré1èvements ponctuelb

sont effectués avec un non respect des temps de rétention, les erreurs

iront dans le sens d'une surest imation de l tef f icaci té de trai tement

par rapport aux calculs effectués avec un temps de rétention moyen

de 6 h, et  selon les heures de préIèvements, at teignent dans certains

cas  +  26  % (à  12  h  par  exemple) .

A partir de nos résultats des variations horaires des paramè-

tres, nous avons cherché à évaluer le temps de rétention réel des

eaux usées sur la station drépuration lors de notre expérimentation.

Généralement, la détermination des temps de rétention sur

des bassins ou Ia stat ion dans son ensemble, s 'ef fectue par inject ion

de traceurs, produits colorés (MARCFI et HAMf,INS, L966),  produits chi-

miques '  ou produits radioact i fs (THOMAS et ARCHIBALD,

L952 ;  BURGESS et GREEN, 1958).  En fai t ,  les résultats obtenus sont
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erronés par les variations de flux hydrauliques, des effets de turbu-

lence et dr inert ie,  des di f férences de densité,  I ' inf luence du vent

sur les surfaces des bassins ouverts,  le mode d' inject ion au traceur
(rern et al ,  l -968 ;  prKE ,  LgTg ;  cRotl ,THER et al ,  L98o).  pour ces di f-

férentes raisons, cROwrHER et ar (1980) proposent d'ut i l iser pour

traceur les variations de qualité des influents et effluents et de

suivre ces variations par échantillonnage à intervalle de temps très

court. Le calcul du temps de rétention sreffectue alors par une analy-

se complexe de corrélation entre les paramètres des influents et des

effluents (BALACHADRAN et pAcE, 1,978 ; KAGHAZCHT et gl, 1978 ;
CROWTHER et al , 1-980 ) .

Dans notre étude, les paramètres présentant encore des varia-

tions de concentration après épuration sont les coliformes et les

virus, les autres paramètres DBou ,  Dco, MEST, turbidi té ayant été

nivel lés. Les virus peuvent être, à notre avis,  ut i l isés comme traceur

pour une évaluation du temps de rétention, étant doruré les états phy-

siques part icuraires, non sédimentabres s ' i ls ne sont pas adsorbés

au IvlEST, et ne pouvant se mult ipr ier lors de l 'épurat ion biologique.

Les bactér ies col i formes, ne prenant pas part  au processus d'oxydat ion

biologique, peuvent être également ut i l isées comme traceur.

Nous avons recherché les meilleures corrélations existantes

entre les séries de flux de virus en entrée et en sortie de station

d'épurat ion avec un décalage de o h, 2 h, 4 h et 8 h. Le meirreur

coeff ic ient de corrérat ion (signi f icat i f  à ga %) a êtê obtenu pour

un temps de rétent ion de 6 h, ce qui,  de toutes manières, correspond

au temps de rétent ion moyen sur la stat ion d'épurat ion. 11 est à notre

avis il lusoire de vouloir préciser ce temps de rétention étant donné

lrabsence de maîtr ise des paramètres hydraul iques, des var iat ions

de flux sur les ouvrages de Ia station d'épuration, et de f intervalle

de temps trop important entre chaque prise d'échantillon.

Dans le traitement des eaux usées, ir est parfois procédé à

une égalisation des flux dreaux usées afin d'envoyer sur la station de

traitement des eaux usées de qualité constante et à débit constant sur

24 h après rétention sur bassin de stockage (LA GREGA et KEENAN, Lg74)

Cela évi te d'une part  les var iat ions de débits et de charges sur les
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bassins, eui comme nous lravons vu lors d.e notre étude, influent sur

les rendements d'épurat ion. L 'êgal isat ion du f lux d'eaux usées permet

donc à une station d'épuration par boues activées de travailler à

charge constante et à temps de rétention constant. Les rendements

en sont donc améliorés.

