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LISTE DES ABREVIATIONS OU ANGLTCISUES

Effet Cytopathique
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Foci FfuorescenEs

Nombre le PIus Probable d'Unités Cytopathiques

Phosphate Buffered Sal ine ( tampon phosphate)

Sérum de Veau Foetal

Poly-Ethylène-GlycoI

Non Détecté

Non Effectué

Coups Par Minute

V i rus  de  I 'Hépat i te  A

Radio-Immunology Assay

Quantité Suffisante Pour

Ultra-sons

Environmental Protection Agency

: solut ion ut i l isée pour désadsorber une part icule f ixée sur un support

solut ion obtenue après élut ion.

Concentrat :  solut ion après concentrat ion.

Sonicat ion :  act ion des ul tra-sons.



I I {TRODUCTIOI{

Le mil ieu hydrique est le réceptacle obl igé de mult iples déchets

d'or igine humaine et animale. La contaminat ion ainsi  provoquée est de

nature physique, chimique et microbiologique.

Sur le plan microbiologique ce phénomène est important car des

microorganismes pathogènes sont ainsi  l ibérés dans les eaux qui peuvent

const i tuer une source potent iel le de contaminat ion pour l rhomme.

En effet  ces agents sont présents dans les eaux usées et superf ic iel les,

au niveau des sédiments f luviaux et marins ainsi  que dans les boues

résiduaires et r isquent de const i tuer de vér i tables réservoirs de virus.

I l  est donc indispensable de contrôler ce type de pol lut ion et d 'évaluer

son impact sur Ia santé publ ique.
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I - VIRUS ET fIILIEU -HYDRIOUE



I .es  rés idus  de  I 'ac t i v i té  humaine  qu 'e l le  so i t  domest ique ou

industr iel le se retrouvent Ia ptupart  du temps dans le mi l ieu hydrique

apportant ainsi  une charge pol luante considérable suscept ible de

perturber les condit ions naturel les d'autoépurat ion au point drabout ir

dans des cas extrêmes à la dispari t ion de toute vie aquat ique.

La contaminat ion dror igine domest ique est en part ie const i tuée

et les ur ines humaines et animales suscept ibles de contenirpar les fèces

des  bac tér ies ,  des  v i rus ,

pathogènes pour l rhomme.

Les quant i tés de

considérablement en fonct ion

de l 'é ta t  de  santé .

des protozoaires et des  oeu fs  d rhe lm in thes

Si des valeurs extrêmes d'excrét ion.fécales de 50 à 1060 g par

jour et par individu ont été rapportées par TANDON et TANDON (1975) i l

apparaît que les européens produisent entre 1-OO et 2OO g de fèces et

entre 1OOO et 13OO g d'ur ine par jour.

Si parmi les di f férents microorganismes, l rétude est I imitée

aux virus, l ranalyse de la l i t térature montre que plus de cent types

différents de virus peuvent être excrétés et être retrouvés dans les eaux

u s é e s .  ( T a b l e a u  n o  1 ) .

sel les excrétées par une populat ion var ient

de  Ia  na ture  de  I 'a l imenta t ion ,  du  c l imat  e t



Nombre de
Groupe de virus typæ Maladie provoquée

Entérovirus:
Poliovirus 3 Paralysie. méningite. ftèvre

Echovirus 31 Méningite, aneinte des voies respiratoires. éruption
sutanée, diarrhée, fièvre

Virus Corsackie A 23 Herpangine, atteinte des voies respiratoires, méninghe.
fièvre

6 Myocardhe, anomalies cardiaques congénitales,
érugtion cutanée. fièwe, méningita, aneinte des
voies respiratoires, pleurodynie

>4 Méningite. encéphalhe, atteinte des voies respiratoires,
conionctivite hémorragique aiguë, fièvre

Entérovirus tVpe 72lvirus de l'hépatite Al 1 Hépatitc virale A

Virus Coxsackie B

Nouveaux entérovirus:
Types 68-71

Virus de la gastro-entérite (Norwalkl

Rotavirus

Réovirus

Adénovirus

Paryovirus (dépendovirusl

2 Vomissements et dierrhée épidémiques. fièvre

4 Vomissements et diarrhée épidémiques. principalement
chez les enfants

3 Non établie avec précision

37 Atteinte des voies respiratoires, infections oculaires,
gastro-€ntérito

3 Fièvre, éruption cr,rtanée, aplasie médullaire

Tableau no 1 - Entérovirus br:rnains présents dans les eanrx usées
(RAO et aJ-. 1986)

Les  se l les  d rune personne in fec tée ,  qu 'e l le  p résente  ou  non

des signes cl in iques peuvent contenir  pour certains virus entér iques
1 ô

jusqu'à 1-O^" part icules virales par gramme de sel les. CLARKE (1-961) a

calculé que dans une populat ion normale cont i tuée de 7O % d'adultes et de

30 % dt enfants, le niveau moyen drexcrét ion virale par gramme de seLles

est drenviron 3OO part icules ce qui correspond à une él iminat ion moyenne

journal ière de 60 OOO part icule virales par habitant.

La période et la durée d'excrét ion fécale sont var iables selon

les virus ainsi  Ie virus de I 'hépat i te A est retrouvé dans l-es sel les

deux semaines avant l -e début de I ' ictère, son taux est maximal quelques

jours avant I ' ictère et décroi t  ensuite très rapidement.  Pour Ie

pol iovirus, au contraire, I 'excrét ion commence 24 heures après

l t infect ion et dure en moyenne 50 jours mais des virus ont été observés

çifus de cent jours après le début de l r infect ion.



Drautres entérovirus tels que les coxsackies B sont excrétés

au maximum pendant une semaine.

Quant aux rotavirus leur él iminat ion est maximale et t rès
1  1  _ 1

abondante  (1O- ' .g '  )  S  a  4  jours  après  le  début  de  la  ma lad ie  e t  d iminue

jusqu'au 8ème jour mais peut cont inuer pendant 20 jours

Les virus se retrouvent dans les eaux usées dont le volume

dépend de la quant i té d'eau ut i l isée par les habitants (entre 30 et 3OO

li tres par jour et par habitant d 'après WHITE L977).  '

Les eaux usées const i tuent ainsi  le premier mai l fon drun cycle

de lreau au centre duquel se trouve f thomme en tant que contaminateur

pr inaire mais aussi en tant que récepteur secondaire des agents

pathogènes véh icu lés  par  I 'eau .  (F igure  no  1) .

La concentrat ion virale des eaux usées est sujette à des

variat ions en fonct ion de nombreux facteurs géographiques,

soc io -économiques ,  sa isonn iers  ma is  sur tou t  san i ta i res .  A ins i  p lus  1e

nivgqu {llr1rgièle est fqible et prl1s la plgpoltio!

importante dans une communauté, plus la quantité de virus retrouvée dans

les eaux usées est importante. En prat ique, les eaux usées de toutes les

communautés urbaines cont iennent des entérovirus à des concentrat ions

variables pouvant atteindre 105 par l i t re dans les pays en voie de

développement (MELNICK 1984).  Par ai l leurs les sérotypes de virus isolés

sont dans certains cas, t rès nombreux. Dans les pays développés les

quant i tés retrouvées sont plus faibles comme i l  est indiqué dans Ie

Tab leau no  2 .

Dans de nombreuses part ie du monde, ces eaux sont rejetées

dans Ie mi l ieu naturel  sans trai tement.  Cependant dans les pays

développés tels que la France, el les subissent la plupart  du temps un

trai tement préalable par des techniques physico-chimiques ou biologiques.

A l r i ssue d 'un  t ra i tement  b io log ique b ien  conçu,  cer ta ins  au teurs  (BLOCK

et SCHWARTZBROD 1989) ont constaté une réduction de 90 % de la

concentrat ion ini t ia le de virus cependant i l  est possible de considérer

quren moyenne lrabattenent viral  obtenu avec de tel les méthodes se si tue

entre 60 et 90 %.
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Cette épurat ion a deux conséquences prat iques. Drune part  el le

permet de rejeter dans le mi l ieu extér ieur des eaux de mei l feure qual i té,

d'autre part  i l  y a product ion de sous produits de l répurat ion qui sont

const i tués par de très gros volumes de boues. Les eaux épurées

cont iennent encore des part icule virales Tableau no 3) et compte tenu

des volumes dteau rejetés quot idiennement dans les eaux superf ic iel les,

]a contaminat ion est lo in d'être négl igeable puisque pour une

agglomérat ion de 3OO OOO habitants,  el le a pu être évaluée à plus de

t-09 virus par 24 heures (SCHWARTZBROD et al .  l -979).

lz  ncnnm. I
QUANTITE DE VIRUS POSITIFS AUTEURS

Eaux Brutes
CANADA

Eaux Brutes
BAREEL€NE

95, l "  NPPUC/ I i t re
entéro et réovirus

ffi
entérovirus

237 rF/Litre I
Rotavirus

LOO % PAYMENT
et  a l .  0geo )

LOO %
BOSCH

Loo % | et ar. {+gc6 )

Eaux Brutes
CANADA

1 à  45  NPPUC/ l i t re
Virus entér ique

LOO % I PRYTVISI'IT Ct TRUDEL
( rges )

Eaux Brutes
New Zealand

1 , , 7 O  à  2 , 6 8
1og10 UFP/ l i t re

6 7 , 5  % LEWIS
e t  a I .  ( 1986 )

Eaux Brutes
SAO PAULO
Brés i1

O à 3300 UFP/l i t re
P o l i o ,  E c h o ,  C o x .

MARlTNS
et  a r .  ( rges)

Eaux Brutes
NANCY

Rotavirus 8 0 % SCHWARTZBROD
et  a l . (  rges)

Eaux Brutes

Miss iss ip i
U . S . A .

3 , 3  à  3 , 6  U F P / I SHELADIA
et  a l . ( r saz )

Eaux Brutes
Grande Bretagne

7'25OO UF'P/litre
57500 UFP/1itre

MORRIS
( rga+ )

Eaux Brutes
PRAGUE 56 % i 

'o'tfi::i et ar.
I

Eaux Brutes
Région Paris ienne 6 0 %

OtIVRARD
e t  a l . ( r g a z )

lableau no 2 - Virus et eanrx "sées brutes



QUANTTTE DE
VIRUS AUTEURS

Eaux épurées
apres ooues
act ivées

1,4  NPPUC/ l i t re
Entéro. et  Réovirus

PAYMENT
e t  a l .  ( r g a o )

Eaux épurées
après sédimenta-
t ion pr imaire

4 UFP/l i t re
Entérovirus
10 FF/l i t re
Rotavirus

8 7 %

7 5 %
BOSCH

e t  a l . ( r gao )

O,6 UFP/ l i t re
Entérovirus

6 , 7  F F l l i t r e
Rotavirus

T

5 0 %
BOSCH

e t  a l .  ( r gao )

Eaux épurées
après traitement
par la chaux

Eaux épurées
après trai tement
biologique

1 , 8 6  à  2 , 6 6
log UFP/Litre

rco% LEWIS
et  a l .  (  rSeO )

SHELADIA
et aI.  (  r-982 )

Eaux épurées
après

lagunage

0 , 6  à  3 , 4  U F P / l i t r e

I

Eaux épurées
après sédimenta-
t ion pr imaire

400 à 7L2OO UFP/l i t re MORRTS (1-984)

Eaux épurées
Athènes

50 à 7OO UFP/l i t re
Adénovirus

12O à 580 UFP/l i t re
Entérovirus

KRIKELIS
et  a l .  (  1986 )

Tableau no 3 - Virus et eanrx usées épurées

Les eaux  super f i c ie l les  ( f leuves ,  r i v iè res ,  Iacs ,  mers

reçoivent ainsi  des virus qui sont alors soumis à des inf luences diverses

inf luant sur leur devenir .  En fai t ,  Ia concentrat ion virale diminue sous

I re f fe t  de  la  d i lu t ion ,  de  I 'enso le i l lement ,  de  Ia  tempéra ture ,  de

Iroxygénat ion .  Cependant dans Ie mi l ieu hydrique les virus sont souvent

I iés à des éléments part iculaires. METCALF et aI .  (1984) montrent que 1es

entérovirus et les rotavirus présents dans les eaux drun estuaire sont

adsorbés préférentiellement sur des particules ayant un diamètre < O,3 U m

et d'après PAYMENT et aI.  (1988) Ies virus présents dans I 'eau de r iv ière

sera ien t  so i t  l i b res ,  so i t  assoc iés  à  des  par t i cu les  de  d iamèt re  <  O,25pm.



Cette adsorpt ion permet une protect ion des virus contre les agents

inact ivant et favorise leur survie. Les quant i tés de virus sont en

général  peu éIevées dans les eaux superf ic iel les (Tableau no 4 et Tabfeau

no 5).  Cependant i l  est important de montrer que les virus adsorbés sur

des part icules sont suscept ibles de sédimenter et de se déposer au niveau

des sédiments f luviaux ou marins (LABELLE et af .  1980).  Les quant i tés de

virus retrouvés dans ces deux mil ieux sont var iables comme lr indiquent

les résultats rassemblés dans le tableau no 6. Or ces sédimentsrdu moins

leur  couche super f i c ie l le , rson t  suscept ib les  d 'ê t re  fac i lement  remis  en

suspension et const i tuent ainsi  une source de contaminat ion à distance

tel le que le visual ise Ia Figure no 2 au niveau de Ia mer.

FOaMAnON O'AÉFOSOLS PAR
LES VAGU€S OÊFENIANTES

lilJ
- - - - - - i

dî,
( qI"

assocnnoil oes vtnus AvEc LEs
PANNCULES SOLIDES EN SUSPENSION

lgrobnet l. mi. .to Yiru.l

ACCUMUIITION P^R
LES MOLLUSOUES

LOnSOU'lLS S'ALIMEXIEIÎ

$

AEliORmOfl PAR t.ES Cru$ACÊS EÎ
tÊs PotssoNs sE l{ouRRlSSAl{Î

AU FOilD O€ I.A MEN

ACCUMU|INON DANS LES SÊDIMENÎS
lLû vtu| æ||i prararrtt f,t cotrcmûtrbd dul

aaava.a dmt La rildimtr eix dam l'.f,J ruriæmr.l

f D'après Mêfnick, J. L. & Geôe, C.P. tubtÈ He.hh Rcvicws,g: 185-213 (198Oll

.Figure no 2 - Devenir des virus
(RAO et

dans les systènes côtiers
at. 1986)

FOINÎ DE DÊVEFSEMENT
oEs ÉGou1s



AUTEURS
% ECHANT.
POSITIFS

1 n

QUANTITE DE
VIRUS

D M Z I A  e t  a l .
Tibre -  Rome Vi rus  de  I 'hépat i te  A ( r_e8e )

WALTER et al .
(1e8sF

Rivière E

R i v i è r e  S  ( R . D . A . )

0 , 5  à  8 , 5  N P P U C / L i t r e
Coxsackievirus et
Echovirus
2 à 56 NPPUC/l i t re

5 7 %

82 7o

Rio  Besos
( Barcelone )

1
l - , 4 . 1 0 -  U F P I l i t r e

(moyenne )
LOO % SCHWARTZBROD

e t  a 1 .  ( 1 9 8 7 )

Rio Llobregat
( Barcelone )

O ,7O IJFP /  l i t re
( moyenne )

8 3 % SCHWARTZBROD
e t  a l .  ( 1 9 8 7 )

Loire -  France
l - ,39  NPPUC/ l i t re

Po l io ,  Echo,  AdJno,
Coxsackievirus

LOO % L E  B R I S  e t  a f .
( 1s83 )

Rippol r iver
Besos r iver
(Barcelone )

15 ,5  NPPUC/ l i t re
l -6 ,2  NPPUC/ l i t re

6 8 %
8 7 %

BOSCH gt  a l .
( l_e86 )

Tableau no 4 - Virus et eau< de rivières

QUANTITE DE
VIRUS

% ECHANT.
POSITIFS AUTEURS

Eau de mer 0 ,3  à  7 ,3  UFP/ ] -OO 1
RAO

g t  a r .  ( r - 9 8 6  )

Eau de mer
U .  S . A .

3 à l-2 UFP/zsO r
Entérovirus

L 4 % RAO
et al .  (  l -984 )

Eau de mer r-r.9-r-000 vFP/250 I L 6 %
RAO et
MELNICK

Eau de mer
GOLFE-JUAN

(France )
HUGUES et al .

(1e88F

Tableau no 5 - Vinrs et eau de mer
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QUANTITE DE
VIRUS

% ECHANT.
POSITIFS AUTEURS

Sédiments fluviaux
Rio  Besos  e t
Llobregat
(Barcelone )

44 à rO OOO UFP/100
Entérovirus

LOO % SCHWARTZBROD
et aI.  (  r_9BB )

Sédiments marins
(Barcelone )

0,5 à 53 UFP/]_OO g
Entérovirus 48,4 %

SCHWARTZBROD
et al  .  (  r-988 )

Sédiments marins
(u .s .A.  )

2r-60 à 9830 UFP/IOO r
Entérovirus

RAO et  a l .
(1æ6f

Sédiments estuariens
(u .s .A.  )

2000 à 2o8o uFPiLoo I
Entérovirus

RAO et  a I .
(1566f

Sédiments marins
(u .s .A.  )

39 à 398 UFP/IOOO g
Entérovirus 4 7 %

RAO e t  a l .
( 16EZJ-

Sédiments marins
(u .s .A.  )

8OO à 38OO UFP/1-OOO g
Rotavirus 40 /,

RAO e t  a l .
( 1s84 )

t

Cette présence éventuel le de virus pathogènes pour Lthomme au

niveau des eaux de r iv ières, des eaux de mer, des sédiments f luviaux et

marins ainsi  que des boues résiduaires pose un problème de santé

publ ique

En effet ,  les eaux de r iv ière et de lac sont de plus en plus

ut i l isées pour produire, après des trai tements plus ou moins

soph is t iqués ,  de  l reau d 'a l imenta t ion .  De p lus ,  ces  mi l ieux  sont  u t i l i sés

cornme espaces sport i fs et  ludiques. I l  en est de même pour l reau de mer

gui,  par ai l leurs, const i tue le mi l ieu naturel  d 'élevage des frui ts de

mer (hultres et moules).
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Quant aux boues résiduaires, la plupart  du temps el les sont mises en

décharge, parfois ut i l isées en amendement agricole ou déshydratées par

act ion de la chaleur.  Dans les deux premiers cas, du fai t  de leur teneur

importante en microorganismes pathogènes, el les présentent un r isque de

contamination des cultures maraîchères en cas d'épandage et un risque de

pol lut ion des eaux souterraines comme Ie visual ise la Figure no 3.

PRÉc|PtrATtoNs 't
APruCAÎION AU SOL

rur1s
O'EAU
FOÎA6LE

coNoullE

---+

(D'après Melnick. J. L & G.rba, C. P. Pubtic heafth rcvicws, g: I 85-21 3 ( 1 98Ot ladailélt

Figure no 3 - Pénétration, survie et nigration des virus
dans les eaux soutemaines

(RAO et a].. 1986)

MAçONNERIE
PTJITS

Le devenir des virus entériques dans le sol

de pol lut ion des nappes phréat iques ont drai l leurs

nombreuses études (MC CONNEL et al .  1984 ;  SINGH et al .

e t  Ia  poss ib i l i te

f a i t  I ' o b j e t  d e

t_986 ) .

A ins i ,  D IZER

contaminée par des virus

l r e a u  e s t  d e  O , 5  m

in i t ia l lement  dans  l reau

et  a l .  (1984)  on t  es t imé que lo rsque I 'eau

est inf i l t rée dans Ie sol  et  que la vi tesse de

par jour,  noins de L % des virus présents

atteignent une distance de 8O cm en 50 jours.



Si  par  cont re  la  v i tesse  d ' in f i l t ra t ion  de  l reau es t  de  5  m

par jour, moins de L % des virus couvrent une distance de l-2 mètres en 50

jours. I Is montrent aussi  que les interact ions hydrophobes jouent un rôle

très important dans lradsorpt ion des virus et quren présence de

surfactants I 'adsorpt ion virale dans 1e sol est t rès nettement diminuée.

Par ai l leurs JANSONS et al .  (1989 b).  rapportent que les eaux

usées contenant de nombreux types de virus associés à du matér iel

organique et possédant des propriétés di f férentes, i1 est di f f ic i le de

trouver un sol  qui  puisse adsorber avec la même eff icaci té tous les virus

entér iques. I ls montrent aussi  que I 'adsorpt i .on dans le sol  ne provoque

pas obl igatoirement une inact ivat ion virale et que cette adsorpt ion peut

ê t re  révers ib le .

Par contre selon BITTON et al .  (L984) les entérovirus sont

rapidement inact ivés dans le sol .

De même PANCORBO et al .  (1988) étudiant le transport  du

poliovirus de type l- dans une cglonne de sof traitée avec des boues

déshydratées condit ionnées avec des polyélectrolytes ou condit ionnées

chimj-quement puis lessivées avec des eaux de pluie naturel les, constatent

une imrnobi l isat ion des virus.

Au niveau des boues les taux de virus sont var iables (Tableau

no 7).  I ls var ient selon Ia nature de boues, le procédé qui est à

I 'or igine de leur product ion et les , t rai tements, ajouts ou

transformations qu'el les ont subi (SATTAR et bJESTWOOD 1979).

Le Tableau no 8 indique la concentrat ion virale détectée dans

trois types de boues par di f férents auteurs.

De même selon SCHWARTZBROD et al .  (1986) les pourcentages

dféchant i l lons posit i fs en virus sont de LOO % dans les boues fraîches et

dans les boues biologiques, de 44 % dans les boues digérées et de 10 %

dans les boues déshydratées. Les opérat ions de digest ion de

conditionnement et de déshydratation des boues ont donc un effet négatif

sur Ia survie des virus
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J  % ECHANT.
I QunmrrrE DE vrRUS I eosrtrrs
I

_ l

Boues bruteJ après | . I
décantat ion pr imai re lT,T.LO'  (moyenne) / roO g;  90 %
(Barcelone)  I

_ l
I  ao.3 NPPuc/ l i t re  |  94 %
I nntéro.  e t  Réo.  I
I
I

Boues brutes i tazs uFP g-1

I
I

Boues digérées j zro uFP g-1
I

wi@lLoo%
Boues act ivées " |  115 (moyenne) |  LOO %
Boues digérées " |  30 (moyenne) |  44 %

AUTEURS

SCHWARTZBROD
e t  a l .  ( 1 9 8 7 )

PAYMENT
e t  a l .  ( 1 9 8 6 )

GODDARD
e t  a l .  ( 1 9 8 1 )

SCHWARTZBROD
e t  a l .  ( 1 9 8 6 )

Boues après sêdimen-l gaz6 UFP/ke I Loo %
tat ion pr imaire I  Entéro.
(Barcelone) | r-r-4ooo FFlke I Loo %

I nota.

2 5 %
lment par la chaux I nntéro. I

I

@iæ
(Barce lone)  |  766 FF lkg

I  Rota .
I

- l

Boues de lagunage I n
(France)  I  2 ,4  ro -  NPPUC/r i t re

I

L 4 %

BOSCH
et  a l .  (  l - 986  )

BOSCH
et  a l .  (  r - 986  )

CARRE
e t  a l .  ( 1 9 8 6 )

Tableau rto 7 - Virus et boues résiduaires

AUTEURS
lBoues pr ima i res lBoues b io log iques lBoues d igérées

UFP/1 UFP/T UFP/I

BERG et BERMAN ( l-980) 3800 - 1 16000 400 - 4100

BERMAN et aI . ( l-981- ) 270 - 23200 150 - 82r_O

BRASHEAR et WARD (1982) 10000 - 14oo0o

WULLENWEBER et JORET
( t_s83 ) 6 -7 r

GOYAL e t  a l .  (1984 b) 1_32 - 9303 4 -zLO

Tableau no 8 - Quantité de virus entériques dans les boues
au cours du traitenent
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Si les virus sont bien présents dans les di f férents mi l ieux

hydriques, i l  est nécessaire de connaître leur durée de survie pour

effectuer une est imation des r isques de contaminat ion pour I 'homme.

La survie des virus a êté étudiée dans les eaux par de

nombreux auteurs. Ainsi  SCHIÀIARTZBROD et al .  ( f -975) ont montré la très

grande résistance des virus pol iomyéIi t iques dans de . l - reau tamponnée

stér i Ie.  En effet ,  la survie du pol iovirus de type 1 est de 296 jours

pour une température comprise entre 18oC et 23oC. A +4oC le processus

d' inact ivat ion est considérablement plus lent puisque, en partant d 'une

eau contenant 105 NPPUC/l i t re,  les auteurs ont calculé qu' i I  faudrai t

entre l -O et 15 ans pour obtenir  Ia dispari t ion de la total i té des

par t i cu les  in fec t ieuses  présentes  dans  l reau.

BIZIAGOS et al .  (1988 a) comparant la survie des pol iovirus et

du virus de I 'hépat i te A dans de I 'eau de Volvic rapportent que les deux

virus persistent t rès longtemps à +4oC et qu'après un an leur

inactivation est très faible; Par contre à Ia température du laboratoire,

le pol iovirus de type 1- n 'est plus détecté après 3OO jours alors que Ie

virus de 1'hépat i te A est toujours présent sous forme infect ieuse.

Dans les eaux souterraines la durée de survie des virus Echo

6, 11 et 24, du virus coxsackie 85 et du pol iovirus de type l-  a été

déterminée par JANSONS et al .  ( l -989 a).  Cette survie est var iable et

dépend de la température, de 1'oxygène dissous et sans doute de 1a

présence de microorganismes.

C 'es t  le  v i rus  Echo 6  qu i  s res t  révé lé  le  mo ins  s tab le  a lo rs

que Ie pol iovirus étai t  le plus résistant.

Dans les eaux de r iv ière, la stabi l i té du pol iovirus var ie en

fonet ion  de  I 'enso le i l lement  e t  de  la  tu rb id i té .  En I 'absence de  lumière

so la i re ,  }e  taux  dr inac t iva t ion  var ie  de  O,71 à  O,8O 1og10 par  jour  a lo rs

quren présence de lumière solaire ce taux var ie de 1-133 dans une eau très

turbide à 2,38 log par jour dans une eau de faible turbidi té (HURST

198e ) .
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En eau de mer Ia survie des virus entér iques est pJ-us courte

puisqurel le a étê est imée en moyenne à 6 jours avec des extrêmes de 1- à

23 jours. RAO et aI.  (1-984) nront pas retrouvé de pol iovirus et de

rotavirus ensemencés dans lreau de mer après 9 jours. De même, le virus

coxsackie A9 était indécel-able après 2 jours alors que les virUs Echo 1 '

coxsackie B3 et Ie pol iovirus persistaient dans I 'eau de mer

respec t ivement  4 ,6  e t  10  jours .  En fa i t  la  surv ie  des  v i rus  dans  les

eaux est largement influencée par un certain nombre de facteurs tels que

]e pH, le chlore, Ia dureté (PANCORBO et al .  1987),  la température (WARD

et  a l .1986 ;  RAPHAEL e t  a l .  1985) ,  la  p résence de  mic roorgan ismes,  du

taux d'oxygène dissous (t lJARD et al .  L986 ;  JANSONS et al .  l -989 a) 'de

I 'ac t i v i t5  a lga le  e t  de  la  p rédat ion  des  pro tozoa i res  (BLOCK l -983) .

( F i g u r e  n o  4 ) .

(- r'*.niili:""{-D
Ef f et réciproque

Figure no 4 - Facteurs affectant la survie desvirus dans lrenvironnement
(draprès BLOCK 1983)

Eff et direct

Virug

Activité algale
Protozoaires

Prédation
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Au niveau des boues WARD et ASHLEY (1976) constatant

I ' inact ivat ion du pol iovirus dans les boues digérées évoquent la présence

de const i tuants virucides dans les boues digérées qui ne sont pas

présents dans les boues brutes.

FENTERS et al .  (1979) ont constaté un rôle inact ivant du

surnageant des boues sur les entérovirus.

TRAUB e t  a l .  ( l -986)  on t  é tud ié  l r in f luence de  Ia  d iges t ion  e t

de I 'é lévat ion de température des boues sur Ie devenir  des virus. I Is

montrent que la fermentat ion thermophi le à 6OoC about i t  à une diminut ion

de 3,5 log/heure du t i t re de bactér iophage f2 tandis que la digest ion

thermophi le à 54,5oC provoque seulement une chute du t i t re de L,2

log/heure. Pendant Ia digest ion mésophi le Ie taux d' inact ivat ion est

réduit  à 0,04 log par heure.

A I  '  inverse de lr inf luence néfaste sur Ies virus de

lrélévat ion de température des boues (SANDERS et al .  L979),  Ia survie de

ceux-ci  est

1-988 ) .

favorisée si res uoues 
";; t  

; ; i ; i ; ; ; ;" à  + 5 o C  ( B E R G  e t  a l .

De plus l r inact ivat ion des virus dans les boues est accrue par

la déshydratat ion. BRASHEAR et WARD ( l-983) ont en effet  montré que la

diminut ion de Ia concentrat ion en eau entraîne une perte de

I ' in fec t ios i té  des  v i rus .

Enf in SCHWARTZBROD et MATHIEU (1986) ont montré qu'après un an

de stockage en décharge des boues semi-déshydratées ne contenaient plus

d'  entérovirus.

Pour ce qui est des sédiments marins, la survie des virus

entér iques peut y être très longue puisque GOYAL et aI .  (1984 a) ont

rapporté que des entérovirus survivaient plus de L7 mois dans des

sédiments contaminés par des boues le long de la côte Est des Etats-Unis.

LIEITJ et GERBA (1-980) ont d 'ai l leurs montré que les sédiments

marins étaient suscept ibles de protéger 1es virus contre I ' inact ivat ion.

D'après GERBA et GOYAL (1-988) en présence de sédiments, le taux

d' inact ivat ion des virus est 4 à 5 fois plus faible que dans lreau de mer

surnageante.
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A L' issue de cette brève étude bibl iographique, i l  apparaît

que les virus sont très présents dans le mi l ieu hydrique et que les boues

provenant de l 'épurat ion des eaux usées ainsi  que les sédiments f luviaux

et marins const i tuent un important réservoir  de virus. Ce1ui-ci  peut

être à I 'or igine de l-a contaminat ion des produits maraîchers à Ia sui te

de lrépandange des boues mais aussi des eaux superf ic iel les notamment des

eaux de mer où sont élevés des fruits de mer, représentant ainsi un

danger évident pour la santé des consomrnateurs. (LANDRY et al .  l -g83).

Dans ces condit ions, i l  est important que ces mi l ieux puissent

être analysés et survei l lés régul ièrement sur le plan virologique et que

des techniques de détect ion sensibles et f iables soient mises à Ia

disposit ion des analystes. De nombreux travaux ont déjà été réal isés sur

ce sujet sans que ni  pour les boues, ni  pour les sédiments, des technlques

performantes aient été proposées.

t



.I I - RECHERCHE DES VIRUS DA|{SLES BOUES

ET LES SEDII{fl{TS
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Dans les boues et les sédiments i l  est admis que les virus

sont adsorbés aux part icules sol ides const i tut ives de ces mi l ieux.

Ceci a êtê démontré par de nombreux auteurs parmi lesquels

LUND ( l_971) ,  BERG (1973) ,  B ITTON (1975) ,  IT IARD e t  ASHLEY ( l -976) ,  ABID

a I .  ( 1 9 7 8 ) .

e t

al .  L976)

virus-boue

des so l ides

Décrite par certains auteurs comme une inclusion

ou comme une adsorption (SCHAUB et SAGIK L975),

est dt intensité var iable selon les types de virus

(WELLINGS et

la  l ia ison

et la nature

(SOBSEY e t  a l .  1980 e t  HURST e t  a t .  l -98O a) .

GERBA (fgea) a étudié l -es mécanismes et les facteurs

inf luençant I 'adsorpt ion des virus sur les surfaces des sol ides. I I

montre que les virus entériques se comportent comme des particules

col loidales. Les zones hydrophobes présentes sur les virus et les sol ides

jouent un rôIe significatif dans le mécanisme dladsorption des virus aux

surfaces.

SHIELDS et FARRAH (1983) pensent que, à di f férents PH,

I ' importance relat ive des interact ions électrostat iques et hydrophobes

var ie .  Pour  ces  au teurs ,  I 'add i t ion  de  ca t ions  ou  l ré Iéva t ion  du  pH es t

capable de rompre Ies interact ions électrostat iques et de réal iser ainsi

l -  t  élut ion des virus. I Is ont de plus montré que fes substances

chaotropiques et les composés non ioniques comme I 'urée et Ie tween 80

interviennent aussi pour rompre ces interactions hydrophobes.

Ltadsorpt ion des virus et leur survie à I 'état adsorbé sont

fonction de nombreux éléments tels que Ie type de virus, la nature et Ia

charge du support, le pH du nilieu, Ia présence de matières organiques et

d' ions en solut ion dans le mi l ieu. Enf in i l  a êtê mis en évidence que

certains const i tuants du sol  et  du mi l ieu hydrique réal isent soi t  une

act ion de protect ion, soi t  une inact ivat ion des virus f ixés sur Ies

part icules sol ides de boues et de sédiments.
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La première étape de La recherche des virus dans ces mi l ieux

consiste donc à rompre ces l ia isons virus-sol ide et à l ibérer l -es

part icules virales de leur support .  Crest la phase d'extract ion-élut ion.

Lranalyse virologique drune boue ou d'un sédiment comportera

en fai t  t rois étapes :

-  Extract ion-éIut ion des virus

- Concentrat ion des virus

- Mise en évidence et ident i f icat ion des virus
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II.1 - ETAPE D'EXTRACTION-ELUTION

ElIe est réal isée à I 'a ide de divers trai tements physiques '

mécaniques ou chimiques en présence d'une solut ion éluante.

Les méthodes se di f férencient Par :

- La nature de la solution éluante : solutions de protéines

(sérum de veau,  la i t  éc rémé,  ex t ra i t  de  boeuf . . .  )  ou

so lu t ions  d 'ac ides  aminés  (g lyc ine ,  l ys ine . . . )  à  d iverses

concentrations

-  par  le  pH dré lu t ion

- par les moyens mis en oeuvre pour favoriser cette élution

lors de I 'homogénéisat ion des part icules sol ides dans

l 'éIuant (agi tat ion magnétique, sonicat ion. .  -  )  .

II.1.1 - ELUTION DES VIRUS A PARTIR DES BOT]ES

I I .L.1.1 -  Nature et pH de lréluant

Les solutions éluantes sont très nombreuses et leur

comoosit ion est t rès var iée.

Pour tenter de décrocher les virus adsorbés sur des boues

brutes SATTAR et WESTWOOD (L976) ont êtudié I 'ef f icaci té de diverses

solutions de protéines préparées en solution saline dont le pH final

é ta i t  compr is  en t re  7 ,2  e t  7 ,5 .  :

- Hydrolysat de caséine à 3 %

- Hydrolysat de lactalbumine à 3 %

- Solut ion drextrai . t  de boeuf à 3 %

- Sérum de veau foetal à LO %
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Si  I 'emplo i  d 'hydro lysa ts  de  casé ine  ou  de  lac ta lbumine s 'es t

révéIé ciécevant,  pêr contre la solut ion d'extrai t  de boeuf 3 % et le

sérum de veau foetal à LO % ont donné des résultats intéressants. Sur

vingt échant i l lons di f férents de boues brutes, la solut ion drextrai t  de

boeuf a ainsi  permis l 'é lut ion de virus dans quinze cas (soi t  75 %) et le

sérum de veau foetal  dans dix neuf échant i l lons soi t  95 %.

SUBRAHMANYAN (L977) cherchant à déterminer la persistance

d'entérovirus ajoutés à des boues, extrai t  les virus par élut ion avec une

solut ion sal ine addit ionnée de 2 % de sérum de veau foetal .

L 'expérimentat ion est menée avec des solut ions à des pH variant de 6'5 à

9,5. Les résultats montrent que Ia mei l l -eure élut ion est obtenue à pH=9,5

(32 % de virus récupérés) alors que pour des pH infér ieurs les quant i tés

de virus retrouvés sont très faib]es.

COLLIN (1977) dans un travai l  expérimental  sur des boues

aetlvées €€npare, pour la désorption de poliovirus injectés dans un litre

de boue, drune part  un tampon phosphate à pH=7 et d 'autre part  une

so lu t ion  d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  3  % pH=9.  Les  résu l ta ts  expr imés en

pourcentage de part icules virales récupérées sont décevants avec Ie

tampon phosphate  (3 ,6  % à  8 ,25  % de récupéra t ion) ,  ma is  i l s  son t  t rès

élevés dans le cas de l 'é lut ion avec Ia solut ion d'extrai t  de boeuf à 3 %

pH=9 pu isqut i l s  s 'éche lonnent  de  57  % à  3OO %.

GLASS et al .  ( l -978) ont ut i l isé pour éluer des pol iovirus

ajoutés à des boues digérées une solut ion drextrai t  de boeuf à 3 % à

trois pH di f férents :  pH=9, pH=l-O et au pH naturel  de Ia solut ion.

L'él ' ' t i^n a pH lrat . , reP de \a salul '1on d'?xtrai l '  de bpelr f  ddlne les

mr-iI\eucs r€sultats (47 %) alors que à pH=9 et l-O les pourcentages sont

respectivement de 30 % et 34 %.

Pour étudier la destruction des virus au cours du traitement

des boues par digest ion anaérobie mésophi le et thermophi le '  BERG et

BERMAN ( l_98O) se servent,  pour l 'é lut ion des virus, d 'une solut ion

drextrai t  de boeuf à une concentrat ion de 10 % dans un tampon Mc I lvaine

pH=7 (0 ,05  M NaTHPOO + ac ide  c i t r ique  Qs PH=7) .
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De même BERMAN et al .  (1981-) ut i l isent une solut ion d'extrai t

de boeuf à LO % pH=7 pour mettre en évidence les virus indigènes présents

dans trois sortes de boues :  boues pr imaires, boues act ivées et boues

digérées par digest ion anaérobie mésophi le.  I ls comparent Irélut ion sur

des boues acidi f iées à pH=3,5 et adddit ionnées de cat ions di-  ou

trivalents par rapport à une boue non traitée. Les quantités de virus

obtenues sont supérieures si l-es boues sont préalablement additionnées de

MgtJl ,  (concentrat ion f inale de 0,05 M) ou de AlCl3 (concentrat ion f inale

O,OOO5 M)  e t  ac id i f iées  à  pH=3,5 .

FARRAH et  a l .  (1981- )  met ten t  en  év idence l re f f i cac i té  d 'une

solut ion d'urée 4 M et de lysine I  % pH=9 pour éluer des pol iovirus

ajoutés à di f férentes boues issues de stat ions drépurat ion.

L'expérimentat ion est réal- isée comparat ivement avec d'autres solut ions

éluantes. Les résultats (  Tableau no 9 )  montrent quravec cette solut ion,

70 % des part icules virales ajoutées sont récupérées et que lref f icaci té

de cette solution urée 4 M-Iysine L % pH=9 est très proche de cel-le de la

solut ion d'extrai t  de boeuf à 3 % pH=9 (75 % de récupérat ion)-
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ELUANT
POURCENTAGE DE

VIRUS ELUES

Solution d'extrait de boeuf 3 % pH=9 t 5

Solut ion de 0,5 % de caséine isoéIectr ique pH=9 58

Solut ion à 3 % d'hydrolysat acide de caséine pH=9 38

Solution de glycine à 3 % pH=9 2L

Solut ion à 3 % de lysine pH=9 20

S o l u t i o n  à 3 %  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  p H = 9 r_9

Solution de dodeeylsulfate de sodium à O,l % l u

Solut ion à 0,1- % de bromure de Cetyl tr imethylammonium

Solut ion à 0,1- % de tween 80

Solut ion drurée 2 M - 1 % lysine pH=9 36

Solut ion d'urée 4 M - 1 % lysine pH=9 70

Solut ion drurée 6 M - 1- % Iysine pH=9 22

Tableau no 9
solides

Elution
de boues

des poliovirtrs adsorbés anrx particules
1e81)(draprès FARRAH et al.
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Afin dranalyser Ia survie des virus infect ieux dans des boues

brutes et digérées, GODDARD et aI.  (  1-981 ) préfèrent ut i l iser pour

l 'éIut ion des virus une solut ion de lai t  écrénê à L %.

La méthode précon isée par  I 'E .P .A.  (1 -984)  cons is te ,  après

addit ion de chlorure d'aluminium (concentrat ion f inale O,0OO5 M) et

acidi f icat ion à pH=3,5 de la boue, à éluer les part icules virales avec

une solut ion d'extrai t  de boeuf à LO % tamponnée à pH=7.

SCHEUERMANN et aI.  ( l -986) étudiant comparat ivement plusieurs

méthodes d 'é Iu t ion ,  p roposent  I ru t i l i sa t ion  d 'une so lu t ion  é luante

const i tuée de sodium-tr ichloro-acétate 1 M-lysine 0,1- M à pH=9 (TCA-

Iysine).  Pour Irétut ion de pol iovirus ajoutés à des boues digérées la

procédure TCA-lysine permet d'obtenir  des pourcentages de récupérat ion

t r è s  é l e v é s  ( 8 2  % ) ,

NIELSEN et LYDHOLM (1-980) ont testé trois méthodes d'élut ion

des virus dans les bgues fraÎches et digérées :

-  Préc ip i ta t ion  à  pH=3,5  par  I 'ac ide  ch lo rhydr ique su iv ie

d'une éIut ion par une solut ion d'extrai t  de boeuf à 1-O %

PH=7
- Précipi tat ion par I 'a lun suivie drune élut ion par un tampon

Tris à PH=9
- Elut ion simple par une solut ion d'extrai t  de boeuf à l -O %

pH--7

Avec les techniques de précipi tat ion soi t  en mi l ieu acide,

soi t  par l ralun, Ies pourcentages dtéchant i l lons posit i fs sont

respect ivement de 57 % et de 55 %. Quant à I 'é lut ion avec Ia solut ion

dtextrai t  de boeuf sans précipi tat ion, son rendement est légèrement

inférieur avec 44 % de prélèvements positifs.

Enf in drautres éluants corrune Ireau dist i l lée (TURK et aI.

1980),  Ie boui l lon tryptose phosphate (MOOREet  a I .  1978) ,  le  laury l

sulfate de sodium à la concentration de 0,1 % dans du tampon glycine

O,O5 M pH=7,5 (ABID et al .  l -978) et le fréon (BRASHEAR et WARD l-982) ont

été employés pour éIuer les virus f ixés sur les boues.
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II.1.1.2 - Proportion de boues et de solution éIuante au cours de

I | éIution

Un autre paramètre entrant en jeu dans lrextract ion des virus

est la proport ion de boues sol ides ou l iquides mise en contact avec la

solut ion éluante ut i l isée.