2.3.4. Comparaison des types de prélèvements réal isés

11 nous reste à discuter,  éclairés par ces résultats,  Ia

question complexe de savoir quand et comment préIever les eaux usées

sur une station d'épuration pour en étudier la concentration virale.

Nous avons montré que Ia prise drun échantillon ponctuel

dans les eaux usées à un moment donné permet de connaître Ie titre

viral pour cet instant et pour une durée drenviron 10 minutes. Mais

les variations du titre viral des eaux usées brutes sont telles sur

24 heures que la prise seule d'un échantillon ponctuel ne peut rensei-

gner avec précision l rexpérimentateur.  11 est préférable, pour avoir

une idée plus juste des choses, de réal iser un mélange de plusieurs

échantillons ponctuels sur 1 à 2 heures comme BURAS (tgZa) le relate

dans ses protocoles, et si possible dans un intervalle de temps cor-

respondant à la "pointe fécale".

Dans Ie cas de Nancy, si dans les eaux usées brutes, la poin-

te fécale survient en début de journée, dans les eaux traitées, les

plus fortes concentrations virales surviennent en fin de journée,

et même au mil ieu de la nuit .  Ceci compl ique fort  I 'emploi  du temps

de I 'expérimentateur s ' i1 veut prélever des échant i l lons correspondant

au flux maximum dans les eaux usées brutes et traitées, et dans la

major i té des cas, Ies prélèvements en entrée et en sort ie de la sta-

t ion sont effectués au même moment.  Lrut i l isat ion d'échant i l lonneur

automatique présente I'intérêt de collecter des earxx usées sur

24 heures ou une période déterminée, et peut permettre ainsi l 'évalua-

tion de la charge virale moyenne journalière.

Les essais que nous avons réalisés par pompage en continu

sur 24 heures et par pompage séquentiellement pendant 15 minutes par

heure ont donné des résultats assez voisins aux résultats moyens inté-
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grés sur 24 heures des 13 préIèvements ponctuels, aussi bien pour

les paramètres physico-chimiques que pour 1es paramètres microbiologi-

ques. Bien que 1'échantillonnage intégré sur 24 heures apparaisse

représentatif comparé à I'intégration des l-3 échantillons horaires,

les paramètres physico-chimiques sont dans ra prupart des cas sous-

est imés par effet  de dirut ion. Les pompes n'étant pas asservies au

débit, les eaux pompées pendant les périodes de charge minimare di-

luaient les échantillons. Pour les paramètres coliformes fécaux et

surtout virus, les résultats des échantillons intégrés sont toujours

supérieurs à la moyerule des échantillons horaires. Lrexplication sui-

vante peut être avancée. Les eaux usées moins chargées permettent

dramél iorer Ie rendement des concentrat ions virales, €t  d 'ai l leurs

au niveau des systèmes cel lulaires, moins d'ef fets cytotoxiques appa-

raissent pour les eaux usées brutes.

En effet ,  pour res eaux usées brutes, rors de lr inoculat ion

des l iquides d'éIut ion issus des échant i l lons ponctuels,  nous avons

vu apparaître pratj-quement pour chaque augmentation de charge polluan-

te, des phénomènes toxiques rendant impossible l ranalyse virologique.

11 sragissait  pr incipalement des prélèvements de Lz h, L4 h, 16 h

e t  2 2  h .

Les prélèvements intégrés sur 24 heures n'ont absolument

pas révéIés de phénomènes toxiques sur cul tures cel lulaires, et  nos

observat ions sur ce sujet rejoignent ainsi  cel les de RAO et ar ( tgzz).

Pour ces auteurs, les effets toxiques apparaissent dans 1es échantil-

lons ponctuels chaque fois que des eaux industrielles sont mixées

aux eaux usées, alors que des échantilrons composés sur une partie

de la journée ne posent pas ces problèmes.

outre res r isques de colmatage des tuyaux d'aspirat ion, pIu-

sieurs auteurs (HARRrs et KEFFER, 1g7s ;  BARKLEy et al ,  j .975 ;  syKES

et al, 1-978) font état de dépôt de matières organiques autour de la
crépine dtaspirat ion, modif iant ainsi  I 'environnement du tuyau de
prélèvement.  r l  en résurte des taux plus érevés de DCo, DBo_ et MEST
par rapport à des échantillons au trempé.