GLASS et al .  (1-978) mettent en suspension 10 g de sol ides dans

200 mI  d 'une so lu t ion  d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  3  %.

BERMAN et aI.  ( l -981-) ut i l isent,  pour éIuer,  ur volume de

solut ion d 'ext ra i t  de boeuf  ident ique au volume or ig inal  de I réchant i l - lon

de boue.

GODDARD et aI.  (1-981-) di luent 20 ml de boues brutes ou 40 mI

de boues digérées dans 2OO ml de solut ion de l-ai t  écrémé.

La méthode utilisée par $CHEUERMAII et al. (19S6) eomporte un

mélange du culot de boues à 5 vofumes de solut i .on TCA-Iysine.

De même HURST et GOYKE (1-986) préconisent un rapport  de 1 sur

5 entre le volume de part icules sol ides à trai ter et  l -e volume d'éfuant

enployé.

SHIMOHARA et al .  (1986) ont ut i l isé 3 volumes di f férents de

solut ion éIuante pour extraire des pol iovirus ajoutés à des boues

act ivées z 25, 50 et 1-OO ml,  le volume de boue étant dans tous les cas de

50 ml.  I ls obt iennent un rendement maximum lorsque l-OO ml de solut ion

éluante sont ajoutés à 50 ml de boues.

L'act ion des éluants est compTétée par l rut i l isat ion de

procédés physiques ou mécaniques ayant pour but draider Ia dispersion et

I 'homogénéisat ion de Ia boue dans la solut ion éluante. Les procédés

décri ts dans la l i t térature sont très var iés.
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II.1.1.3 - lechniques drhomogénéisation

Sur des boues contaminées art i f ic iel lement,  HURST et al .

(1978) ont essayé 2 éluants di f férents associés à 2 trai tements physiques

dif férents :  soi t  I tact ion des ul trasons, soi t  l ragi tat ion magnétique ;

les deux éluants étant :  Ie tampon glycine 0,05 M pH=1-1,5 et une solut ion

d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  3  % pH=9,5 .  I l s  cons ta ten t  que le  type  d 'ag i ta t ion

inf lue sur les résultats.

Ainsi  avec la solut ion de glycine, un trai tement aux ul trasons

permet d'obtenir  un pourcentage de récupérat ion de virus de lrordre de 4

à 8 % aLors quravec Ie même éIuant et une agitat ion magnétique, la

récupérat ion virale s 'échelonne de 5g à 86 %.

Avec la solut ion drextrai t  de boeuf,  de bons résultats sont

observés sur les échant i l lons soumis à un trai tement par les ul trasons :

(de 36 à 66 % de virus élués) alors quravec une agitat ion magnétique les

pourcentages de virus retrouvés var ient de 2L % à 46 %.

TURK e t  a I .  ( l -980)  d ispersent  les  boues :

-  soi t  par agitat ion magnétique

- soi t  par agitat ion violente dans un mixer

- soi t  par act ion des ul trasons

quelque soit  Ie type de boues, fraîches ou digérées analysées,

les mei l feurs résultats sont obtenus quand 1'homogénéisat ion est réal isée

par mixage.

De nombreux

BERMAN (]-98O), BERMAN

D ' a i l l e u r s ,

le protocole préconisé

auteurs ut i l isent l ragi tat ion magnétique :  BERG et

e t  a I .  (1981- ) ,  SCHEUSRMANN et  a I .  (19e6) .

c 'es t  l rag i ta t ion  magnét ique qu i  es t  u t i l i sée  dans

p a r  l t E . P . A .  ( 1 9 8 4 ) .

Dans Ia méthode de

nombreuses études comparatives

1 |  homogénéisat ion est réal isée

d' une ul trasonicat ion.

GLASS et a l .  (1978) ,  repr ise  dans  de

(BRASHEAR

dans un

et hIARD L982, GOYAL et al .  (1984 b)

mixer (polytron mixer) et  suivie
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De même SCHWARTZBROD et MATHIEU

à une ul trasonicat ion.

( 1 9 8 6 )  a s s o c i e n t  I ' a g i t a t i o n

magnétique

physiques différents :

- Agitation magnétique

- Sonicat ion

- Homogénéisat ion

pour éluer les pol iovirus à

so lu t ion  drex t ra i t  de  boeuf  à  3  % pH=9.

trois techniques ont une eff icaci té

dr in f luence sur  les  résu l ta ts .

SHIMOHARA e t  a l .  (1986) ont comparé trois trai tements

part i r  de boues act ivées avec une

Or ces auteurs rapportent que les

s i m i l a i r e  e t  o u r e l l e s  n ' o n t  p a s

rI .1.2 -  ELTITION DES VIRUS A PARTIR DES SEDIIIENTS

Les méthodes ut i l isées pour rompre Ia l ia ison virus:sédiment

sont basées sur les mêmes pr incipes que cel les décri tes pour les boues.

Après contaninat ion art i f ic iel le par du pol iovirus de type L

de séd iments  mar ins ,  B ITTON e t  a I .  (1982)  on t  comparé  I 'e f f i cac i té  de  d ix

solut ions éIuantes di f férentes pour désorber ce virus à part i r  de

sédiments marins sableux.

La quantité de sédiment analysée était de l-O g incorporés dans

30 m]  d ré luant .

Les pourcentages d'élut ion les plus élevés sont obtenus avec

une solut ion d'urée 4 M-lysine O,O5 M pH=9 et avec une solut ion de

tr ichloroacétate de sodiurn 0,6 M-glycine O,O2 M pH=9 (Tableauno LO ).
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ELUANT
POURCENTAGES DE

RECUPERATION
(MOYENNE )

So lu t ion  d 'u rée  4  M- lys ine  0 ,05  M PH=9

Solut ion TCA O,6 M-glycine O,O2 M pH=9 4T

Sol-ut ion à 2 % de caséine isoélectr ique pH=9 35

Solut ion à L % de caséine isoélectr ique pH=9

Solution de lait écrémé L % pH=9 L 6

Solution de substances humiques pH=9 t_ 1_

I Sotutio:r de pyrophosphate de sodiurn à O,3 % BH=9
I

t_1

Solut ion d'extrai t  de boeuf à 3 % pH=9

Sérum de veau foetal à IO % en PBS pH=9

Eau d is t i l l ée 1 ' 6

So lu t ion  de  g lyc ine  0 ,25  M -  O,O5 M EDTA pH=1 l L 2

lableau no 10 - Elution de poliovirus tlrpe 1 à partir de
sédinent marin (d'après BITTON et aI. 1982)
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TSAI et aI .  (1983) ont étudié plusieurs paramètres de

1rélut ion sur deux sortes de sédiments qui se di f férencient par leur

composit ion en sable et en l imonr uDê contaminat ion art i f ic iel le a êtê

réal isée avec deux entérovirus :  1e Coxsackie virus B3 et Ie Pol iovirus

type 1- sur 10 g de sédiments.

Plusieurs éléments se dégagent de leur étude :

-  L. ' inf luence du tampon, du pH et de Ia concentrat ion de

lrextrai t  de boeuf sur les pourcentages de récupérat ion :  la mei l feure

élut ion est obtenue avec de lrextrai t  de boeuf 3 % pH=9 en tampon TRIS

0 , 2  M .

- Les résultats sont amél iorés en supplémentant la solut ion

drextrai t  de boeuf avec du sodium dodecylsul fate (0,025 %) ou de sérum de

veau nouveau-né (LO %).

-  La comparaison de six éluants di f férents avec les deux

sortes de sédiments et avec chaque virus montre, dans tous les cas, que

les  so lu t ions  de  la i t  éc rémé O,5  % e t  de  g lyc ine  à  0 ,25  M pH=1-1-  sont  de

moins bons éIuants que les solut ions d'extrai t  de boeuf 3 % pH=lO' de

caséine isoélectr ique pH=9 ou de boui l lon nutr i t i f  4 % pH=7,5.

JOHNSON et  a l .  (  fga+)  u t i l i sen t  auss i  Ia  contaminat ion

art i f ic iel le avec trois entérovirus di f férents :  le pol iovirus type 1 '  Ie

coxsackie virus 81 et I 'dchovirus type 11, f ixés sur des sédiments

' res tuar iensr r ,  d i f fé ren ts  par  leur  compos i t ion  en  sab le ,  a rg i le  e t  l imon.

Parmi quatre solut ions éluantes testées :

-  boui l l -on nutr i t i l  4 % pH=7,5

- boui l lon nutr i t i l  4 % pH=9

- solut ion drextrai t  de boeuf à 5 % pH=9

- solut ion de caséine isoélectr ique à 5 % pH=9

la solut ion de caséine permet d'obtenir  les pourcentages de

récupéra t ion  les  p lus  é levês  (2q  % cont re  7 ,3  %,  
' l ,O  % e t  l -3 ,6%) .

Si cette solut ion de caséine est supplémentée avec de Ia

Iécithine, le nombre de virus éIués est augrnenté ; la comparaison de
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léci thine de diverses natures montre que les meif leurs résuftats sont

obtenus avec une solut ion de caséine associée à 3 % de léci thine

semi -pur i f iée  ex t ra i te  de  gra ines  de  so ja  (57 ,6  %) .

De même ITJAIT et SOBSEY (1-983) ont montré que I 'a jout dragents

chaotropiques tels que le nitrate de sodium (Z M) augmente le taux de

récupérat ion virale quand i ls sont ajoutés à une solut ion dtextrai t  de

boeuf à 3 %.

Les pourcentages les plus élevés (7L %) sont obtenus à pH=5,5

( 4 2  %  à  p H = 6 , 5  e t  4 6  %  à  P H = 7 , 5 ) .

Les agents chaotropiques associés à des protéines comme

I'extrai t  de boeuf seraient de bons éluants et permettraient de

travai l ler à pH bas (GERBA l-984).

Lors d'une étude sur Ia présence et Ia survie d'entérovirus

humains dans I 'océan At lant ique au niveau de deux sl tes où ont été

déposées des boues provenant de stat ions d'épurat ion (GOYAL et aI .  L984a)

l rana lyse  des  séd iments  a  é té  réa l i sée  par  é fu t ion  e t  mise  en  suspens ion

de 3OO à 400 g  de  séd iments  dans  5  vo lumes (1 ,5  à  2  L )  d 'une so lu t ion

d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  6% pH=1O,5 .  Sur  213 échant i l lons  ana lysés ,  L2  % se

sont révélés contenir  des entérovirus.

I1 apparal t  donc que les techniques drélut ion préconisées sont

très var iées mais qurel les sont très proches de cel les rapportées pour

les boues. Eltes sont fondées sur une élut ion généralement réal isée à pH

alcal in avec des condit ions drhomogénéisat ion et de di lut ion très

variables selon les auteurs.

Toutefois récemment BERG et SULLMN ( 1988) recommandent

I 'é lu t ion  à  pH neut re  p lu tô t  qu 'à  pH a lca l in .  En e f fe t ,  i l s  on t  mont ré

qutune solut ion d'extrai t  de boeuf LO % pH=7,2 étai t  plus eff icace pour

1 'é lu t ion  des  v i rus  f i xés  sur  les  par t i cu les  so l ides  drun  mélange de

boues pr imaires et de boues act ivées, euê la même solut ion ut i l isée à

p H = 9 , 2 .
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TT.2 - COIICEilTRATIOil DES VIRUS

ia plupart  des techniques drextract ion-élut ion décri tes pour

Ies boues et l -es sédiments permettent d 'obtenir  un éluat de volume

relat ivement important dont I ' inoculat ion totale est impossible sur

cultures cel lufaires. Par ai l leurs les concentrat ions virales sont

souvent  fa ib les ,  i l  es t  donc  u t i le  de  rédu i re  Ie  vo lume de l 'é Iua t  a f in

de concentrer les part icules virales éventuel lement présentes sous un

plus pet i t  volume et ainsi  augmenter les chances de mettre en évidence

les  v i rus .

Cette concentrat ion peut être réal isée par di f férents procédés

mais le plus ut i l isé est celui  fondé sur Ia f loculat ion organique de

solut ions contenant des protéines. Cette méthode a été recommandée comme

technique standard de reconcentrat ion (npnn 1980).

EI le consiste à acidi f ier une solut ion protéique tel fe qu'une

so lu t ion  drex t ra i t  de  boeuf  jusqu 'à  un  pH in fé r ieur  à  son po in t

isoélectr ique I I  se forme alors un précipi té protéique à I ' intér ieur

duquel les part icules virales sont piégées. Après centr i fugat ion, les

virus sont récupérés par dissolut ion du f loc dans quelques mit l i l i t res

d 'un  tampon phosphate  pH=7,2  (Na,HPAA O,1-5  M) .

Cette méthode est t rès ut i l isée soi t  lorsque les éIuats sont à

base d'extrai t  de boeuf,  soi t  après addit ion drextrai t  de boeuf à une

solut ion non protéique, soi t  en présence d'une solut ion de lai t  ou de

caséine ( ef  f tON et al  .  1-979 ) .

Le maximum de f loculat ion est obtenu à pH=3,5

de boeuf (KATZENELSON et aI.  1-976, GOYAL et al .

avec la solut ion

1 9 8 4  b )  e t  d e  4 , 5d I  ext ra i t

avec une so lu t ion  de  la i t  éc rémé (GODDARD et  a l .  l -981) .
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EIte donne de bons résultats mais de nombreux auteurs ont

signalé drune part  les résultats di f férents seion les virus recherchés

(UOnnfS et I/AITE l-980 ; KEDMI et FATTAL 1981- ; GUTTMN-BASS et NASSER

1984) ,  d rau t re  par t ,  i l  es t  apparu  que Ia  qua l i té  de  I 'ex t ra i t  de  boeuf

étai t  prépondérante pour Ia réussi te de cette technique.

SAFFERMAN et al . (1988) ont observé des modif icat ions dans

l e  l o t  e t  I ' o r i g i n eformation du f loc avec de I 'extrai t  de boeuf selon

ce produ i t .

HURST et al .  ( i -984) préconisent de tester systématiquement

chaque lot  d 'extrai t  de boeuf alors que PAYMENT et al .  (1984) préfèrent

ajouter un produit  faci l i tant la f loculat ion. De même SOBSEY et al .

(1985) obt iennent une mei l leure f loculat ion avec de I 'extrai t  de boeuf en

poudre  p lu tô t  quravec  de  l rex t ra i t  de  boeuf  en  pâ te .

SHIMOHARA et al .  (1986) obt iennent des mei l leurs pourcentages

d 'é Iu t ion  s ' i l  fon t  f locu l -e r  une so lu t ion  drex t ra i t  de  boeuf  à  3  % p lu tô t

qurune so lu t ion  d 'ex t ra i t  de  boeuf  à  LO %.

Au vu de ces inconvénients et ayant de plus observé la

sensibi l i té de certains virus entér iques aux var iat ions de pH, PAYMENT et

TRUDEL (1-987)  on t  tes té  I 'e f f i cac i té  d rune so lu t ion  de  su l fa te  d 'ammonium

à pH=7 pour f loculer la solut ion drextrai t  de boeuf.

En condit ions expérimentales, les pourcentages de récupérat ion

obtenus sont de 97 % pour Ie rotavirus simien SA 11, 87 % pour le

coxsackie virus Bo et 88 % pour Ie pol iovirus type 1 dans une solut ion

drexr ra i t  de  boeuf  à  L  %.

l-a

de

A côté de

été proposées, ainsi

sur de Ia bentonite.

la f loculat ion organique de mult iples techniques ont

TURK et aI.  (1-980) concentrent l réluat par passage

GERBA et aI.  ( tgzz )  concentrent les éluats obtenus

après traitement de sédiments par filtration sur membrane de porosité

0,45 um suivi  drune éIut ion par un tampon glycine O'25 M.

De même WULLENWEBER et JORET (1983) ut i l isent Ia f i l t rat ion

sur f i l t res 'Lype 
"BALSTON" à pH=3,5.
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BRASHEAR et WARD (1982) après avoir  éIué par trois procédés

d i f fé ren ts  ( le  f réon,  I reau d is t i l tée  e t  une so lu t ion  d 'ex t ra i t  de  boeuf )

ont comparé deux méthodes de concentrat ion :  I 'u l t ra-centr i fugat ion et fa

f loculat ion organique. Pour la mise en évidence des virus indigènes, Ies

mei l leurs résultats sont obtenus par ul tra-centr i fugat ion quel que soit

l ' é l u a n t .

FARRAH et  a l .  (1976)  pu is  MELNICK e t  a l .  (1984)  on t  p roposé

dteffectuer la concentrat ion par addit ion d'hydroxyde dralumine suivie

par une hydroextract ion en tube de dialyse. Les pourcentages de

récupérat ion obtenus sont d 'environ 70 %.

De même BITTON ( l-980) préconise une concentrat ion par f ixat ion

des virus sur des part icules d'oxyde de fer (FeS Ol suivie par une

élut ion dans un très faible volume d'une solut ion de caséine à 2 %

pH=8r5 .  Avec

v i rus .

cette méthode RAO et al .  (1981-) récupèrent 60 % à 80 % des

D'autres auteurs ont proposé de remplacer la f loculat ion

organique par une précipi tat ion en présence de polyéthylèneglycol 6000

(PEG 6000) pour concentrer notanment les virus de 1'hépat i te A (BIZIAGOS

1989). Après contaminat ion expérimentale par du VHA dans des boues

fraîches pr imaires, Ia précipi tat ion par le PEG 6000, à une concentrat ion

f inale de 1O %, permet une récupérat ion de I 'ant igène viral  de 68,7 %.

Sur des étuats de sédiments, LEWIS et METCALF (1988)

obtenu les mei l leurs pourcentages de récupérat ion du VHA (97 %) et

rotavirus QB %) avec une concentrat ion f inale de L5 % de PEG 6000.

A I ' issue des opérat ions dtextract ion et de concentrat ion des

virus à part i r  des boues et des sédiments, I 'analyste est en possession

drun concentrat ou d'un éluat à part i r  duquel les virus doivent être mis

en évidence, quant i f iés et ident i f iés.

des
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LI.3 . I.IISE EN EVIDENCE ET IDENTIFICATION
DES VIRUS

II.3.1 - VIRUS SE I'IT,LIIPLIANT STIR CULTT,RES CELLULAIRES

Pour mettre en évidence les entérovirus, i I  est courant

dravo i r  recours  à  I ' i so lement  sur  cu l tu res  ce l lu la i res .

En effet  la plupart  des entérovirus ' rc lassiquesi l  se

multiplient en provoquant un effet cytopathique qui se traduit soit par une

destruct ion totale du tapis cel lulaire en mi l ieu l iquide soi t  par une

destruct ion local isée sous forme de plage de lyse lorsque l-es cel lules

sont placées sous couverture gélosée.

Le choix drun type de cultures cel lulaires est fonct ion du

virus recherché puisque leur sensibi l i té est di f férente (HURST et aI .

L978 ;  RIDINGER et al .  1982).  La sensibi l i té des cul tures cel lulaires aux

principaux virus hydriques est résumée dans Ie tableau no 11.

*  A l rexcept ion de certa ines souches.

lableau no 11 - Sensibilité de différents systèmes cellulaires
pour lrisolement des virus (dtaprès BLOCK et SCTIUARTZBROD 1989)

VIRUS
CELLULES

POLIO!ff8-
LITIQUES

COXSACKIE
A

COXSACKIE
B

E . C .  H . 0 . REOVIRUS ADENOVIRUS

Primo
Explan-
EaÈion

Rein de s inge
( pr imaire)

+ - * + + +

, ignêes
iÈab l i es

Véro + - * + + + +

BGM + - * + + + +

Hela + - * + + + +

KB + - * + I + +

Hep 2 + - * + + + +

RD + + * + + +

mc5 + + * + + +
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Pour  HAMPARIAN e t  l .  (1985) ,  I 'u t i l i sa t ion  de  t ro is  types  de

l ignées cel lulaires di férentes :

-  cel lules BGM

- cel lules RD

-  ce l lu les  HeIa

permet I ' isolement des di f férents types de Coxsackie virus.

d réchov i rus  e t  de  po l iov i rus  1 ,2  e t  3 .

Pour BRASHEAR et WARD (1982) parmi trois types de cultures

cel- lulaires :  BGM, RD et MA 1-04, l -es cel lules BGM se sont révélées les

plus performantes dans lrobtent ion de plages de virus provenant de boues

fraîches.

FRINOT (1987) a proposé de cult iver les cel lules BGM avec du

mil- ieu contenant 25Sl.g/nL d' IUdr,  cette technique permet d'obtenir  une

réduct ion du délai  drapppari t ion des plages et une augmentat ion du

pourcentage d'  échant i l lons posit i fs.

II.3.1.1 - Quantification des virus

La quant i f icat ion de part icules virales après développement

sur cul tures cel lulaires peut se faire selon deux méthodes (BLOCK et

SCHWARTZBROD 1989) :

- une méthode de type énumératif

- une méthode de type quantique

La méthode énumérat ive consiste à compter le nombre de lésions

spécif iques provoquées par les virus ;  el le srappl ique à la technique des

plages, chaque plage de lyse comespond à une unité formant plage (Ufp).

La méthode de type quant ique (ou méthode du tout ou r ien)

mesure Ie rat io de réponses posit ives par rapport  au nombre total  de

r é p o n s e s  p o s s i b l e s ;  e l l e  e s t  a s s o c i é e  à  l a  m é t h o d e  d r i n o c u L a t i o n  e n

mil ieu l iquide. Deux groupes de méthode de calcul  sont ut i l isés ' :

-  la déterminat ion de la dose cytopathogène 50 (DCP 50)

-  l res t imat ion  du  nombre  le  p lus  p robab le  (NPP) .

II.3.1.2 - Identification

L'  ident i f icat ion sera di f férente se. l -on gue le virus isolé

produit  ou non un effet  cytopathique caractér ist ique.
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a) Virus produisant un effet  cytopathique caractér ist ique sur

cultures cel lulaires

Parmi les virus hydriques les

adénovirus. les réovirus ainsi que

1'apparat ion drun effet  cytopathique.

Le  dé la i  d 'appar i t ion  e t

caractér ist ique drun type de virus.

entérovi rus ' rc lass iques ' r  :  les

les coronavirus provoquent

I ' a s p e c t  d e s Iésions est

La f ixat ion et Ia colorat ion des cel lules permet drobserver

avec  préc is ion  les  lés ions  provoquées à  l r in té r ieur  des  ce l lu les ,

cef les-ci  sont di f férentes quant à leur aspect et leur local isat ion selon

les virus en cause (réovirus, adénovirus ou entérovirus).

La  dé terminat ion  de  l r iden t i té  des  par t i cu les  v i ra les  i so lées

se fait en général par une réaction immunologique de neutralisation de

l re f fe t  cy topath ique.

b) Virus se mult ipl iant sur cul tures cel lulaires mais ne

produisant pas d'ECP caractér ist iques

Les virus représentat i fs de ce groupe sont les rotavirus.

Dans ce cas Ia mise en évidence de la mult ipl icat ion virale

dans les cel lules (OneCUf et MARA l-989) peut être réal isée par une

réact ion d'  immunofluorescence indirecte.

Après inoculat ion des rotavirus humains sur cel lules MA LO4,

leur présence est révélée par la réact ion dr immunofluorescence indirecte

(SATO et al .  l -981-).  En effet  IVIAC NULTY et al- .  (L977 ) ont montré que la

f luorescence permet non seulement de mettre en évidence I 'ant igène du

rotavirus dans le cytoplasme des cellules infectées mais aussi qu'elle

permet de t i t rer le virus.

RIDINGER et al .  (1982) démontrent que I ' immunofluorescence est

des plages pour la détect ionplus sensible et plus rapide que la méthode

des réovirus.
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Dans le cas de virus entér iques, se mult ipl iant sur cul tures

cel lulaires mais ne produisant pas d'ECP, PAYMENT et TRUDEL ( l -985) ont

détecté ces virus grâce à une méthode indirecte à I ' immunopêroxidase avec

des immunoglobul ines humaines comme Source d'ant icorps spécif ique.

Par ai f leurs l r imnunomicroscopie éIectronique a été associée

aux cultures cel lulaires pour détecter le virus de lrhépat i te A et les

adénovirus (PIETRI et al .  1-988).

TT.3.2. - INENTTTICATION

CELLULAIRES

INOCUL/ITION CULIIIRES

Pour mettre en évidence les virus qui ne se mult ipl- ient pas ou

très lentement sur cul tures cel lulaires, l ranalyste peut avoir  recours à

dif férentes techniques.

de

a I  .

Ains i  i I  es t  poss ib le  d ru t i l i se r  des

visual iser les virus tel les que la microscopie

L977)  qu i  a  é té  u t i l i sée  pour  I ' i so lement  de

méthodes qui permettent

éIectronique (BRYDEN et

ro tav i rus .  (COVRL e t  a l .1987)

Drautres rnéthodes basées sur une réact ion immunologique sont

ut i l isées pour ident i f ier les virus. Ce sont 2

- L ' immunomicroscopie éIectronique appl iquée à la mise en

évidence du virus de Norwalk (KAPLIKIAN et al .  L972)

La radioimmunologie qui est ut i l isée pour détecter les

ant igènes viraux spécif iques du VHA (BIZIAGOS et aI.  l '987)

et permet de mettre en évidence Ia présence de cet ant igène

rapidement alors que le délai  d 'appari t ion d'un effet

cytopathique en cultures cel lulaires est de 7 semaines.

l l immunoenzymologie (BENNANI l -981) qui a êtê appl iquée è fa

détect ion des rotavirus (SCHWARTZBROD et aI.  L983) et du vi-

rus ,de  l rhépat i te  A  (AGBALIKA 1985) .
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Une modif icat ion

enzyme immuno assay (NC-EIA)

des éluats obtenus à partir

de I ' immunoenzymologie :  la ni t rocel lulose-

a été appl iquée à la détect ion de virus dans

dr eaux ( DOtrI et al . 1988 ) .

I1 faut cependant préciser que ces méthodes détectent des

ant igènes présents dans les échant i l lons et ne permettent pas de conclure

à la présence de part icules virales infect ieuses comme crest le cas lors

de lrut i l isat ion des cul tures cel lulaires.

Toute fo is  Ia  R. I .A .  peut  ê t re  app l iquée au titrage du VHA sur

a l .  1 9 8 8  a ) .le surnageant de cul tures cel lulaires (BIZIAGOS et
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BUT DU TRAVAIL
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Les boues issues des trai tements drépurat ion des eaux usées

sont soi t  mises en décharge, soi t  c iéshydratées et t rai tées par Ia

chaleur,  soi t  employées en valor isat ion agricole.

Cette ut i l isat ion en agricul ture soulève un certain nombre

d' interrogat ions notamment sur Ie r i -sque potent iel  pour Ia santé

publ ique. I t  est donc de plus en plus important de pouvoir  disposer de

techniques dranalyses virologiques qui soient performantes.

Le travai l  a pour but d 'étudier les di f férents paramètres qui

régissent l rextract ion des virus et de déterminer les condit ions

opt imales de leur récupérat ion aux f ins de mise en évidence.

En fonct ion des résuftats obtenus i l  est envisagé de proposer

un ou des protocoles d'extract ion-concentrat ion des viruq ut i l isables

pour l ranalyse des boues et des sédiments f luviaux et marins. Ces

derniers const i tuent en effet  des réservoirs de virus suscept ibles de

provoquer des contaminations à distance et de polluer des zones

conchyl icoles.

Ces protocoles devront être évalués et confrontés à d'autres

techniques de référence.

Les virus concernés par ce travai l  sont les virus entér iques

provoquant un effet cytopathique sur des cultures cellulaires in vitro.

Cependant et compte tenu de lr importance du virus de

lrhépat i te A, la technique d'extract ion-concentrat ion préconisée pour les

virus précédents sera appl iquée à la recherche du virus de l thépat i te A.
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Dans ce chapitre sont décr i ts les matér iels et méthodes généraux

ut i l i sés  au  cours  du  t rava i l .  Les  pro toco les  propres  à  chaque.sér ie

d'expérimentat ions sont précisés au fur et  à mesure.

I - I'IATERIEL

I.I. - LES BOUES

Au cours de ce travai l  di f férents échant i l lons de boue ont été

analysés, i ls ont tous été préIevés à la stat ion d'épurat ion de

Nancy-Maxévi11e. Cette usine trai te drune part  les eaux usées de

lragglomérat ion nancéenne et d 'autre part  les eaux industr iel l -es

provenant de la brasserie de Champigneul les dont les f i l ières de

trai tement sont di f férentes. Notre étude ayant porté sur les boues

provenant du trai tement des eaux usées urbaines seufe sera décri te Ia

f i l i è re  d 'épura t ion  de  ce l les -c i .

I.1.1- - Description de Ia station

El le trai te les eaux usées
I

q6-habitants et rejet te dans la Meurthe
I' 

heures, après un temps de séjour moyen

d 'une popu la t ion  drenv i ron  34O O0O
?

l -50 O0O m- dreaux épurées par 24

dans Ia stat ion de 5 à 6 heures.

Le traitement des eaux comporte 4 étapes :

le prétrai tement avec un dégri l Iage, un désablage et un déshui lage

la décantat ion pr imaire qui éI imine des eaux brutes les matières

décantant rapidement

le trai tement par boues act ivées qui s 'ef fectue dans 3 bassins

draéra t ion

la durée draérat ion var iant de th à th3O

Ia décantation secondaire qui sépare le floc de I I eau traitée et est

suivie du rejet de 1'ef f luent dans Ie mi l ieu extér ieur.
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. Le trai tement des boues s'ef fectue en plusieurs temps.

Les boues fraîches issues des décanteurs pr imaires sont

relevées et acheminées vers les digesteurs. La digest ion s 'ef fectue en 2

phases :

-  Tout d 'abord dans les digesteurs pr imaires les boues sont

malaxées en permanence et chauffées à 35oC

- Puis la fermentat ion est poursuivie dans les digesteurs

seconda i res .

Après l -5 à 20 jours, les boues digérées sont épaissies par

élutr iat ion et sont condit ionnées par ajout d 'un polymère (ZETAG 63 pour

les  boues urba ines) .

Enf in el les sont déshydratées par centr i fugat ion puis soumises

au séchage thermique.

On obtient alors des sortes de granulés dont la teneur en eau

est infér ieure à 5 %. Ce sont des boues séchées'

Deux catégories de boues ont étê ut i l isées pour 1'analyse

virologique :

-  Ies boues fraîches pr imaires

- les boues digérées.

1.L-2 - Echantillonnage

11 a été réal isé selon le protocole suivant :

-  Pour les boues digérées, après él iminat ion du premier écoulement de

boues, à la sort ie du digesteur,  25 l i t res de boues l iquides ont êtê

prélevêes et amenées immédiatement au laboratoire.

A part i r  de I 'échant i l lon homogénéisé par agitat ion on répart i t  dans

des pots à centrifuger 5OO ml de boues par Ia technique du I'pelletage

successifn effectué à Ia louche. Après centr i fugat ion à 15OO g pendant

15 minutes, les culots sont homogénéisés'  puis sont préparées des

prises d'essai de 40 granmes. f l  est par ai l leurs déterminé pour chaque
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échant i l lon le poids humide de cufot de centr i fugat ion correspondant à

un l i t re de boues digérées.

Pour les boues rr fraîches pr imaires" des préIèvements de 5 f i t res ont

été réal isés et ramenés au laboratoire où i ls ont été homogénéisés par

ag i ta t ion ,2  l i t res  de  boues l iqu ides  on t  é té  cent r i fugés  à  L50O g

pendant 15 minutes et à part i r  des culots méIangés et homogénéisés, i I

a êtê const i tué par la technique du "pel letage successifr t  des pr ises

d'essai de 40 grammes pour chaque prélèvement.

Dans chaque échant i l lon i1 est systématiquement déterminé 1e poids

humide de culot de centr i fugat ion correspondant à 1 l i t re de boues

rrfraîches pr imairesrt  .

Le l ieu de prélèvement est indiqué sur la Figure no 5. I l  permet un

échant i l lon moyen sur 24 h.

I.1.3 - Caractéristiques des boues étudiées

- p H

Les boues analysées étant à l 'état l iquide, le pH a êtê déterminé au

pHmètre à part i r  du l iquide surnageant d'une centr i fugat ion de 500 ml

de boues à f5OO g pendant 15 minutes

Poids sec

Pour chaque échant i l lon une pr ise dressai de l -OO ml a été placée dans

une capsule à 1O5oC pendant au moins 24 heures et jusqu'à I 'obtent ion

drun poids constant selon la norme expérimentale .(NF-U-44-L7L).  Le

résultat  est exprimé en gramme de poids sec pour 100 ml de boues.

Tanx de natières organiques

La détermination du taux de matières organiques est réalisée

de I 'échant i l lon séché à 1-O5oC qui est placé dans un four à

55OoC.  La  pesée es t  e f fec tuée jusqu 'à  I 'ob ten t ion  d 'un  po ids

La matière organique est assimi lée à Ia matière volat i le.

Le résultat est exprimé en gramme de matières organiques pour

boues. (NF-U-44-]-6O).

à part i r

moufle à

constant.

1O0 mI de
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BOUES DIGEREES
BOUES FRAICHES

PRIMAIRES

pH 7 , 4 6 x 6 r O O *

Poids sec
g/roo mI

4 , 2 6  * 5 r 6 1  *

Matières organiques
g/1OO mI

2 , L 7  * ?  1 1 *

Tableau no L2 - Caractéristiques physico-chiniques des boues
(o moyenne de 10 mesures)

T.2 - LES SEDIIITENÎS

Au cours drune étude de la contaminat ion microbiologique des

eaux et des sédiments sur Ie si te de MORLAIX, nous avons réal isé des

analyses virologiques de sédiments :

Les sédiments ont été prélevés dans Ia part ie amont de la baie

de Morlaix (carte no l-  )  en huit  points di f férents dont les local isat ions

sont  p réc isées  c i -dessous .

- u-2
à 10 mètres en aval du point de rejet des'eaux usées épurées de la

stat ion drépurat ion de Ia vi l le de Morlaix

- c6-2

à 180 mètres en aval du point de rejet des eaux usées épurées

- c13-1

à 925 mètres du rejet dreaux usées épurées

- c27-3

à I 'aval immédiat du conf luent de la r iv ière de Morlaix et de la

r iv ière Pennelé. Ce point est s i tué à 25OO mètres du rejet

- uL-z
au droit de Locquenolé et à 39OO mètres du point de rejet des eaux

usées épurées

- u7-2

en amont de lrembouchure de la rivière Dourduff et à 4600 mètres du

rejet des eaux usées épurées
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- c6

à f 'avaf  immédiat  du

- c7
confluent avec la rivière Dourduff

à 1-300 mètres en aval du Point C6.

L'estuaire de Morlaix se subdivise en 2 unités :

la r iv ière de Morfaix

la baie ou rade prolongeant Ia r iv ière jusqu'à la pointe de Penn al

Lann.

Deux aff luents se jet tent dans la r iv ière :  la Pennelé et le

Dourduff.

La part ie amont de I 'estuaire jusqurau Dourduff  est

pr incipalement const i tuée de vases avec des sédiments plus grossiers et

plus hétérogènes au fond du chenal. Dans la baie on trouve des vases

sableuses avec appari t ion de sables f ins ou moyens.

D'après GUILLAUD ( 1988 ) ,  l '  étude microgranulométr ique des

vases a permis de montrer quel les étaient les var iat ions qual i tat ives de

ce comportement sédimentaire qui est important pour 1a f ixat ion des

pol luants.

Dans la part ie centrale de Ia r iv ière de Morlaix (secteur de

l-a Pennelé) on trouve un sédiment vaseux bien'mélangé avec 28 à 44 % de

par t i cu les  t rès  f ines  (  <1-9  pm)  e t  51  à  67  % de par t i cures  f ines  (Lg  à  77

Um). De part  et  drautre de cette zone centrale, les vases sont

caractér isées par une proport ion ptus faible de part icules très f ines (15

à 26  %)  au  pro f i t  des  par t i cu les  f ines  (71  à  80  %) .

A I 'aval du conf luent avec le Dourduff ,  les part icules plus

grossières (  >77 um) commencent à apparaître au détr iment des part icules

très fines ; dans Ia Baie le taux de particules plus grossières augmente

(20 à 33 %) alors que celui  des part icules f ines diminue.
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Par ai l leurs ces sédiments subissent I ' inf luence marine par le

jeu des marées.

L'échant i l lonnage réal isé par IFREMER-Brest a consisté à

préIever dans des bocaux en veme stér i le Ia couche superf ic iel le (sur 1

cm de profondeur) des sédiments à raison drenviron L kg par bocal.

Les prélèvements ont été envoyés au laboratoire de virologie

de Nancy par avion sous emballage isotherme à +4oC. Ils ont été analysés

dès leur ar ivée à Nancy soi t  au plus tard 24 h après 1réchant i l lonnage.

Deux campagnes de prélèvement ont été effectuées :

. La première : le 14 octobre l-987

. La deuxième :  Le 27 avr i l  1988.

I.3 - LE VIRUS

Une part ie des analyses virologiques a été réal isée sur des

boues contaminées art i f ic iel lement par du virus pol iomyéIi t ique.

I.3.1 - Préparation de Ia suspension virale

Le virus ut i l isé est le virus pol iomyéIi t ique de type I  souche

vaccinale Sabin LSc2 ab.

Au début de ce travail la production d'urr volume de 80 ml de

suspension virale a été obtenue selon le protocole suivant.

Des  ce l lu les  en  l ignées  é tab l ies  BGM (BARRONet  a1 . l -97o)  sont

cultivées dans une boîte de Roux en milieu MEM complémenté avec 10 % de

sérum de veau nouveau né. Lorsque le tapis cellulaire est continu, Ie

mil ieu de cul ture est él iminé et les cel lules sont ensemencées par

inoculation dr1 ml de virus poliomyétitique titrant tO7 We/* ; 8O ml de

milieu MEM additionné de 2 % de sérum de veau nouveau-né sont ajoutés

dans la boîte de Roux qui est incubée à 37oC.
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Après 48 heures les virus se sont mult ip l iés dans les cel lules

provoquant 1a destruct ion du tapis cel lulaire.  Le mi l ieu de cul ture

contenant en suspension les cel lules détrui tes est récupéré, puis soumis

à 3 congélations-décongéIations successives de façon à provoquer

l 'éclatement des cel lules encore intactes et à l ibérer les vir ions

présents dans le cytoplasme. Ensuite pour él iminer les débris

cel lulaires, la suspension est centr i fugé à L5O0 g pendant 15 minutes à

+4oC. Le l iquide surnageant est immédiatement répart i  en f lacons stér i les

sous un volume de 2 ml et conservé à -75oC. Ceci const i tue la suspension

stock de virus qui sera ut i l - isée pendant I 'expérimentat ion. Le t i t re sera

déterminé sur un échant i l lon après congélat ion. (Figure no 6 ) .

I.3.2 - Titrage de Ia suspension virale

A chaque expérience un f lacon de la suspension stock est

décongelé puis di lué dans du mil ieu MEM 2 % pour être inoculé dans la

boue. Un al iquot de cette di lut ion est systématiquement t i t ré af in de

connaître avec précision la quant i té de virus introduite dans Ia boue.

La méthode de t i t rage ut i l isée est la méthode des plages sous

couverture gélosée sans colorant vital décrite dans Ie paragraphe

r r .3 .1 .

En fonct ion du t i t re présumé, 7 di lut ions successives seront

réal isées et seules les di l -ut ions -3 à -7 seront inoculées sur cel lules.

Le t i t re est exprimé en UFP/m1.
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Inoculat ion dr l-  ml de virus pol iomyél i t ique type I

sur cel lules BGM
I

I
I
Y

Incubat ion à 37oC

jusqu'à destruct ion du tapis cel lulaire

I
t

3 congélat ions-décongélat ions successives

I

I
Y

Centr i fugat ion à 1.500 g, l -5 mn à +4oC

I

I
Y

Surnageant réparti en flacons stériles

à raison de 2 ml par flacon

I
stockage à -75oC

Figure no 6 - Protocole de préparation de Ia suspension virale

T.4 - I.ES SOLUTIONS ELUANTES

Au cours de cette étude plusieurs solut ions éluantes sont

ut i l isées, el les var ient par la nature de 1réluant (acide aminé ou

protéine),  par Ia concentrat ion et par le pH.

- Solution de dodecyl sulfate de sodiun (SDS) (BATES and GODDARD 1980)

Le dodecyl sul fate de sodium est mis en solut ion dans de l-reau

dist i l lée à Ia concentrat ion de O,L %.

- Solutions de glycine

3 sofut ions di f férentes sont ut i l isées selon le protocole drextract ion

des virus envisagé :
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.  Tampon glycine O,05 M

La glycine à Ia concentrat ion de O,O5 M est dissoute dans de lreau

dist i t lée et la solut ion est ajustée à pH=9 par addit ion de soude N.

. Solution glycine-EDTA

La glycine à la concentrat ion de 0,25 M est dissoute dans de l teau

dist i l lée puis addit ionnée de O,05 M d'EDTA. Le pH est ensuite ajusté

à  l - l - , 5 .

. Tampon glycine-extrait de boeuf

De lrextrai t  de boeuf est dissout dans du tampon glycine o,o5 M à

raison de 3 / . ,  Ia solut ion obtenue est amenée à pH=9.

- Solution de lait écréné

EIIe est réal isée en dissolvant 1 % de lai t  écrémé (0X0ID' code L 31)

dans du tampon TRIS pH=9.

- Solution drextrait de boeuf

A part i r  d 'extrai t  de boeuf en poudre (OXOID code L 29) dissout dans de

lreau dist i l lée 3 solut ions de concentrat ion et de pH di f férents sont

préparées .

.  solut ion à 3 % d'extrai t  de boeuf pH=7

. solut ion à 3 % d'extraj- t  de boeuf pH=9

. solution à l-O % d'extrait de boeuf pH=9

L'ajustement des solut ions aux pH choisis est obtenu à I 'a ide de soude N.

- Tampon borate OrOl U à 3 % drextrait de boeuf pH=9

A une solut ion de tampon borate 0,01 M pH=9 on ajoute 3 % d'extrai t  de

boeuf puis on réajuste le pH à 9.

Toutes ces solut ions sont stér i l isées par passage à I tautoclave 2O mn à

1-1-5oC sauf Ia sofution de lait écrémé qui est autoclavée seulement 1-0

mn à  1O8oC.
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r.5 - LES CULTT'RES CELLTILAIRES

Etant donné le type de virus que nous recherchons dans les

boues (en térov i rus) ,  i l  a  é té  déc idé  dru t i l i se r  les  cu l tu res  ce l lu la i res

pour la mise en évidence des virus.