En ce qui concerne nos prélèvements composés effectués en

continu et séquentiellement, seules les MEST sont en concentration
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plus élevée. Les valeurs de DBOU et DCO sont inférieures aux valeurs

des échantillons ponctuels intégrés sur 24 heures. Même le cycle de

purge avant le pompage de l'échantillon ne suffit pas à obtenir un

préIèvement correct ; en fait, trois cycles de purge sont nécessaires

avant drobtenir des résultats comparables aux échantillons au trempé

(syxus  e t  a t ,  1978) .

Le choix du mode de fonctionnement d'un appareil échantillon-

automatique pour effectuer un échantillonnage représentatif doit

compte des données suivantes :

- asservissement au débit pour que les résultats puissent

représenter les flux des paramètres pendant le temps de

I '  expérimentat ion,

- prélèvement à intervalle de temps Ie plus rapporché pos-

s i b 1 e ,

- prélèvement d'un volume dreau suff isant pour être représen-

tat i f  ,  soi t ,  à notre avis,  de l -OO à 200 mI.

En fai t ,  c 'est ce dernier cr i tère rrvolume prélevé" qui déter-

minera le précédent rrintervalle de temps entre chaque prélèvement'r

dans la mesure où lron désire obtenir  un volume dréchant i l lon précis

pendant Ie temps de I 'expérimentat ion (par exemple 22 l i t res dans

n o t r e  c a s ) .

Bien que nos expérimentat ions ne permettent pas dropter pour

un mode dréchantillonnage automatique en continu ou séquentiel,

l 'échant i l lonnage séquent iel ,  mais à interval le de temps rapproché

de 5 à 10 minutes, nous semble préférable à un échantillonnage en

cont inu, au rrgoutte à goutte 'r .
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Notre travai l  s 'est déroulé en deux temps :

1. Une méthode de concentrat ion des virus s 'avérant nécessai-

re au moins pour des eaux usées traitées, nous avons cherché à maÎtri-

ser les paramètres (quantité de poudre de verre, vitesse ascensionnel-

le,  volume de 1'échant i l lon, technique d'élut ion) pouvant l imiter

I 'ef f icaci té de la technique d'adsorpt ion-élut ion proposée par SAR-

RETTE Ct A1 (TSZZ) Et SCHWARTZBROD Ct LUCENA-GUTIERREZ Og78). NOUS

avons également cherché à optimiser la mise en évidence des virus

entér iques sur le système cel lulaire ut i l isé au laboratoire (cel lules

BGM en lignée continue) en ce qui concerne la détoxication du liquide

drélut ion et la survie des virus.

2. Nous avons appl iqué cette méthode de concentrat ion à

I 'étude des var iat ions horaires des f lux de virus entér iques, compara-

t ivement aux f lux des paramètres physico-chimiques (OBOU, DCO' MEST)

et bactér iologiques (col i formes thermorésistants).  Cette étude a êtê

conduite pendant 24 heures sur la stat ion d'épurat ion biologique de

Nancy.

En ce qui concerne la méthode de concentration des virus,

les conclusions suivantes ont pu être dégagées de ce travail :

a) La quantité de poudre de verre n'apparaît pas comme un

facteur limitant ; iI nous a semblé que 150 g de poudre de verre pou-

vaient être ut i l isés raisonnablement pour concentrer des échant i l lons

de 20  l i t res  d 'eau.

b)  La  v i tesse  ascens ionne l le  Ce I reau n ' in f lue  pas  sur  la

quantité de virus retrouvée ; un débit de 1OO litres par heure con-

vient pour 1a concentrat ion des virus des eaux résiduaires.

c )  Le  vo lume de l 'échant i l lon  d 'eau usée de  10  l i t res  es t

dans bien des cas suffisant pour retrouver des virus.

d) Le rendement de I 'éIut ion des virus entér iqtes indigènes

ne dépasse pas 60 % dans les condit ions expérimentales (35 mt de l i -

qu ides  d 'é lu t ion  récupérés) .

e) Le rendement de

de verre est au maximum de

méthode d'adsorpt ion-élut ion sur poudre

à 25 % pour des eaux usées brutes.