Les cel lules ut i l isées proviennent de l ignées cel lul-aires

établies qui peuvent être théoriquement entretenues et subcultivées à

37oC indéf iniment.

Deux l ignées cel lulaires di f férentes seront ut i l isées lors de

ce travail :

- Les cellules BGil : Buffal_o Green lrlonkey (nnnnOn et al. t97O)

ce sont des cel lules en l ignées étabLies dtor igine simienne, de rein de

Cercopithecus aethiops.

-  Les cel lules MA 1O4 (Microbiological  Associate)

ce sont des cel lules en l ignées établ ies qui proviennent de rein de

s inge embryonna i re ' rRhésus ' r  a f r i ca in .

I.5.1 - Entretien des cellules

Les cel lules sont cul t ivées dans du mil ieu const i tué par le

Minimum Essent ial  Medium (MEM) de EAGLE '(composit ion en annexe) ,
addit ionné drant ibiot iques et de sérum de veau nouveau-né décomplémenté

3o mn à sooc, à raison de 10 % pour re mi l ieu de croissance et 2 % pour

Ie  mi l ieu  de  surv ie  le  pH es t  a jus tê  à  7 ,2 .

Ces mil ieux sont stér i l isés par f i l t rat ion sur f i l t res

M-i l l ipore (préf i l t re AP25 l-2450-f i l t re l - ,2 'pm RAWp i .4250-f i l t re o,45 um
HAWP l-425O-f i l t re O,22 rn GSTJP l-4250).

Pour la product ion de cel lules, une suspension de cel lules en

milieu MEM 10 % est introduite dans des boltes de Roux de surface I7O
2

cm- Pendant I ' incubat ion à 37oC les cel lules se f ixent sur Ie support  et

se développent jusqurà l robtent ion d'un tapis cel lulaire cont inu, qui

est ut i l isé pour réal iser des subcultures par trypsinat ion.
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T.5.2. - Trlrpsination des cellules

Après  observa t ion  de  1 'é ta t  con t inu  d 'un  tap is  ce l lu la i re ,  le

mil ieu de cul ture est él iminé et remplacé par une solut ion de lavage

(compos i t ion  en  annexe) .

Après quelques minutes de contact à 37o cel le-ci  est remplacée

par une solut ion de trypsine-versène (composit ion en annexe) qui dissocie

le tapis cel lulaire.  Dès que le tapis cel lulaire commence à se dissocier

Ies cel lules sont remises en suspension dans du mil ieu de croissance. I I

est alors procédé à la déterminat ion de Ia densité cel lulaire par

numérat ion à la cel lule de Nageotte. En fonct ion des besoins et de sa

densité cel lulaire,  la suspension sera distr ibuée dans di f férents

suppor ts .  (F igure  no  7) .

Pour Ir isolement et la guant i f icat ion des virus la suspension

de cel lules BGM en mil ieu MEM 10 % de sérum de veau nouveau-né a êté

répart ie dans des boîtes de pétr i  (Falcon ou Nunclon) de diamètre 55 mm à

ra ison de  1 ,5  106 ce l lu les  pour  7  mI ,  ce  qu i  permet  d 'ob ten i r  un  tap is  de

28 cm7 en 3-4  jours  d r incubat ion  à  37oC.

Avec les cel l -ules MA lO4 des boîtes de pétr i  de diamètre l -OO

mm ont  é té  u t i l i sées  à  ra ison  de  7 .1 -05  ce l lu les  pour  20  mI  de  mi l ieu .  Le

mil ieu nutr i t i f  ut i l isé pour les cel lul-es MA 104 est supplémenté avec du

sérum de veau foetal  (SVF) à raison de 10 % pour la croissance et 5 %

pour la survie.

Après incubat ion à 37oC en atmosphère enrichie avec 5 % de CO2

(SnfpUAn L973) pendant 4 jours, Ie mi l ieu est remplacé par 2O mI de

MEM 5 % SVF et on obt ient un tapis cont inu (78,5 cm2) prêt à être inoculé

au bout de 7 jours.



5
7

v
lu

lC
lu

-

N
 

.{=
E

\ 
\ 

;F
\\ 

=
\D

3
.31

3
_

 
,n

E
e

 
I 

E
JL':r--Lr 

Ê
É

|3
U

9
È

-Ë-
6

=
F

-
€

l
J

4
t

-
v

l

-H
ê

6
:

l=
 

F
A

é
(

E
N

Ht,À
H

N
E

Ià
H

c( 
L{

È
A

u.Z
t^c)

r-1

àoooq)
dq)g4+

J
F

lio-)@t.oÉoli=h
^

...'l
t-.

lpi.{t
>

r-À4ËEr

l=lJ

\H
-Il

v

.{]{tII

=

,-T
\=

fitr 
lrË:T

'
-TJ:

I4I

F
=

lÉ
AI

5
â

-EË
=

lx-,É
É

-
J

€
t

\.. 
o

;:
\\ 

! r

\i'

\DrJ3
4rt)

.1=
Ë

r
Ë

=
=

Ë
A<
E

I
4

\.. 
.q.:

\\\
-rI

4
4.I

ê
 

<
Ë

J
r

(

..\ 
d

l 
Ë

i
l\ 

É
Ë

\\-\\ 
=

 E
\9

 
=

5
-

J
J

c
l

6a

000tr

Ë
r==

u

x
Ë

i==
5

Ë
d

e
'Ë

I4
4

- 
I

e
 

la
,. G

.=
É-tl.,



58

II - I'EI}OIES

II.1- - TMTHODES DIE)(TRACTION EÎ DE CONCENTRATION DES VIRUS

II.1.1 - Elution par agitation

LréIut ion des virus est réal isée par agitat ion de

1 'échant i l lon  à  tes te r  en  présence d 'une so lu t ion  é fuante .  Cet te

homogénéisat ion peut être réal isée par di f férents procédés. Au cours des

expérimentat ions plusieurs modes d'agi tat ion sont ut i l isés :

- I'agitation dans un appareil de type ldaring-Blendor ou mixage pendant 3

minutes à Ia vi tesse maximum

- L'ut i l isat ion d'un agitateur magnétique pendant l -5 minutes (MERCK LMC

télémodule 20 P) pendant L5 minutes à 35O t/nn.

-  L 'homogénéisat ion dans un apparei l  VIRTIS modèle 23 à la graduat ion 40

( b o l  d e  l - 5 0  m 1 ) .

IT.L.2 - Elution par sonication

Certains échantillons sont soumis après homogénéisation dans

1ré l -uant  à  l tac t ion  des  u l t rasons .  La  son ica t ion  es t  réa l i sée  par

immersion d'une sonotrode dans lréchant i l lon maintenu dans un bain de

glace pendant 2 minutes à une puissance de 1OO l,tl .

Les solut ions obtenues après élut ion et agi tat ion ou

sonication doivent être concentrées car leur volume est trop important

pour être soumis directement à l ranalyse virologique.

II.1.3 - Concentration des éIuats

Deux orotocoles di f férents sont ut i l isés.
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II.1.3.1- - Techniques par floculation organique

La technique ut i l isée est cel le préconisée par KATZENELSON et

a l .  (1 -976) .  E l le  es t  basée sur  le  fa i t  que les  p ro té ines  en  so lu t ion

peuvent f loculer à pH acide, infér ieur à leur point isoélectr ique. Au

cours de la f loculat ion les virus présents dans l 'échant i l lon sont

adsorbés. 11 suff i t  de récupérer le précipi té obtenu et de Ie dissoudre

dans un faible volume de solut ion tampon pour obtenir  une solut ion virale

concentrée.

La  f locu la t ion  es t  réa l i sée  à  pH=4,5  pour  le  la i t  éc rémé t%,

e t  à  pH =  3 ,5  pour  les  é luants  cons t i tués  d 'ex t ra i t  de  boeuf .  A  no ter

qu ' i I  es t  nécessa i re  d 'a jou ter  de  l 'ex t ra i t  de  boeuf  qsp  3  % pour  ob ten i r

une préc ip i ta t ion  avec  l 'é luant  g lyc ine .

L'éluant est acidi f ié par HCI- 2N sous agitat ion magnétique:

après 30 minutes d'agi tat ion, une centr i fugat ion à 15OO g permet de

récupérer le f loc qui cont ient les virus. Celui-ci  est dissous dans

environ 30 ml drune solut ion stér i le de tampon phosphate NaTHPOO O,15 M

pH=7,2 .

La solut ion obtenue const i tue le concentrat v iral ,  eui  sera

tes té  sur  cu l tu res  ce l lu la i res .

II.1-.3.2 - lechnique au polyéthylène glycol 6OOO

Le protocole est basé sur 2 précipi tat ions successives par le

polyéthylène glycol 6000 (PEG 6000 MERCK) (LEhrIS and METCALF l-988)

Lréluat est addit ionné de 50 ml d'une solut ion de PEG à 50 %

(composit ion en annexe) dans un pot à centr i fuger de 250 ml.

Après incubat ion drune nuit  à + 4oC, une centr i fugat ion de 90

mn à 10 000 g à + 4oC permet de récupérer Ie culot.  Celui-ci  est remis en

suspension dans 40 ml de tampon borate 3 % drextrai t  de boeuf pH=9.

Pour bien homogénéiser et dissoudre ce culot une agitation _ magnétique

pendant l -0 mn est nécessaire. Cette suspension est ensuite clar i f iée par

une centr i fugat ion de 3O mn à + 4oC à 10 OOO g. (Figure no I  ) .
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EIuat

+ 5 O m l P E G à 5 0 %

I
I+

I n c u b a t i o n l n u i t à + 4 o C

I
Y

Centri fugation 90 mn à 10 OO0 g à + 4oC

I
I
I
ù

Culot

+ 40 ml de tampon borate -  3 % d'extrai t  de boeuf

I
V

Surnageant neutralis6

+ l O m l P E G à 5 0 %

I
I
ù

I n c u b a t i o n l n u i t à + 4 o C

I
V

Centrifugation de 30 mn à l-O O00 g à + 4oC

I
l
V

Culot repris par 7 ml de PBS

Centr i fugat ion 30 mn à l -O OO0 g à + 4oC

I
I
I
Y

Figure no I - Protocole de concentration par Ie PEG

Le surnageant,  neutraf isé à pH=7,2 est de nouveau addit ionné

de 10 mI de PEG à 50 % puis incubé 1 nuit  à + 4oC. Après une

centrifugation de 3O mn à + 4oC et à l-O OO0 g Ie culot est remis en

suspension dans 7 ml de tampon PBS pH=7,21 lréchant i l lon obtenu peut

alors être inoculé sur cultures cellulaires après décontamination par

addit ion drant ibiot iques et drant i fongiques.
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II.1-.4 - lrtéthode d'extraction-concentration de I'EPA (19e4)

La méthode comprend 2 étapes, une étape drextract ion suivie

drune phase de concentrat ion résumées dans la f igure no 9.

I I . l - .4.1- -  Extract ion

1OO ml de boues sont addit ionnés de AlCl3 ( iusqu'à une

concent ra t ion  f ina le  de  0 ,0005 M)  pu is  a jus tés  à  PH 3 ,5  avec  de  I 'ac ide

chlorhydrique 5 N. Après une agitation magnétique vigoureuse pendant 30

minutes Ia boue est centr i fugée à 25OO g pendant 15 minutes et Ie

surnageant est él iminé.

Le culot est mélangé avec 1OO ml de solut ion drextrai t  de

boeuf à LO % pH 7 et soumis à une agitat ion magnétique de 30 minutes de

façon à éluer les virus.

La

le surnageant

respect ive de

f i t t ré .

suspension est centr i fugée à l -O 000 g pendant 30 minutes et

est f i t t ré sur un ensemble de 3 f i l t res de porosi té

3  u m , 0 , 4 5  u  e t  0 , 2 2  u m ,  c e  q u i  p e r m e t  d r o b t e n i r  I ' é l u a t

TI.L.4.2 - Concentration

L'éluat f i l t ré est addit ionné

façon à réduire le pourcentage d'extrai t

concentrat ion est mise en oeuvre selon la

( l _ e 7 6 ) .

d 'eau  d i s t i l l ée  dés ion i sée  de

de boeuf  de 10 % à 3 % puis la

technique de KATZENELSON et  a l .

La so lu t ion  ob tenue es t  a jus tée  à  pH 3 ,5  avec  de  l rac ide

chlorhydrique N sous agitation magnétique pendant 30 minutes.

Le floc formé est récupéré par centrifugation à 2500 g pendant

5 minutes à +4oC, puis dissous dans une solut ion de NarHPO4 0,1-5 M.



BOUE 100 ml

CENTRIFUGATION 2500 9

a jou te r  A lC l "  (pour
concent ra t io i l  f ina le
0 ,0005M)

a jus ter  le  pH à
HCI 5N

soumettre â une
magnét ique ênergique

15 nn

surnageant

a jou te r  -100  ml  d 'ex t ra i t
.  boeuf 10.% pH = 7

ag i ta t ion  magnét ique 30  mn

30 mn

cu l  o t

a jou ter  le  vo lume nécessa i re
d 'eau  d is t i l l êe  pour  rédu i re
I  a  concent ra t i  on  d 'ex t ra i  t  de
boeu fde l0%e3%

de boeuf)

a jus te r  ]e  pH à  3 ,5  avec  HCIN
et soumettre à agi tat ion
magnêt ique 30 mn pour former
le  f l oc

2500 g à 4"C

une
de

3,5  avec

agi  tat ' ion
30 mn

EXTRACTION

COI{CENTRATIOil

CULOT DE BOUE

I
I
I
I
t

CENTRIFUGATI0N t0000 g

I
I
I

ELUAT (3 Z d'extrait

I
I+

CEI{TRIFUGATI0N l5 mn

de

SURNAGEANT - ELUAT

I  f i l t ra t ion  à  t ravers  membranes
I  (3u ,0 ,45u  e t0 ,22u)
I+

ELUAT FILTRE

surnageant

+
DISSOLUTION DAI{S TA!,|PON l{atHPon 0,15 l'l

|  
. ius ter  pH 7 -  7 ,5

+
IIIOCULATIOI{ SUR 

.CULTURES 
CELLULLAIRES

Figure no s - Technique d'extraction-concentration selon E.P.A.

FLOC
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II.t .5 - Méthode drextraction-concentration indi,recte

Cette méthode comporte une élut ion des part icules virales par

une so lu t ion  g lyc ine  -  EDTA pH =  11 ,5 ,  pu is  l ré l -uant  es t  mé lar rgé  à  de

I 'eau de mer. Ce mélange est ensuite soumis à une concentrat ion par

adsorpt ion-él-ut ion sur poudre de veme (BLOCK and SCHIIIARTZBROD i989).

En pratique 3OO grammes de sédiments sont métangés avec 9OO ml

de tampon g lyc ine  O,25 M pH 1 l - ,5  add i t ionné de  O,05 M drEDTA.  La

suspension obtenue est soumise à une agitation mécanique pendant 1-0

minutes, puis centr i fugée à L5OO g pendant 5 minutes. Le surnageant est

neutral isé, addit ionné de AICI.  0,05 M de façon à obtenir  une

concentrat ion f inale de 5,10-4 rr l  iu is mé1angé à 10 l i t res dreau de mer.

La concentrat ion virale sreffectue ensuite seron fa technique

dradsorpt ion-éIut ion sur poudre de verre classiquement ut i l isée pour la

recherche des virus dans les eaux. El le consiste dans un premier temps à

f ixer à pH 3,5 les part icules virafes chargées posit ivement sur de l -a

poudre de verre chargée négat ivement et maintenue en suspension sous

forme d'un f i l t re dynamique. Dans un deuxième temps, les virus f ixés sur

la poudre de veme sont éIués par passage de tampon glycine - 3 %

drex t ra i t  de  boeuf  pH 9 .  Les  30  à  50  ml  d 'é rua t  recue i l l i s  son t

neutral isés et const i tuent le concentrat v iral .  La f igure no l-6 résume

les étapes de cette méthode.

TT.2 - DECONTAilINATION DES ELUATS ET CONCENTRATS

Les concentrats obtenus à l r issue des opérat ions d'extract ion

des virus contiennent des quantités importantes de bactéries et de fungi

qui doivent être inact ivés avant inoculat ion sur cul tures cel lulaires. La

décontaminat ion steffectue en 2 temps associant un trai tement par le

chloroforme (BURAS 1,974) et l raddit ion drant ibiot ique (BLocK and

SCHwARTzBnOo l-989 ) .

IT.2.L - Traitenent par le Chloroforne

Le chloroforme est capable de provoquer la destruction des

organismes contenant des l ip ides, tels que les bactér ies et les fungi,  en

revanche i l  est sans effet  sur les virus nus tels que les entérovirus.
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L 'échant i l lon  à  décontaminer  es t  add i t ionné de  30  % (V/V)  de

chloroforme, puis soumis à une agitat ion violente pendant 30 minutes de

façon à obtenir  une émulsion très f ine qui permette le contact int ime

entre Ie chloroforme et les composants de la phase aqueuse.

Après décantation à +4oC Ia phase chloroformique est

soigneusement él iminée à Ia pipette,  puis toute trace de chloroforme est

él iminée par barbotage prolongé sous hotte aspirante d'un courant d 'air

stér i le dans le concentrat.

11.2.2 - lraitement par les antibiotiques et les antifongiques

Le traitement par Ie chforoforme est souvent insuffisant pour

él iminer toutes les bactér ies et fungi,  crest pourquoi la décontaminat ion

es t  poursu iv ie  e t  achevée par  add i t ion  d 'une so lu t ion  d 'an t ib io t iques  e t

d'ant i fongiques (composit ion en annexe) à raison de 0,1 ml par ml

dré Iua t .  De façon à  ob ten i r  une ac t ion  e f f i cace ,  1 réchant i l lon  a ins i

trai té est incubé pendant 2 heures à 37oC avant d'être inoculé sur

cultures cel l -ulaires.

II.3 - TSOLETIENT ET QUANTIFICATTON DES VIRUS

Que ce soi t  pour la mise en évidence des virus

pol iomyél i t iques ajoutés aux échant i l lons ou pour la détect ion des virus

indigènes, la méthode des plages sous couverture géIosée a êtê ut i l isée.

Cette méthode est fondée sur Ie fait que certains virus provoquent un

effet cytopathique se traduisant par I 'appari t ion de plages de lyse sur

tapis cel lulaire const i tué.

Les virus se mult ipl ient à f  intér ieur des cel lules et les

détruisent,  le mi l ieu géIosé qui recouvre le tapis cel lul-aire empêche Ia

dispersion des virions néoformés et ceux-ci infectent uniquement les

cel lules adjacentes à cel le qui leur a donné naissance, la mult ip l icat ion

d'une part icule virale se traduit  donc par l rappari t ion d'une seule plage

de lyse cel lulaire circulaire incolore, v is ible à l - 'oei l  nu.



6 5

La révéIat ion des plages sreffectue :

-  soi t  par incorporat ion d'un colorant vi tal ,  comme le rouge neutre, au

mil ieu gélosé. Cette technique en présence de colorant vi tal  est

employée avec les cel-lu1es MA 1O4

- soi t ,  après la période d' incubat ion choisie et après f ixat ion des

cel lules sur Ie support ,  par addit ion drun colorant comme le cr istal

v iolet  qui  pénètre dans les cel lules non lysées.

Cette technique en I 'absence de colorant vi tal  est ut i l isée avec les

cel lules BGM.

Une méthode de quant i f icat ion de type énumérat i f  est ut i l isée.

II.3.1 - ltléttrode des plages en lrabsence de colorant vital

fI .3.1-.1. - Ensemencement

Les échant i l lons à tester sont di lués dans du mil ieu de survie

(MEII 2% de sérurn de veau nouveau-né).

Les tapis cel lulaires sélect ionnés sont débarassés de leur

mil ieu nutr i t i f  et  sont inoculées à raison de 1 ml de di lut ion par boîte

de pétr i  (diamètre = 55 mm) et de 3 boîtes par di lut ion.

Après contact de 2 h à 37oC en atmosphère enrichie en COZ

lr inoculum est él iminé et le tapis cel lulaire r incé avec une solut ion de

PBS préchauffée à 37oC.

Après éI iminat ion du PBS par aspirat ion, Ie tapis cel lulaire

est recouvert  avec 7 ml de mi l ieu gélosé (composit ion en annexe) maintenu

à  4 5 0 C .

Après sol idi f icat ion de Ia gélose à température ambiante, Ies

boltes sont incubées dans une étuve à 37oC en atmosphère enrichie de 5 %

de CO^.
z

Des boÎtes de pétr i  de cul tures cel lulaires témoin non

inoculées sont préparées conjointement.
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II.3.1.2 - RêvêIation des plages de lyse

Après 3 jours dt incubat ion les tapis cel lulaires sont f ixés

par addit ion de 3 ml d'acide tr ichloracét ique à LO%. Après 2O minutes de

contact ra couche gélosée est él iminée à I 'a ide drun scarpel et  res

cel lules sont colorées par ajout d ' l  à 2 ml d'une solut ion de cr ista1

v i o l e t  à  1 , 5  e  / , L .

Après contact de 10 minutes, les tapis cel lulaires sont lavés

à lreau courante et les boîtes de pétr i  sont égouttées sur papier

adsorbant et séchées à I 'a ir  l ibre. Le tapis intact apparaît  uni formément

coloré en violet ,  les plages de lyse étant incolores.