1a

L2
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f)  La méthode adsorpt ion-élut ion ne sradresse pas seulement

aux virus, mais aussi à des molécules inorganiques (métaux) ou organi-

ques (acide humique, détergents, hydrocarbures) ou des bactér ies.

e) La détoxicat ion des l iquides d'élut ion toxiques pour les

cell-ules peut être conduite par centrifugation à 10 OOO g pendant

1O minutes et par 5 extractions successives au chloroforme. La détoxi-

cat ion des l iquides d'élut ion par passage sur résine XAD 2, d 'emploi

faci le demanderait  à être amél iorée.

h) La survie des virus dans les eaux usées peut atteindre

2 à 3 jours à + 4oC, dans les l iquides d'élut ion :  1 semaine à + 4oC

et plus d'une semaine à 26oC. Cette température de conservat ion

n'apparaît  pas idéale pour une plus grande période de conservat ion.

i )  Les deux méthodes de numérat ion, méthode des plages et

méthode du nombre 1e plus probable (NPP) en mil ieu l iquide, présentent

des résultats simi laires pour un faible t i t re viral  :  10 UFP,/m1.

En ce qui concerne l 'étude des f lux de virus en entrée et

en sort ie de Ia stat ion d'épurat ion biologique de Nancy :

a) I1 existe des var iat ions importantes des f lux de virus

entér iques et des col i formes thermorésistants en entrée et en sort ie

de stat ion. Dans les eaux usées brutes, les f lux maxima de virus et

col i formes thermorésistants surviennent entre 1O h et 12 h le matin,

et vers 24 h Le soir .  Dans les eaux usées trai tées, un seul pic appa-

raÎt  entre 16 h et l -8 h.

b) I l  existe des corrélat ions signi f icat ives entre paramètres

physico-chimiques, bactér iologiques et v irologiques dans les eaux

usées brutes. Après passage sur la stat ion d'épurat ion, ces corréla-

t ions sont moins fortes pour les paramètres physico-chimiques. Seule

la corrélat ion virus-col i formes thermorésistants reste importante.

c) Pour le calcul  du rendement d'épurat ion, i I  est nécessaire

de tenir  compte du temps de rétent ion sur Ia stat ion d'épurat ion.

d) Les rendements d'épurat ion moyen sur 24 heures ont été

de : 90 % pour Ia DBOU

83,5 % pour la DCO

66 % pour les MEST

92 % pour les coliformes thermorésistants

84,3 % pour les virus entér iques.
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e) Lrut i l isat ion d'échant i l lonneur automatique col lectant

des échantillons composés, en continu ou séquentiellement sur 24 h,eu-

res, permet d'obtenir  des évaluat ions correctes de la charge virale

et bactérienne circulant dans les eaux usées sur 24 heures.

Enfin, à partir des résultats de cette étude, la quantité

de virus entér iques rejetés quot idiennement dans le mi l ieu est drenvi-
R

ron 3,6.10" part icules virales. Ce résultat  est de toute manière très

fortement sous-estimé, compte tenu du rendement de Ia méthode' et

de la sélect iv i té des systèmes cel lulaires.
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H e u r e D é b i t  ( l / s )

1 480
1 480
I  620
1  8 8 0
2  1 0 0
2  1 0 0
2 140
I  950
1 900
2  0 5 0
2 000
1 900
I  8 0 0
I  7 6 0
1  8 3 0
I  850
1  4 r 0
1  3 3 0
I  2 6 0
1  2 0 0
1 300
I  500
1 470
1 440
1 480
I  500
I  680
I  8 5 0
2 000

t l

Débits enregistrés dans le chenal de
rejet de la station d'épuration du
23.04.1980 à 6 h au 24.04.1980 à t-O h.