Les boîtes témoins doivent être totalement colorées en violet .

sur chaque boîte de pétri les plages de lyse sont dénombrées. chaque

plage de lyse comespondant à une particule virale, constitue une unité

formant plage ou UFP.

Les résultats sont exprimés en uFp par mirr i l i t re puis par

gramme dréchant i l lon en tenant compte de la di lut ion et du volume

inoculé.

II.3.2 - Itléthode des plages en présence de colorant vital

II.3.2.1 - fnoculation

Après avoir  préparé les di lut ions nécessaires des échant iLlons

dans Ie milieu de survie , les boîtes de pétri (fl 1_OO mm) présentant un

tapis cel lulaire cont inu sont vidées de leur mi l ieu de cul ture et

inoculées à raison de 3 ml par boîte.  selon les expériences 5 ou Lo

boîtes sont ut i l - isées par di lut ion.

Après une incubation de 2 h à 37oC en atmosphère enrichie en

CO2 lr inoculum est él iminé et Ie tapis est lavé avec 4 mI drune solut ion

de PBS préchauffée à 37oC.
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Après éI iminat ion du l iquide de r inçage, Ie tapis cel lulaire

est recouvert  drune première couche de mil ieu nutr i t i f  gélosé

(composit ion en annexe) à raison de 1-O ml par boîte.

Après sol idi f icat ion, i l  est ajouté unè deuxième couche de

l-O ml de mi l ieu géIosé auquel a été ajouté le colorant vi tal ,

crest-à-dire une solut ion de rouge neutre à O,I  % .

Lorsque la gélose est sol idi f iée, les boîtes sont incubées à

3VoC en atmosphère enrichie en CO^.

IT..3.2.2. - Lecture

Les cel l -ules intactes apparaissent colorées en rouge pâle,

al-ors que La mult ipl icat ion d'une part icule virale se traduit  par

I 'appar i t ion  d 'une p lage de  lyse  ce l lu la i re  non co lo rée .  Les  bo î tes  sont

observées chaque jour pendant L2 jours, de façon à noter l rappari t ion des

plages de lyse et leur évolut ion.

Les cuLtures témoins doivenu présenter pendant cette période

un tapis homogène coloré en rouge pâle.

La quant i f icat ion est réal isée en déterminant Ie nombre de

plages évolut ives sur chaque boÎte de pétr i .  Les résultats sont exprimés

en UFP par mI ou par gramme d'échant i l lon, en tenant compte du volume et

de la di lut ion inoculée.

II.4 - IIISE EN EVIDENCE DU VIRUS DE LIISPATITE A

If .4.1 -  Pr incipe

La dé tec t ion  du  v i rus  de  I 'hépat i te  A  es t  réa l i sé  à  l - ra ide

d'une méthode radioimmunologique (PURCELL et al .  1976) de type sandwich

dans laquel le I 'ant igène viral  après f ixat ion sur les ant icorps est mis

en évidence par des anticorps radiomarqués.

La méthode ut i l ise au moins deux si tes de lrant igène à doser
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et l rant igène est pr is en sandwich entre deux ant icorps dont l run est

marqué à l t  iode 1-25.

Le premier anticorps non marqué est fixé sur un support solide
( la  paro i  d rune cupu le  en  po lyv iny l  soup le) ,  I ' échant i t lon  à  tes te r  es t

déposé,  pu is  l lan t icorps  marquéestdéposé à  son tour .  Le  taux  d 'an t icorps

marqué et f ixé à I 'ant igène est proport ionnel à la quant i té dtant igène
présente dans l 'échant i l lon (  Eigure no 10).

La  méthode prend le  nom de s .p .R. r .A .  :  so l id  phase Rad io

ïmmuno Assay.

La posit iv i té du test de détect ion doit  être vér i f iée par la
mise en oeuvre d'un test de conf irmation. Celui-ci  est fondé sur une
technique radioimmunologique par compéti t ion (FLEHMTG l_9go).  Dans un
premier temps, 1'échant i l lon est mis en présence drant icorps ant i-  VHA
fixés dans deux cupules puis sont ajoutés dans une cupule un mélange
drant icorps ant i  -VHA marqués et d 'ant icorps ant i-VHA d'un sérum posit i f

et  dans rrautre cupule un mérange d'ant icoprs ant l-vHA marqués et de
sérum négat i f .

Dans la première cupule i I  y a compéti t ion entre les ant icorps
marqués et res anticorps non marqués pour la fixation sur re vHA déjà
f ixé. Dans la deuxième cupure i r  n 'y a pas de compéti t ion. Dans ces
condit ions si  I 'ant igène de l- thépat i te A est ef fect ivement présent dans
l 'échant i l lon on observe une radioact iv i té plus faible dans Ia première
cupu le .  (F igure  no  1 l - ) .

IT.4.2 - Protocole e:çérinental

TI.4.2.L - lest de détection

La détect ion de I 'ant igène

suivantes (PASSAGoT i.g8g) :

VHA comporte les étapes

- 1oo ul  d 'un sérum de t i t re ant i  vHA voisin de 200 ur/ml di lué au L/2oo
dans du PBS sont déposés dans chaque cupule d'une plaque de
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microt i t rat ion en poryvinyr soupre. Après 48 H à + 4oc en atmosphère

humide, la plaque est ravée 2 fois avec une solut ion de lavage à 0,15 M

de ch lo rure  de  sod ium e t  0 ,5  % Tween 20,  pu is  5  fo is  avec  de  I 'eau

dist i l lée. Cette phase comespond à la f ixat ion des ant icorps ant i-VHA

sur les parois des cupules.

50 pl de chaque échantillon sont déposés par cupule et la plaque est

incubée en chambre hunide deux heures à + 45 oC, puis une heure à

+ 4oC. La plaque est alors lavée comme précédemment.  Au cours de cette

étape les ant igènes du VHA éventuel lement présents se sont combinés

avec les ant icorps.

50 ul  d ' IgG ant i-VHA marquées à l r iode 1,25 ( l -50 OOO cpm) sont déposés

et Ia plaque est incubée une nuit  à température ambiante. La plaque esr

Iavée comme précédemment puis découpée et la radioact iv i té f ixée sur

chaque cupule est mesurée directement à r 'a ide drun compteur gamma

(PACKARD ) .

Le rapport  P/N entre le nombre de cpm de l 'échant i l lon étudié
(P)  e t  ce lu i  de  témoins  négat i f s  (N)  do i t  ê t re  supér ieur  ou  égat  à  2 , I

pour pouvoir  conclure à Ia présence de VHA.

TT.4.2.2 - Test de confirmation

Les échant i l lons posit i fs au test de détect ion sont dans un

deuxième temps soumis au test de conf irmation pour apprécier ra

spécif ic i té du dosage. Le protocole ut i l isé est le suivant (PASSAGOT et

a l .  l - 9 8 5 ) .

Les anticorps anti-vHA sont fixés dans les cupules selon la même

méthode que cel le ut i l isée dans le test de détect ion.

50 ul  d 'échant i l lon à étudier sont déposés dans deux cupures. Après

incubat ion (2 H à + 45oc puis 1 H à + 4oc) qui permet ra f ixat ion de

lrant igène, les lavages sont effectués comme précédemment.
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50 u l  d 'un  mélange d ' rgG ant i  vHA marqués à  l r iode  125 e t  d 'un  sérum

contenant des ant icorps ant i-VHA (sérum posit i f  :  Sp) sont déposés dans

une des deux cupules alors que lrautre cupule reçoit  5o pI d 'un mérange

drrgG ant i-vHA marqué à l t iode lz5 et d 'un sérum ne contenant pas

d'ant icorps ant i-vHA (sérum négat i f  :  sN).  Les sérums de référence

ut i l i sés  sont  so i t  des  sérums de ch impanzé (u . r .e . r .D .  Bethesda,

MARYLAND) correspondant au sérum avant et après infection expérimentale
par le vHA, soit des sérums de mal-ade avant et après la maladie.

Après incubat ion une nuit  et  lavages, la radioact iv i té est
mesurée sur res deux cupules ; on recherche une diminution de l_a
radioact iv i té dans le puits contenant l -e sérum posit i f  par rapporr au
puits contenant l-e sérum négatif.

Le rapport des cpm obtenus

conf irmer la présence de VHA.

SN

SP
doit  être supérieur à 2,1_ pour



!0)

o
>

èC
 

'r't
6

 
6

+
J

+
J 

É
{ 

(J
a

(u
E

O
O

O
 

'lC
 

"'l(0h

F,q
)q,

,q)!Joic)c)nq)oI

o0tiè0

Illll

a>
->

rr

ooè0oG

€2j^
êlil+

r

tëlotÉ
.H

-

Éo
IFl6t.!

IE

IIlI

a
oF
{ 

ç{

Ç
{ +

J
lJ 

ri
trd

t
(6

0

()

o
o

0
)

À
F

{

o
o

o
t

Ç
fO

J'É
o

o
o

oO
to

tro
<

r't 
E

lr>
6

l
.X

 
t{

l:. 
Éo

ooè066

qt)df.(E

ttII

ë
+

)
6

(E
9

:@
o

q
c

L
ç

trL
,0

ro
o

è
0

()()
T

l+
l.

F
l

+
rJ

+
J

Ê
É

tr
6

6
0

A
Élol.d

l+
rm

o
lG

o
è

o
1

9
b

0
0

lt(E
.c

lo
>

o
8

6
1

0
,

H
lln

=
\/

t\.r, 
-/ 

-/

H
-<

'\
Ê

\^
î. 

./
ô

/
é

.a
?



trzr0)t

\(u

oè
g

d
(l 

I!J
J

=
o

o
O

 
'lJ 

.!.{

^
LIIIIIIII

ro

o
>

ul 
..{

6
 

(
E

+
J

+
J

F
i 

O

O
,O

_
iot

AIIIIIIII

q)

,0
)

J)tnt,lrIoq)IÊ
r

(r.{ 
(r.a

J
+

t
Ç

{6
o

È
0

o
v

u
o

^
-ê

-
r

,e)
E

É
È

9
=

=
'ti

k
L

!
ro

ro
É

a
a

n
É

!

il 
[ 

ll 
*

à a o

{*

+
ro

o
6

()c
l

!è
0

0
<

-
-

1
9

-
o

>
o

É
6

rQ
)

H
lrn

r(U=
't

t{(!

Ftt
+

1 
.ri

+
F4
F

o
(E

la
q

t
A

A

L
li

o
o

o
o

.r.{ 
€l

l,+
'

--(u
o

>
>

"
o

u
l

q
q

)

+
, 

è0
6

6
3=

6
O

J

or-{ 
t{ 

^
+

{+
j 

1
\

+
i..{ 

\/
É

!a
 

-
(E

0

C
)

Ê
t

E
E

O
q

r{
trt
o

Ê
o

t
r{O
JTÉ

o
6

e
,

'6
O

t

E

o
<

rrE
4

r>
6

l
X

r{

h
g

?c
o

^
-O

?
5

È
0

lG
lo

l5l=
6

l(rJ
lÉ

l-

IJ6olioo:,

*é=

-<
à-l

*Q
_l



CHAPITRE IV

ETUDE DE L'EXTRACTION DES VIRUS A PARTIR DES BOUES
ART I F I C I ELLEI,IENT CONTAI'II NEES
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cette étude a été réal isée uniquement à part i r  de boues

fraÎches primaires provenant de l-a station d'épuration de Nancy qui ont

été art i f ic iel lement contaminées par du virus poriomyél i t ique type 1.

I . PROÎOCOLE DE CONTAITiINATTON DES BOT'ES

A part i r  de la solut ion stock de virus pol iomyél i t ique produit

en début drexpérimentat ion et conservée à -75oc, i l  est préparé une

di lut ion, de t i t re var iable selon les expérimentat ions, qui  est ut i l isée

pour contaminer 5OO ml de boues fraÎches pr imaires. Un at iquot de la

di lut ion est préIevé pour être t i t ré de façon à déterminer précisément la

quant i té de virus introduite dans l 'échant i l lon de boues.

La boue addit ionnée du virus est alors soumise à une agitat ion

violente de l- heure à +4oC sur un agitateur à mouvement va et vient (New

Brunswick Scient i f ic modèle R2).  Cette agitat ion a pour but d,obtenir

d'une part  une bonne homogénéisat ion du virus dans la boue l iquide,

d 'au t re  par t  I radsorp t ion  des  v i r ions  sur  les  par t i cu les  cons t i tu t i ves  de

la  boue ( f igure  no  12  ) .

Boues fraîches suspension di l -uée

virus pol iomyél i t ique

Agitat ion l -  heure à + 4oC

Centr i

CuIot

t ionfuga

I
d e b

30 mn à 15OO g

surnageant I

Figure rroL2 - Protocole de contanination des boues



75

L 'échant i l lon  de  boue

centrifugation à l-5OO g pendant

recuei l l i ,  neutral isé à pH=7 et

de virus non fixée sur Ia boue.

homogénéisé est ensuite soumis à une

30 mn. Le surnageant (surnageant I) est

titré de façon à déterminer Ia quantité

Le culot de centr i fugat ion est recuei l l i  et  homogénéisé. I1

es t  ensu i te  pesé.

II - IMTHODE DIHXTRACTION DES VIRUS

A part i r  du culot de boues sont const i tués des

sous-échantillons de 10 graJnmes à partir desquels sont testées Ies

dif férentes techniques drélut ion. Le protocole général  consiste à

homogénéiser les 1-O grammes de boues dans 50 ml de la solution éluante

(Figure no 13).  Deux techniques drhomogénéisat ion ont été testées :

-  drune part  un mixage dans un apparei l  de type Waring-Blendor

pendant 3 minutes suivie d'une sonicat ion

- dtautre part une agitation dans un appareil VIRTIS (modèle

23)

A 1r issue de 1'homogénéisat ion les échant i l lons sont

systématiquement soumis à une centrifugation à l-5OO g pendant 15 mn. Seul

le surnageant (surnageant II) est recueilli et immédiatement amené à

pH 7. I l  const i tue l réluat v iral  qui  sera t i t ré de manière à déterminer

la quant i té de virus effect ivement extrai te de 1'échant i l lon de boue. Les

résultats seront exprimés en UFP et ramenés au culot de boue obtenu avec

500 ml de boue de départ.
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g culot de boue

ELUANT (50  mr)

ou

mixage 3 mn

ultrasonicat ion 2 mn

cufot

ELUAT

Figure no 13 - Protocole drextraction des virus

III - RESULTAÎS

Les résultats des expérimentat ions rêal isées sont
- drabord en déterminant Le taux de f ixat ion des

boue

- ensuite sur le plan de l 'é lut ion en étudiant

des éluants et les techniques dréIut ion.

IfI.l - Adsorption des virus sur la boue

1_O

\

VIRTIS

analysés :

v irus sur la

l r e f f i c a c i t é

A chaque expérimentation, le taux de fixation des virus sur la

boue a été calculé en t i t rant drune part  la suspension virale inoculée et

d'autre part le surnageant r (pigure no l_2) issu de la centrifugation du

mélange boue-virus. 0n constate qu'après l- heure de contact, Lradsorption

est massive et que la majorité des virus se fixe effectivement sur les
particules solides constitutives de la boue. En effet les pourcentages de
virus f ixés var ient de 96,9 % à 9g,gg % avec une major i té supérieure à
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99 % ( tab leau no  l -3 ) .  Cet te  cons ta ta t ion  re jo in t  ce l le  fa i te  par

di f férents auteurs (BITTON 1975, WULLENWEBER and JORET 1983) et conf irme

qu ' i I  n rex is te  p ra t iquement  pas  de  par t i cu les  v i ra les  l ib res  dans  ce

mil ieu (dans 7 cas sur 1O, Ie pourcentage de virus non f ixés est <L %)

et que les virus sont effectivement adsorbés sur la boue (GERBA et al

L978,  BLOCK e t  a l  1978) .

QUANTITE DE VIRUS

INTRODUIT DANS 5OO ML

DE BOUE

QUANTÏTE DE VIRUS

RETROUVES DANS LE

SURNAGEANT I

POURCENTAGE DE V]RUS

FIXES SUR LE CULOT

DE BOUE

1- ,96 .  107

2 , L O . L O 7

6,  50 .  l -07

2 , O 3 . L O 7

1  , 8 3  . 1 0 7

1  , 5 6 . 1 0 7

L , 6 6 . L O 7

l- ,73 .  106

L  , 0 6  .  1 0 6

l -  , 3 3 . 1 0 6

7 , 3 0 .  1 0 6

4 , 8 g . L O 4
4

4 , 7 4 . 1 " O  
'

3 , 3 5 . 1 0 3

2 , g 4 . L O 3

5  ,05  .1 -04

4 ,84 . rO5

2 ,g4 . t o5
A

1 , 3 9 . 1 0

3 , 8 0 . 1 0 3

9 , 6 0 . 1 O 3

8 , 6 2 . L O 4

9 9 , 7 5  %

99,78 %

99,99 %

99,99 %

9 7 , 2 4  %

96,9O %

98,23 %

99,20 %

99,64 %

99,28 %

98,92 %

lableau no L3 - Adsorption des virus polionyéIitiques sur la boue fraîche

III.2 - Elution-extraction des virus à partir des boues

Deux groupes d'expériences ont été réal iséS ut i l isant pour

méthode drhomogénéisat ion au cours de 1'élut ion :

drune part  une technique fondée sur un mixage suivi  de I 'act ion des

uftrasons

drautre part  une technique d'agi tat ion avec un apparei l  de type VIRTIS.
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TIT..2.L - Elution des virus par mixage associé à une sonication

Quatre solut ions éIuantes ont été testées :

-  solut ion d'extrai t  de boeuf à 3 % pH = 7 (SATTAR and tr IESTldOOD, 1976)

-  s o l u t i o n  d r e x t r a i t  d e  b o e u f  à 3 %  p H  =  9  ( C L A S S  e t  a L l - 9 7 8 )

- solut ion drextrai t  de boeuf à LO % pH = 9

(SCHWARTZBROD and MATHIEU l-986).

-  solut ion de sodium dodecyl sul fate à O,l-  % (WARD and ASHLEY, l -976).

Pour chaque expérience, trois essais ont été réal isés avec des

échant i l l -ons de boues di f férentes.

a) Solution drextrait de boeuf à 3 % pH = 7

Les résultats des élutions effectuées avec Ia solution

drextrai t  de boeuf à 3 % pH = 7 sont rassemblés dans Ie -Tabl-eau nol_4.

lQunnrrru nu

luourns n la

I
I urp.Soo mt

VIRUS

BOUE

-t_

lQunnrrrr DE vrRUSlQunNrrre on

I msonnns suR LA I er.uus

I eouu I

VIRUS I RENDEMENT

DE

L I ELUTION

I ure. soorr-1 | urp.Soo mr-l

I  r , 96 .107 1 -  , 9 5 . 1 0 7 |  + ,83 .1os

I
2 , 4 7  %

I

I

2 , L O . L O 7 2 , O g . L O 7 6 , 9 9 . l - O 5 3 , 3 4  %

6 , 5 0 . 1 0 7 6 , 4 g  . L O 7 1  , 3 1  . 1 0 6 2 , O L  %

Tableau no 14 - Rendenent de lréIution avec la solution dlextrait
d e b o e u f 3 I  p H = Z

Lra quantité de virus récupérée est très faible

et le taux de récupérat ion var ie entre z,OL % et 3,34 %.
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b) Solution drextrait de boeuf à 3 % pH = 9

A la lecture des résultats ( Tableau no 15 ) obtenus avec une

solut ion d'extrai t  de boeuf à 3 % pH = 9, on observe des rendements

d'éIut ion évoluant entre 2,9 et 8,5 %. Dans 2 cas sur 3 ces pourcentages

sont peu différents de ceux observés avec la même solution à pH = 7, Fâr

contre lors d'un essai le taux de récupérat ion est supérieur puisquri l

a t t e i n t  8 , 5  % .

lQum{rrru DE vrRUS lQumtrrn DE vrRUS IlQuantrtn DE vrRUS

In.loutes A LA BouE

UFP.5OO m1-1

g . L o  7

I nosoneus suR LA I
I aoun I
I ure.Soo mr-l I
t_l

ELUES

UFP.5OO ml - l

RENDEMENT

DE

L ! ELUTION

2 , g 7 . L O 7 10 ,  1-4. l -O5 3 , 4 O  %

7 , 3 0 .  t - O 6 7 ,25 .LO6 6 , l -8 .  105 8 , 5 2  %

2 , O 3 . L O 7 1  , 9 9  . 1 0 7 5  , 8 6 .  1 O 5 2 , 9 4  %

Tableau no 15 - Rendement de lrélution avec Ia solution d'extrait de boeuf

à 3 % P H = 9

c) Solution drextrait de boeuf à 10 tr pH = 9

Les résultats rassemblés dans le tableau no 16 mettent en

évidence des rendements d'élution variant d,e L2,5 % à 55 % qui sont très

nettement supérieurs à ceux obtenus avec les solutions drextrait de boeuf

à 3 %, à pH=7 et à pH=9.
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lQuanrrrr DE vrRUS lQunNrrrs DE vrRusleunnrrrn on vrnusl

la.loutrs A LA BouE I ensonnns suR LA I ELUES

uFp.Soo ml-l I urp.5oo mr-l I urp.Soo ml-1

t_l
2 , L O . L O 7

RENDEMENT

DE

L I ELUTION

I  z ,og. ro t

I
t -  ,1 -5 .1 -07 5 5 %

2 , O 3 . t O ' I  r , 99 .107 2 , 5 2 . L O 6 r 2 ,5  %

t -  ,66. t -07 I  r  ,63.  r -07 3 , 2 3 .  t O 6 2 2 , 8 8  %

lab]-eau no 16 - Rendenent de lréIution

à 1 - o % p H

avec la solution drextrait de boeuf

= $

d) Solution de sodinm dodecyl sulfate à O,1 %

Comme l r ind ique le  tab leau no1-7 ,  1 té lu t ion  avec  la  so lu t ion  de

sodium dodécyl sul fate à O,l% permet drobtenir  des rendernents de

récupérat ion var iant de 3,7 % à L4,4 %. Ces taux sont supérieurs à ceux

obtenus avec la solut ion dtextrai t  de boeuf à 3 %, mais plus faible

quravec  Ia  so lu t ion  drex t ra i t  de  boeuf  à  10  %.

leuaNtrrs os

le.loums n le

I

VIRUS

BOUE

I
- I

lQunurrru DE vrRUS lQunmrrn DE vrRUS I
I ansonaes suR LA I nlues

I BouE I
I urp.Soo mr-1 | ure.Soo mr-l

RENDEMENT

DE

L I ELUTION

I urp.Soo ml

I t_l
I  a . ro7 I  z ,gz  .Lo7 |  a ,3  .  r -06 L4,47 %

7 , 3 0 . 1 0 6 |  2 , 2 5 . 1 0 0 |  2 , 7 3 . 1 0 5 3 , 7 5  %

I
1  , 9 6 . 1 0 7 I  r , 95 .107 2 , 1 - 3 . 1 0 6 70,92  %

I

Rendement de lrélution avec

dodecyl sulfate à O,1 %

Tableau no L7 - la solution de sodiun
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A I ' issue de cette étude qui met en évidence une très nette

supérior i té de Ia solut ion drextrai t  de boeuf à LO % pH = 9 par rapport

aux autres solutions étudiées, il nous a paru utile de confirmer et

vér i f ier I ref f icaci té de cet éIuant.

e) Essai de vérification de lrefficacité de la solution drextrait de

b o e u f à 1 0 % p H = 9

Lressai a consisté à tester 6 nouveaux échant i l l -ons avec la

même technique d'élut ion à part i r  de boues art i f ic iel lement contaminées.

Lranalyse des résul- tats (  lhbleau no 18 ) conf irme I 'ef f icaci té

de cet éIuant puisque les rendements var ient de 1-5,59 % à 36,78 %.

leuanrrrn DE vrRUS

ln;outes A LA BouE

UFP.5OO m1-1

lQuaNrrrs DE vrRUS leunmrtn DE vrRUS I

I aosonnes suR LA I ELUES

I noun I
I urp.Soo mr-l I urp.Soo mr-1

RENDEMENT

DE

L I ELUTION

1 - , 8 3 . 1 0 7 I  r  ,77 . to7

I
6 , 5 1 - . 1 0 6 36,78  %

1 , 5 6 . 1 0 7 1- ,51- .107 4 , 4 9 . 1 0 6 29,73  %

2 , L O . L O 7 2 , O g . L O 7 5 ,  1 0 .  1 0 6 2 4 , 3  %

Â
1-  ,73 .  t -0 " t -  ,68.  Lo6 2 ,62 .LOs L5,59  %

1-  ,06 .  106 1- , 05. t-06 2 , 9  . 1 0 5 2 7 , 6  %

A
1 , 0 6 . 1 _ O - 1  , 0 5 . 1 0 6 t- ,66. t-05 L5,g  %

Efficacité de la

à 1 0 % p H

solution drextrait

= $

Tableau no 18 - de boeuf
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IT1.2.2 - Elution des virus avec homogénéisation p€rr appareiMRTIS

Compte tenu des résultats obtenus en ut i l isant le mixage et la

sonicat ion et de la nette supérior i té aff ichée par la solut ion éIuante

const i tuée par de l rextrai t  de boeuf à LO % pH 9, nous avons tenté de

déterminer si  les rendements de récupérat ion des virus avec cette

solut ion éluante seraient amél iorés en modif iant Ie procédé

d'homogénéisat ion. C'est pourquoi nous avons effectué quatre

expérimentat ions en ut i l isant un apparei l  VIRTIS pour I 'homogénéisat ion.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau no l-9 et feur analyse met

en évidence que les rendements de I 'é lut ion var ient de 55 à 80 %.

Il est donc net que

d'homogénéisat ion de la boue dans la

très sensiblement la récupérat ion ou

Ies  boues.

l ru t i l i sa t ion  de  ce t te  techn ique

sofut ion éluante permet dramél iorer

Irextract ion des virus présents dans

IQUANTITE DE VIRUS

ln.loutus A LA BouE
I qunnrrrn DE vrRUS I Qunrutrrn DE vrRUS I

I nosonnns suR LA I ELUES

RENDEMENT

DE

L '  ELUTIONI
I
I
I

UFP.5OO m1-1

I noue
I  urp.Soo mr- l

I

I
I  urp.Soo mr- l

I
2 .1 -o  6 I  r  ,99.  t -oo

I
I r- ,09. r-06 |

t t
54,77  %

Â
z , L O  

'
1  , 9 9 . l - 0 6 l -  ,35 . l -06 67,83  %

2 . 1 0  
6

1  ,99  . l -06 1 -  , 2 3 . 1 0 6 6L,8O %

I ,33 .  l -06 t -  ,32 . l -06 1  , 0 6 . 1 0 6 8O,3O %

lableau no 19

appareil

Rendenent

Virtis avec

de lréIution avec lrhonogénéisation par

la solution drexlrait de boeuf 10 % pH=9
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CONCLUSION

Les essais de récupérat ion des virus effectués à part i r  de

boues art i f ic iel lement contaminées par des virus pol iomyél i t iques ont

montré d'une façon très nette que des virus mis en contact avec des boues

sradsorbaient rapidement sur ces boues dans des proport ions de plus de

99 /o. cette observat ion conf irme que dans les boues ir  y a très peu de

par t i cu les  v i ra les  à  l ' é ta t  r ib re .  Cec i  es t  en  accord  avec  les

constatat ions réal isées par ABID et al .  ( l -978) et par BITTON (1975) WenO

and ASHLEY ( r_976) ,  WELLINGS e t  a t .  (1976) .

Sur Ie plan des modal i tés drextract ion des virus à part i r  des

boues'  i l  est apparu que Ia mei l leure méthode étai t  fondée sur

I 'u t i l i sa t ion  d 'une so l -u t ion  é luante  cons t i tuée par  une so lu t ion

drextrai t  de boeuf à 10 % pH 9 associée à une homogénéisat ion dans un

apparei l  VIRTIS.

Le rendement de récupérat ion obtenu se si tue entre 54 % et

8O % avec une moyenne de 64,9 %.

Comparé aux rendements rapportés dans l-a l i t térature les

résultats apparaissent sat isfaisants. Ainsi  req pourcentages Qe
récupérat ion obtenus par BATES et GODDARD ( l-gso),  après ajout de

pol iovirus à de Ia boue sont respect ivement de 37,3% avec l 'extrai t  de

boeuf 3 % pH=7 et 29,7 % avec Le sodium dodecylsul fate 0,1 %. BERG et

DAHLING (1980) éluent de 39 à 63 % des pol iovirus avec une sotut ion

dtextrai t  de boeuf à LO % pH = 7 en tampon MacI lvaine. Par contre l -es

résultats obtenus en ut i l isant Ie sodium dodecylsul fate sont beaucoup
plus faibles que ceux rapportés par BATES et GODDARD (1990).

Cependant i l  faut insister sur le fai t  que ces

expérimentat ions ont êtê réal isées à part i r  de boues art i f ic iel lement

contaminées et que, dans ce cas, les virus adsorbés ont peut être des

Iocal isat ions di f férentes de cel les existant dans les processus naturels.
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I l  nous a donc paru nécessaire de poursuivre I 'expérimentat ion

en travai l lant non plus à part i r  d 'un mi l ieu art i f ic iel ,  mais à part i r  de

boues naturel les non art i f ic iel lement contaminées de façon à se placer

dans des condit ions normales dranalyse.
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Ccmpte tenu des résul- tats obtenus précédemment I 'étude a

été poursuivie sur des boues non contaminées art i f ic iel lement.  En effet

les virus apportés extemporanément lors drune contaminat ion expérimentale

drune boue déjà formée nront pas le même comportement que res virus

endogènes adsorbés sur les particules de boues lors de sa formation et il

est important de déterminer Ia valeur des techniques d'extract ion des

virus dans les condit ions réel lement rencontrées sur le temain.

Les virus recherchés sont ceux qui provoquent en

cultures cel lulaires un effet  cytopathique ( ncp) se traduisant par

Irappari t ion de plages de lyse sous couverture géIosée.

Deux types de boues sont étudiées :  des boues digérées

et des boues fraîches pr imaires.

La  pr ise  d 'essa i  de  cu lo t  de  boues a  é té  por tés  à  40

grammes car Ia quant i té de 1-0 grammes précédemment testée s 'est avérée

trop peu importante pour permettre d'obtenir  des isol_ements

s ign i f i ca t i f s .

Les paramètres étudiés sont Ia nature de l 'éIuant,  la

concentrat ion du curot de boue dans lréluant,  la technique

drhomogéné isa t ion  e t  d tag i ta t ion  lo rs  de  I 'é lu t ion  e t  en f in  I ' i n f luence

d'un trai tement aux ul tra-sons. L 'extract ion des virus est suivie drune

concentrat ion des part icules virares sous un prus pet i t  volume.
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I.1 - I'IETHODES EXPERII'IE]{TETS

La technique drextract ion ut i l isée est fondée sur

1 'é Iu t ion  des  v i rus  de  Ia  boue à  I 'a ide  d 'une so lu t ion  é fuante  à  pH

a lca l in  (ALBERT e t  a I .  1988)

Au cours des expériences, quatre paramètres sont étudiés

- Ia nature de l 'é luant :  t rois éfuants sont retenus :

.  solut ion de lai t  écrémé à 1-% PH=9

. solut ion de glycine 0,05 M PH=9

. solut ion drextrai t  de boeuf à 10 % pH=9

- la concentrat ion de Ia boue dans 1'éfuant

Le volume de I 'é luant ajouté à I 'échant i l lon de 40 g sera

. soit de l-60 ml ce qui comespond à une concentration de 2O %

. soi t  de 360 ml,  c 'est-à-dire une concentrat ion de 10 %

- Ie mode d'homogénéisat ion de la boue dans l 'é luant

Lthomogénéisat ion est ef fectuée :

. soit par agitation magnétique

. soi t  par mixage.

- L 'homogénéisat ion est dans certains cas complétée par une sonicat ion.

La combinaison de ces paramètres about i t  à I  protocoles drextract ion

différents pour chaque éluant.

Le tableau no 20 rassemble les di f férents protocoles et les sigles

ut i l isés pour les désigner.
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ABREVIATION UTILISEE TECHNIQUE D IEXTRACTION

A M - 2 0 Agitation magnétique
Concentrat ion dans la solut ion éIuante:2O%

A M - U S - 2 0
Agitat ion Magnétique
Concentrat ion dans la solut ion é]uante:2O%
Ultrasonicat ion

Mix -  20 Mixage
Concentrat ion dans Ia solut ion é l -uante l .2O%

M i x - U S - 2 0
Mixage
Concentrat ion dans Ia solut ion éluantez20%
Ultrasonicat ion

AM - 1_O Agitat ion magnétique
Concentrat ion dans Ia solut ion éIuantezIO%

A M . U S - ] - O
Agitat ion magnétique
Concentrat ion dans la sofut ion éIuante:1,O%
Ultrasonicat ion

Mix l-O
Mixage
Concentrat ion dans Ia solut ion é luantezLO%

M i x - U S - l - O
Mixage
Concentrat ion dans Ia solut ion éluante:IO%
Ultrasonicat ion

Tableau no 20 - Protocoles drextraction des virus

La concentrat ion des éluats est réal isée par la technique de

f loculat ion organique (KATZENELSON et aI.  Lg76).

Le concentrat est ensuite décontaminé puis testé sur cultures

de celLuLes MA 1-04 par la méthode des plages en présence de colorant

vi tal ,  à raison de 5 boîtes, aux di lut ions L/2, L/5 et de 1O boîtes au

L/1"O.
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1,2 - AIIALYSE DES BOUES DIGEREES

Les premiers essais ont été effectués sur des boues digérées

et l ranalyse comporte deux étapes successives.

T.2.L - Etude des techniques drextraction avec une solution éluante

d'extrait de boeuf à 10 % PH=9

Les 8 protocoles décri ts précédemment sont appl iqués à

dif férents échant i l lons de boue trai tés au laboratoire immédiatement

après leur prélèvement à la stat ion d'épurat ion. Trois sér ies de

prélèvements ont fai t  I 'objet de trois invest igat ions di f férentes.

I.2.I.1 - Anal-yse des boues digérées brutes

A par t i r  du  cu lo t  de  boues d igérées ,8  p r ises  dressa i  de  4O g

sont effectuées et soumises aux protocoles déf inis en ut i l isant Ia

solut ion d'extrai t  de boeuf à LO % pH=9 comme éluant.

Les résultats exprimés en U.F.P. pour L0O ml de boues digérées

sont rassemblés dans le tableau no21 et montrent que des virus ont êtê

mis en évidence dans une seule pr ise dressai sur 8. La technique ayant

permis  d 'ob ten i r  ce  résu l ta t  pos i t i f .assoc ia i t  I ' ag i ta t ion  magnét ique à

une concentration de boue de 1O % dans l'éluant.
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TECHN]QUE

D I EXTRACTÏON

QUANTITE DE VIRUS EXTRAITS UFP. lOO ml 
-1

Boues digérées brutes

A M . 2 0 ND

A M - U S - 2 0 ND

Mix -  20 ND

M i x - U S - 2 0 ND

AM - 1_O

A M . U S - ] - O ND

Mix - l-O ND

M i x - U S - 1 0

*ND : Non détecté

Tableau no 2L- Extraction des virus avec la solution drextrait
de boeuf 10 % pH=9 à partir de boues digérées brutes

L.2.L.2 - Inftuence de lracidif ication de Ia boue sur Ia mise en évidence

des virus

L'échant i l - Ion de boues digérées a été dans un premier temps

séparé en 2 sous-échant i l lons ident iques de 2 l i t res.

- Le premier a été traité par HCI 2N sous agitation permanente pendant 30

mn jusqurà  ob ten t ion  d tun  pH=3,5 .

Après centr i fugat ion de l-5 mn à l -500 g, I  pr ises dressai de 40

g sont préparées à partir du culot homogénéisé et traité par les

d i f fé ren tes  techn iques  dans  les  mêmes cond i t ions  quren T .2 . I .L . ,  avec

cornme solut ion éluante la solut ion d'extrai t  de boeuf à LO % pH=9.

ND



9 2

-Le deux ième sous-échant i l lon  nra  pas  é té  ac id i f ié  e t  Ie  cu lo t  de

centr i fugat ion a servi  directement à préparer les I  échant i l lons de 40 g

qui ont été soumis aux mêmes techniques drextract ion.

Les résultats rassemblés dans le tableau no 22 montrent que

seule la technique d'extract ion associant mixage et ul t rasonicat ion avec

une concentrat ion de boues de 1-0 % a permis la mise en évidence de virus.

La quant i té de virus retrouvée s'élève à 25 UFP 1-OO m1-1 dans Ia boue

acidi f iée, alors qu'el le est de 7 UFP. 1-OO m1-1 dans la boue non

acidi f iée. Dans ces condit ions, i l  a été décidé de réal iser une nouvel le

expérimentat ion en travai l lant uniquement avec des boues acidi f iées.

QUANTITE DE VIRUS EXTRAITS UFP. lOO rl 
-1

TECHNIQUE

D I EXTRACTION
Boues digérées

Ac id i f i ées Non acid i f iées

I  aM-20 ND

I  m-us-20 ND ND

NDNDMix - 2O

I
I  u i . x -us -20
I

ND

I  nM-10 ND
t_
I
I  m, l -us- r -o
I

ND

I  u i x -10
I

I  u i x -us - i -o

' ItND : Non détecté

Tableau no 22- Exfuaction des virus avec Ia solution
drextrait de boeuf 10 % pH=9 avec et

sans acidification
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I.2.L.3 - Ana1yse des boues digérées acidifiées

Cette expérimentat ion a consisté à appl iquer les I  protocoles

drextraction sur un échantillon de boues digérées ayant subi une

ac id i f i ca t ion  dans  les  mêmes cond i t ions  que précédemment  ( I .2 .1 . .2 ) .

Les résultats sont rassemblés dans le tableau no 23.

On constate que deux pr ises dressais sur 8 se sont révéIées
posit ives et que le nombre de part icules virales mises en évidence est

t rès  fa ib le  :  5  e t  6  UFP. IOO ml - l .

Dans les deux cas posit i fs la concentrat ion de la boue dans
l 'é luant  é ta i t  de  1-O % e t  I 'homogéné isa t ion  réa l i sée  par  ag i ta t ion

magnétique associée dans un cas à une ul trasonicat ion.

I1 ressort  de ces 3 études que seule Ia concentrat ion de 1,O %
de Ia boue dans l 'é luant a permis Ia détect ion de part icules virales et
que res taux de virus sont toujours extrêmement faible.  En ce qui

concerne la comparaison des 8 techniques drextract ion, le faible nombre
de résurtats posit i fs ne permet pas de t i rer de conclusions.

TECHNIQUE

D ' EXTRACTION

QUANTITE DE VTRUS EXTRAITS UFP. l-OO
- l

ml

Boues digérées acidi f iées

A M - 2 0 ND

A M - U S - 2 0 ND

Mix -  20 ND

M i x - U S - 2 0 ND

AM - l_O

A M - U S - ] - O

Mix -  10 ND

M i x - U S - 1 - O

* ND : Non détecté

lableau no 23 - Extraction dee virus avec ra sorution
dfextrait de boeuf 10 É pH=9 à partir de

boues digérées acidifiées

ND
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T.2.2 - Etude comparative des techniques drextraction des virus avec 3

solutions éluantes

Cette étude a étê réat isée à part i r  d 'un seul prélèvement

de boues digérées qui est homogénéisé puis divisé en plusieurs

échant i t lons qui ont été congelés à -  2Oo.

A chaque expérience, la boue décongelée a étê acidi f iée

puis centr i fugée et I  pr ises dressais de 40 g ont été préparées à part i r

du culot de centr i fugat ion.

L e s  t r o i s  é l u a n t s  u t i l i s é s  s o n t  I e  l a i t  é c r é m é  L  % , l a

glycine O,O5 M et l ' .extrai t  de boeuf à LO %, tous à pH=9. Ies résultats

de la comparaison de ces 3 éIuants avec les 8 techniques d'extract ion

sont rassemblés dans le tableau no 24 -

On constate que des virus ont êté mis en évidence dans 7

cas sur 24 z 3 fois avec Ia solut ion drextrai t  de boeuf,  1 fois avec la

solut ion de lai t  écrémé et 3 fois avec la solut ion de glycine.

Les concentrat ions virales obtenues sont toujours très

faibles de 2 à 6 UFP pour lOO mI de boues digérées.

L, inf luence de Ia concentrat ion de la boue dans la solut ion

éluante nrest pas signi f icat ive puisque 3 échant i l lons sont posi t i fs avec

une concentration de 20 % et 4 avec une concentration de Lo %.

Enfin i l  ne se dégage pas de technique d'homogénéisat ion

pr iv i lég iée .

En fonct ion de ces observat ions, i l  apparai t  que dans les

boues digérées analysées, Ia concentrat ion détectée de virus est t rop

faible pour pouvoir réaliser une étude comparative des différents

paramètres intervenant dans I 'extract ion des part icules virales.

ctest pourquoi la sui te du travai l  a été consacrée à

I'analyse des boues fraîches primaires dont la concentration en virus est

plus irnportante (SCHWARTZBROD and MATHTEU L986).
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T.3 - A]{ALYSE DES BOUES FRAICHES PRIf'IAIRES

Les 8  pro toco les  d 'ex t rac t ion  u t i l i sés  précédemment

(Tableau no 2O ) sur les boues digérées ont été appl iqués à 40 g de culot

de boues fraîches pr imaires et 1 'étude a consisté dans un premier temps à

tester successivement les trois éIuants, puis dans un deuxième temps à

comparer  I 'e f f i cac i té  de  ces  3  é Iuants .

I.3.1 - ETTDE DES PARAUETRES DE L'ELUTION AVEC CHAQUE ELUANT

1.3.1.1. -  Protocole expérimental

Deux échant i l lons de boue di f férents sont analysés avec

chaque éluant (solut ion drextrai t  de boeuf 10 %, solut ion de lai t  écrémé

I  % ,  so lu t ion  de  g lyc ine  O,05 M tous  à  pH=9) .

Au cours d'un même essai un seul éluant est

I  voies de trai tement selon le protocole décri t  dan-*

L'étape de concentrat ion est réal isée par Ia technique

organique (KATZENELSON et aI.1-976) avec ajout d 'extrai t  de

avec la glycine. La décontaminat ion et la révélat ion sur cul tures

cel lulaires sont menées selon les techniques décri tes au chapitre

Matér ie l  e t  méthodes I I .2  E ' l  I I .3  e t  u t i l i sées  pour  les  boues d igérées .

Les résultats sont exprimés en UFP (unité formant plage)

pour 40 C de culot de boue, en UFP pour 1OO mI de boues fraîches

primaires et enfin en UFP par gramme de poids sec de boue.