6

I
9

1 0
1 1

1 '

1 ?

1 4

i 6
T 7
r t t

1 9
2 0
L L

2 2

?.4
1
?

+

5
6

I
9

i 0

TABLEAU I :
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I  Heures  I
I  p ré Ièvemen ts  I

6

I

l 0

L2

1 4

1 6

1 8

2 0

22

24

2

4

6

pH

l
I oeo-
i , f
I  m g / l

I
I oco
I  ' s / l

I{EST
l||s/ I

t 9

l+7

tt7

1 9 8

1 6 7

1 1 3

1 1 4

92

t 4 ?

1 4 4

8 7

7 6

48

I
I
I

l
T u r b i d i t é  |  R é s i s t i v i t é

J . T . u .  |  / r t

9 , 0 0

8 , 0 0

7 , 9 0

7  , 7 0

7 , 8 5

8 , 4 0

7 , 6 5

7 , 5 0

? ç n

7 , 8 0

7 , 6 5

7 , 8 0

8 , 0 0

2 l

6 1

201

241

221

l + r

1 0 1

9 1

1 6 1

1 1 1

5 1

3 6

50

1 3 6

407

5 3 1

487

J I V

267

208

3 5 1

2 1 6

t24

74

78

I

2 6

7 0

8 0

7 9

45

47

4 2

9 0

49

28

2 3

2 t

I  5 7 i

1  325

I  2 3 0

I 223

1 265

1 307

I  304

1  3 9 0

1 390

| 279

1 473

I  404

1  5 8 5

TABLEAU II : Caractéristiques physico-chimiques des ean:x usées brutes
prélevées toutes les deux heures pendant 24 heures.
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I
I  Heu .es  I
I  p ré1èvenen ts  I

1 0

t 2

r.+

l 0

l 8

2 0

22

t +

2

+

o

I

I U

pH

7 1 4

7 ' 4

7 1 4

7 1 5

7 1 4

7 r 4

7 r 7

7 1 4

7 1 4

7  , 2 5

7

7 r 4

7 1 4

0805
tns/1

6

I

1

l 7

l 0

1 6

t t

l 4

i 4

1 6

1 1

I

I.IE S T
lng/ l

36

54

40

50

55

2T

Ê ^

48

54

0

4 i

3 9

I I

4

? q

a+

3

3 r 7

3 ' 4

t . c

a+

3 ' 5

* t l

l r ë

+

I  487

1  1 1 2

| 245

L 279

1  307

| 2t3

| 279

I  J I +

1  3 1 4

1  3 6 9

I  3 6 9

I  3 6 9

1  460

I
T u n b i d i t é  |  n é s i s t i v i t é

J . T . U .  |  / . t

30

38

J O

6 1

3 J

47

5 9

53

3 9

20
t r l l l

TABTEAU III : Caractéristiques physico-chimiques des eaux usées
traitées préIevées toutes les deux heures pendant
24 heures.



L 7 0 .

H e u n e s
0e

p r é I è v e m e n t s

C o I  i f o n m e s  t h e r m o r é s i s t a n t s
p a r  I i t n e  d r e a , l x  u s é e s  b r u t e s

x  i 06

C o l i f o r r n e s  t h e r m o r é s i s t a n t s
o a r  l i t r e  C r e a u x  u s é e s  t r a i t é e s

x  106

6

I

1 0

t 2

1 4

I O

1 8

2 0

22

2 4

2

4

I

1 0
r t l

2 6 , 6  :  5 , 7

- ^  ^  
f  

. ^  ^

C J r l  -  l u r J

1 5 3 , 2 : 1 5 , 9

2 1 6 , 2  i  3 0 . 5

136 !  20,2

6 3  j  t o , a

9 2 , 6  :  1 3 , 4

8 2  I  t 0 , 3

+
Y J y C  -  I 4 1 J

1 8 3 , 7 : 2 6 , 5

1 2 0 , 2  I  1 9 , 3

4 3 ,  7  I  5 , 2

3 1 , 4  :  4 , 1

0 . 4  I  0 , 5

3 , 1  I  c , g s

8 , 4  I  3 , 2

1 8 , 5  I  l , s

2 t , 2  I  1 , g

1 3 , 1  !  z , t

l o , 3  i  t , o s

8 , 4  I  1 , 1

5 , 2  I  o , z +

4 , 8 1  I  0 , 8 9

4 , 6 6  j  2 , 5

1  , 3  I  c , 3 g

0 , 8 3 : 0 , 5 7

TABLEAU IV : Concentration des coliformes thermorésistants dans
les échantillons dreaux usées brutes et traitées.
( :)  :  Interval le de conf iance à 95 % de Ia méthode

de numér'ation.
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U F P / i

H e u r e s
cte

p r é  1 è v e m e n t s

D

I

1 0

t 2

L 4

l o

1 8

2 0

22

2 4

L

4

6

0

1 , 7 5 :  1 , 4 5

2 , 5  I  1  , 8 5

4 , 5  !  a , z

6 , 7 5  :  2 , 2

6 , 2 5  :  2 , 5

1 , 7 5 : 1 , 4 5

3 , 2 5  :  1  , 7

1 , 2 5  :  t , 2 5

1 , 2 5  1  1 , 2 5

0 , 7 5  I  0 , 8 5

0

0

T i t r e  v i r a l  d e s  é c h a n t i l l o n s
d r e a u x  u s é e s  b r u t e s

3 , 2 5  :  2 , 8

1 4 , 5  !  2 , 3

2 3 , 2 5  :  6 , 7

2 0 , 5  !  g , 2

zo  !  a ,2

14  !  z , l s

1 7 , 7 5  :  5 , 4

1 3 , 5  !  ? , 9

+
1 4  -  4 , 1

3 1 , 7 5  I  4 , 5

t L , ? s :  4 , 7

1 0 , 2 5  :  2 , 2 7

2 ,  , - 5  !  2 , 2 7

T i t r e  v i r a l  d e s  é c h a n t i l l o n s
d r e a u x  u s é e s  t r a i t é e s

UFP/ I

8

1 0

TABLEAU V : litre viral (UFP/I) obtenu après concentration sur
poudre de veme d'échantillons de 20 litres dreaux
usées brutes et traitées prélevés toutes les deux
heures pendant 24 heures.
( i )  :  Interval le de conf iance à 95 % de la méthode

de numération
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L i q u i d e  d r é I u t i o n  t r a i t é
p a r  l a  r é s i n e  X A D  2

L i q u i d e  d r é l u t i o n  t r a i t é
oa r  l e  ch lo ro fo rme

Heures  de
p ré lèven ren ts

1 6

2 2

non  d i  I ué
UFP/  I

I  u i tue  au  t / to
I  urp/ t

n o n  d i l u é
U F P i I

I  o i t ue  au  1 / t o
I  urp/ t

1 0

3 0

1 5

2 0

+- 5t2

1 4

g  !  z , l s

8 , 5  :  7 , 2 5

1 2 , 5  :  5 ,  7 5

20 ,5  :  9 ,26

?o  I  6 ,25

t4  !  z , l s

14  I  + , l s

l 5

5

L U

r l l l l l

TABLEAU VI : Titre viral (t]FP/l) des échantillons d'eaux usées
brutes prélevés à 12 h, L4 h, 16 h et 22 h, après
détoxication des liquides d'élution par résine
XAD 2 et extraction au chloroforme.
(t)  :  Interval le de conf iance à 95 % de la méthode

de numérat ion.
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