I ls sont analysés à l 'a ide du test de ldi lcokson pour la

comparaison de sér ies appariées af in de vér i f ier que le classement des

techniques selon leur eff icaci té est vafable quel le que soit  Ia sér ie des

prélèvements et la di lut ion inoculée.

testé avec Ies

Ia Figure no 14

de f loculat ion

boeuf qsp 3 %
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Pour un éfuant donné pr is séparément,  les I  techniques

d 'ex t rac t ion  sont  d 'abord  c lassées  par  o rdre  décro issant  du  nombre  d 'UFP

isolées pour chacun des deux échant i l lons testés. I l -  est ensuite procédé à

Ià- cômparaison des rangs obtenus par chaque technique dans les deux

échant i l lons en calculant Ia somme des di f férences posit ives de rang (P),

Ia somme des di f férences négat ives (N).  La plus pet i te des deux valeurs

absolue (T) est comparée à une table de T qui indique la valeur l imite de

T pour que Ia différence entre Les classements obtents avec les 2

échant i l lons soi t  s igni f icat ive aux r isques de 5 %.

I l  ressort  de la mise en oeuvre du test de ldi lcokson que

pour chaque éluant les deux échant i l lons ne présentent pas de di f férence

signif icat ive dans le classement des techniques drextract ion et que par

voie de conséquence les résultats peuvent être discutés en prenant en

compte les quant i tés globales de virus isolés pour chaque couple

d 'échant i l lons  .



+ 160 nu
DE S(ILUTION

ELUANTE

+ J60 mu
DE SOLUTI()l{

ELUJ1NTE

/

/

/

AGITATIOI{
I4,AGI{ETIOUE

15 nn

\
\

\

I.lIXAGE
J n x

l.lIXAGE
, H N

AGITATION
I'IAGNETI OUE

15 mn

/ \
/ \- t \

/ \
* t

SONICATION PAS DE
2 mn S0NICATIO|i

( 7 )  ( 8 )

I
I
I

I
t

S()NICATI
2mn

(5 )

l\ l\t\t\t\t\
S()NICATI()I{ PAS DE SOIIICATION PAS I)E

2 r.rn S0NICATION 2 mr S0NICATI0N

(1 )  Q)  ç )  (q )

OI{ PAS I}E
SON I CATI ()N

(6 )

CENTRIFUGATI()I{

I
SURI{AGEANT

I
I
Y

FLOCULATION PAR HCt- 2N A pH = 3.5
AGITATI0N 50 nn

I
I
I
Y

CEilTf lFUGATt()l{ 1500 G, i5 nn
I

+
FLOC DISSOUS PAR TAI{POII PHOSPHATE

(CONCEI{TRAT)

I
I
V

DECOIITAI.II I{ATIOII ?AR
ADI)TTI()N I} 'ANTIBI()TIOUES ET ] 'AIITIFOîIGIOUES

I
INOCULATION SUR CFL:ULES

Figure no 14 - Protocole dranalyse des boues fralches primaires

15 tln



99

1.3.i..2. - Résultats obtenus avec la solution drextrait de boeuf 10 %

pH=9

Les résultats sont regroupés dans 3 tableaux. Ie tableau

no 25 indique le nombre de part icules virales éluées à chaque di lut ion

avec Ie premier échant i l lon. Le tableau no 26 correspond au deuxième

échant i l lon prélevé. Le tableau no 27 permet de comparer les résultats en

tenant compte des valeurs obtenues pour 1 dilution donnée.

En ce qui concerne les 3 di lut ions du concentrat inoculées

sur cul tures cel lulaires, i I  apparai t  c lairement que des phénomènes

toxiques ont été constatés dans 94 % des cas avec la di lut ion '  L/2 et

dans 44 % des cas avec I  di lut ion au 1/5ème. Seuls les résultats obtenus

avec le concentrat di tué au 1-/10ème ont ainsi  pu être pr is en compte'

Lranalyse par Ie test de hlilcokson indique une valeur de T = 17 Largement

supérieure à cel le indiquée par Ia table de T (T = 4).  Dans ces

condit ions, i l  nry a pas de di f férence signi f icat ive de classement entre

les deux échant i l lons analYsés.

En ce qui concerne Ia concentrat ion de la boue dans fa

solut ion éluante, le nombre de virus isolés est près de 2 fois plus

important lorsque la concentrat ion de la boue est de 1-O % (64L UFP versus

352 UFP avec Ia concentrat ion de 20 %) (Tableau no 27 ) '

La mei l leure technique d'extract ion-élut ion est cel le

fai t  appel à I 'agi tat ion magnétique drune boue à 1,o % dans I 'é luant.

Enf in,  i l  existe une di f férence très importante

concentrat ion virale entre les 2 prélèvements effectués, 1 'échant i l lon

no 1 contenant 6,46 fois plus de virus que l 'échant i l lon no 2.

La méthode drextract ion sélect ionnée dans le cadre

I 'u t i l i sa t ion  de  la  so lu t ion  é Iuanter rex t ra i t  de  boeuf ' r  Sera  donc  :

Agitation magnétique - concentration de boue l-o% (AM - 10)

le concentrat étant inoculé sur des cul tures cel lulaires à la di lut ion

L / L O .
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QUANTITE

UFP.40

DE VIRUS ISOLES

g'L (curot)TECHNIQUES

D I EXTRACTION Echanti l lon

N o 1

Echant i l lon

N o 2 Total  eo g-1

A M - 2 0

A M - U S _ 2 0 L421,42

Mix -  2O

M i x - U S - 2 0 63

Total  (concentrat ion 20 %)
1

1 6 O g -

5 5

25L

A M - U S - 1 - O I I : '
1 ? r 1t_ t_

Mix - 1-0 515l-

M i x - U S - l - O L42 L76

Tota1 (concentrat ion LO %)
- 1

1-60 g -
78

TOTAL GENERAL 993

*ND : Non détecté

Tableau no Zz

avec la solution

- Evafuation des techniques drextraction

drextrait de boeuf à 10 % pH=9 (dilution 1/LOène)
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I.3.1-.3 - RESULTATS OBTENUS AVEC LA SOLUTION DE LAIT ECREIT{E 1% pH=9

Avec cet éIuant,  seules

et au L/LOe seront étudiées car avec

au L/2 a provoqué des altérations du

lecture impossible (Tableaux no 28 et

les di lut ions du concentrat au 1/ 5

I 'un  des  échant i l lons ,  Ia  d i lu t lon

tapis cel lulaire qui a rendu toute

n o  2 9 ) .

Le test de Wilcokson a donc êtê appl iqué aux résultats

obtenus avec la di lut ion au I /5e et au I /LOe. les valeurs de T

respect ivement de L7 et de L4 étant supérieures à cel le indiquée par la

tab le  de  T  (T  -  4 ) ,  i l  n ' y  a  donc  pas  de  d i f fé rence s ign i f i ca t i ve  de

classement entre les deux échant i l lons analysés pour la di lut ion au 1,/5e

et  au  L /LOe.

Les valeurs obtenues sont plus élevées avec Ia di fut ion

I/LOe qui permet de mettre en évidence 1351- UFP contre 992 UFP avec Ia

d i lu t ion  L /5e  (Tab leau no  30  ) .

En ce qui concerne la concentrat ion de boues dans la

solut ion éIuante, s i  I ton cumule les résultats obtenus avec les deux

difut ions, i l  apparaît  que Ia concentrat ion de 20 % permet d'obtenir  une

quant i té de virus légèrement plus importante ( l -255 contre 1-088) quravec

la concentrat ion de LO %. Mais si  l ron t ient compte uniquement de Ia

di lut ion au L/LOe (qui permet drobtenir  globalement les mei l- Ieurs

résultats),  i l  apparaît  que les résultats sont supérieurs avec la

concentration de 1-O % de boues dans la solution éluante. Comme dans

lrexpérimentat ion précédente i I  a été constaté une variat ion importante

de la concentrat ion virale selon les échant i l lons.

En prenant en compte les résultats des deux échant i l fons

parmi les huit  techniques drextract ion testées et avec la di lut ion au

1,/LOe, la mei l le lrre,  quel le que soit  la concentrat ion en boues, est cel le

associant l ragi tat ion magnétique et I 'act ion des ul trasons (Eableau no3O)

La méthode d'extract ion sélect ionnée dans Ie cadre de

I 'u t i l i sa t ion  de  Ia  so lu t ion  é Iuante ' r la i t  éc rémé ' r  sera  donc  :  ag i ta t ion

magnétique - ultrasons - concentration de boues l-O % (AM - US - l-O) .
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TECHNIQUES

D I EXTRACTTON

QUANTITE DE VIRUS ' I

uFP.4O e-1  I

Di lut ion au L/5 |

I totar

Echant i l lon lEchant i l lon l  aO g- '

N o 3  |  i , l . a  I

QUANTITE DE VIRUS I

upp.4o e-1 |

Di lut ion au L/LO I

I  totat

Echant i l lon lEchant i l lon l  eO g- '

N o 3  |  l t " a  I

A M - 2 0 L4L l+Ol re r

l_ l
a2 lqo lnz

t l
A M - U S - 2 0

Mix -  2O

M i x - U S - 2 0

Total  f6O g-1

(concentrat ion 20 %)

AM - r_O

A M - U S - 1 0

55 l r r l0o

t_
e2lrsr lzzs

t l
r -oe lag l rse

t_l
t l

3s7 | zsr I
t_

r -o3 l+s l r+e
l_ l

83 le lg r

LTTlso lzzz

t_t
6elgs l roz

t_ l
LzL lqe lLTo

_l
I

44s l r :a l
t_l

L4e loz lz to

_l
zT4l ro lzgo
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t_t
Total  rOO g-1

(concent ra t ion  LO %)
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_l
TOTAL GENERAL 6s6 lsso lssz r .oo4 lsqz l rasr

ND* : non détecté

T** :  échant i l lon toxique

t_l _l

Tableau no 30 - Evaluation des techniques drextraction

avec Ia solution de lait écréné à 1 % pH=9
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1.3.1.4 - Résultats obtenus avec Ia solution glycine O,O5 M pH=9

Avec Ia solut ion de glycine les résultats des trois

di lut ions sont interprétables et ont été soumis à Iranalyse stat ist ique

(tableaux 31 et 32)tes valeurs de T obtenues sont respect ivement de 10,

13 et 1-8. EIIes sont nettement supérieures à cel le de la table de T et

par conséquent,  i1 nry a pas de di f férence signi f icat ive de classement

entre les deux échant i l lons anarysés, quel le que soit  la di lut ion

envisagée.

Globalement,  les mei l leurs résul- tats sont obtenus avec la

di lut ion au L/Se mais ceux concernant les deux autres di lut ions sonr

prat iquememnt équivalents ( tableau no 33 ).

En ce qui concerne Ia concentration de boues dans Ia

solut ion éIuante, en cumulant les résultats obtenus avec les 3 di lut ions,

on constate que la concentrat ion de l-0 % de boues permet d'extraire plus

de virus que la concentrat ion de 20 % (1064 contre 876 UFp 40 g- '  de

cu lo t  de  boue) .

Cette observat ion est par ai l leurs conf irmée séparément

pour les di lut ions au L/2 et au L/LOe.

Dans fe cadre opt imum drune concentrat ion de LO % de boues

dans lréluant la mei l leure des 8 techniques drextract ion est di f férente

selon la di lut ion inoculée sur les systèmes cel lulaires.

En effet ,  pour les di lut ions au L/5e et au L/LOe, la

mei l leure technique est cer le qui fai t  appel à l 'agi tat ion magnétique,

alors que pour la dirut ion au l /2 l ragi tat ion magnétique doit  être

associée à I 'act ion des ul tra-sons.

Compte tenu de ces différents éIéments et du fait que pour

res deux autres éluants testés ra dilution au 1,/Loe a été

systématiquement choisie et qu'enf in pour Ia technigue drextract ion AM-10
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séIect ionnée les quant i tés de virus retrouvés sont légèrement supérieures

avec la di lut ion au l- l10e, i l  a été décidé de séfect ionner dans le cadre

de lrut i t isat ion de Ia solut ion éluante I 'g lycine'r  la technique .

agitat ion magnéti .que - concentrat ion de boues 10 % (AM-1-O), la di lut ion

drensemencement étant cel le au l / l -Oe.

1.3.L.5 -  Conclusion

L'étude des I  protocoles d'extract ion-concentrat ion avec 3

solut ions éluantes a permis de montrer drune part  que la concentrat ion

virale des échant i l lons de boues fraîches pr imaires var iai t

considérablement d'un échant i f lon à un autre, mettant ainsi  en évidence

une grande hétérogénéité de ce mi l ieu, drautre part  de sélect ionner

pour chaque éluant étudié la meif leure technique drextract ion.

Cependant et compte tenu de 1'hétêrogénéité des

échant i l lons de boues, i I  nrest pas possible de comparer entre eux les

résultats des essais réal isés. Crest pourquoi i I  a semblé important de

réal iser I 'analyse virologique sur un même échant i l lon de boues avec les

3 éluants en ut i l isant la technique d'extract ion sélect ionnée pour

chacune des solut ions éluantes. Ceci devrai t  permettre de réal iser

l 'é tude compara t ive  de  I 'e f f i cac i té  des  3  é luants .

T.3.2 - ETUDE COIIPARAITVE DE LIEFFICACITE DE 3 ELUANTS

La technique Ia plus eff icace parmi les I  testées ayant été

déterminée pour chaque éluant,  Ies trois éluants sont ut i l isés

simultanément sur 1e même échantillon de boue

I.3.2.1 - Protocole e:çérimental

Deux échant i l lons de boues fraîches pr imaires prélevés à

des dates di f férentes ont été analysés. Chaque échant i l lon a été testé

avec les 3 méthodes drextract ion appl iquées chacune à 3 pr ises dtessai

différentes provenant du même échantillon.
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Les 3 techniques sélect ionnées étaient :

1) -  solut ion drextraj- t  de boeuf à 10 % pH=9 :  agrtat ion magnétique avec

un culot de boue à LO % dans la solut ion éluante.

2) -  Solut ion de lai t  écrémé à l -  % pH=9 :  agi tat ion magnétique suivie de

lract ion des ul tra-sons avec une concentrat ion du culot de boue de

L O  % .

3) -  Solut ion de glycine O,OS{ pH=9 :  agi tat ion magnétique avec un cufot

de boue à LO % dans Ia solut ion éIuante.

Après concentration par f.l-ocuiation organique et

décontaminat ion le concentrat est inoculé sur des cel lules MA l-04 et la

quant i f icat ion a êtê réal isée à part i r  de Ia di lut ion au L/IOe et par

ensemencement de 10 boîtes de pétr i .

I .3.2.2 -  Résultats

Les résultats sont exprimés en UFP pour 40 g de culot de

boue, en UFP pour lOO ml de boue et en UFP par gramme de poids sec, ceci

pour chaque préIèvement (Tableaux no 34 et no 35).

Pour le premier prélèvement envisagé, on constate que les

résultats obtenus avec les 3 éluants sont relat ivement proches avec

toutefois une légère supérior i té du lai t  et  surtout de la glycine sur Ia

so lu t ion  d tex t ra i t  de  boeuf .

Pour le deuxième échant i l lon, la solut ion de lai t  écrémé et

Ie tampon glycine se révèIent sensiblement supérieurs à Ia solut ion

d 'ex t ra i t  de  boeuf :  Ie  nombre  d tUFP obtenus  é tan t  p lus  de  2  fo is

supérieur :

.  350 UFP avec la solut ion de lai t  écrémé Dour 300 ml de

boues fraîches

. 390 UFP avec le tampon glycine

. contre l -50 UFP avec la solut ion d'extrai t  de boeuf

ces 2 méthodes ont des rendements prat iquement ident iques
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r.3.3 - CONCLUSTON

Cette étude avait  pour but la déterminat ion d'un protocole

simple et ef f icace d'extract ion cies virus entér iques à part i r  des boues.

Après une étude combinée des di f férents paramètres avec trois

éluants, t rois protocoles ont été sélect ionnés. I I  est apparu clairement

que le  p ro toco le  fondé sur  I 'u t i l i sa t ion  d 'une so lu t ion  drex t ra i t  de

boeuf à LO % associé à I 'agi tat ion magnétique pouvait  être él iminé car

1es résultats obtenus étaient nettement plus faibles que ceux obtenus

avec les deux autres protocoles.

11 est par contre impossible d'ef fectuer un classement entre

les deux autres protocoles :  I 'un ut i l isant la solut ion de lai t  écrémé

L % avec  1 'ag i ta t ion  magnét ique e t  I 'u l t rason ica t ion ,  I 'au t re  u t i l i san t

la solut ion de glycine avec I 'agi tat ion magnétique, en effet  Ies

résultats sont prat iquement ident iques.

Cependant i1 nous a paru intéressant de séIect ionner l -a

technique fondée sur I 'ut i l isat ion de la solut ion de lai t  écrénê L % pH=9

car  ce t te  techn ique ne  nécess l te  pas  d 'a jou t  d 'ex t ra i t  de  boeuf  e t  de

p lus  I 'ac id i f i ca t ion  de  t 'é l -ua t  lo rs  de  la  f locu la t ion  organ ique

s 'e f fec tue  à  un  pH p lus  é Ievé  (pH=4,5)  qu 'avec  Ia  so lu t ion  de  g lyc ine

( p H = 3 , 5 ) .

En effet  GODDARD et a. l -  .  (  198i-  )  ont montré que I  'ut i l - isat ion

dtun pH=3,5 pouvait  avoir  une act ion drast ique sur les virus entér iques.

DUBROU et  a I .  ( l -989)  émet ten t  I 'hypothèse que,  dans  ce  cas ,  se

produisent des moci i f icat ions iméversibles des capsides virales empêchant

certains virus de pénétrer et donc de se répl iquer dans les cel lules.

Par ai l leurs, FRINOT et HARTEMANN (f989) dans une étude

paral lèle à la nôtre effectuée sur des boues condit ionnées par

f loculat ion et f i l t rat ion (Laneuvevi l le -  devant -  Nancy) ont aussi

sé Iec t ionné un  pro toco le  fondé sur  I 'u t i l i sa t ion  drune so lu t ion  de  la i t

écrémé, en insistant sur Ie fai t  que dans ces condit ions le f loc obtenu

étai t  important contrairement à celui  obtenu avec la solut ion de glycine.

Par ai l leurs i t  faut soul igner I 'extrême variabi l i té de la

concentrat ion virale dans les di f férents échant i l lons de boue.
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II.I - PROTOCOLE EXPERIIIENTAI

L ranalyse virologique des sédiments f luviaux et marins a

été réal isée en ut i l isant pour I 'extract ion des virus 3 techniques

dif férentes. Deux techniques dénommées :  extract ion-concentrat ion directe

ont été sélect ionnées à l -a sui te des résultats que nous avons obtenus à

part i r  des boues de stat ion d'épurat ion. ElLes di f férent uniquement par

la nature de Ia solut ion éluante const i tuée soit  par une solut ion de lai t

éc rémé à  L  % pH=9,  so i t  par  une so lu t ion  de  g lyc ine  0 ,O5 M pH=9 (F igure

no f -5 ) .  La  t ro is ième in t i tu lée  techn ique d 'ex t rac t ion  concent ra t ion

indirecte a été proposée pour les sédiments marins par BOSCH et al .  (1988)

( F i g u r e  n o  1 6 ) .

Les sédiments analysés proviennent  de l -a baie de Mor l -a ix

comme i l  est  ind iqué dans le  chapi t re Matér ie l  e t  Méthodes.  I ls  ont  été

pré levés à des d is tances var iables en aval  du re jet  dreaux usées de la

v i l - le  de Mor la ix .  Deux campagnes de pré lèvements ont  été réal isées.

Les virus recherchés sont ceux qui provoquent en cul ture

cel lulaire un effet  cytophat ique (ECP) se traduisant par I 'appari t ion de

plages de lyse sous couverture géIosée.

Les concentrats ont étê inoculés sur le tapis cel lulaire

d'une part  purs et d 'autre part  di luês au L/2 à raison de 5 boîtes de

pét r i  dans  les  2  cas .

Après incubation à

chaque jour pendant L2 jours et

sédiments.

les plages de lyse ont été numérées

résultats exprimés en UFP par kg de

370

l es
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TecnnIouE D'  ExrRtcr roN-coNcENTRATIoN DIREcTE

SEDII ' IENT
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-9

=9

15 mr,r

2mn
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I
I
I
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I
I
I
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30 mn
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CENTRTFUGATION

3000 rouns/puNurE 15 mn
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15 À 20 nr- DE 1{n2HPo4 0,151,1 pH 7,2

<_--
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\  ^/ 
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\

+ soLUTIoN Éluerre

MaeNÉr r ouE

IpH
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/

/

/  -  AcrrATror{r
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FIGURE N" 16

TecnntouË D'ExrRAcr IoN-coNcENTRATroN rNDrREcrE

SEDII{ENT

300 e

TAl,tPoN GLYcrne 0,25 Â pH 1L5+ soluTroi l  ( ,
EDTA O,O5 I'I

900 mr

<- -  AGITATtOn mÉCnNIOUE 10 mn

susPENsroN nomoeÈne

I
I  +__  CENTRIFUGATION

I  i$ooe 5MN
I
Y

SURNAGEANT

<_  NEUTRALISATION

ê--- ADDrrroN DE Ar-Cl3 0,05 Fl
<- -  ADDITION DE 10 I . ;TNES D 'EAU DE MER

EAU DE NER + SURNAGEAI{T

CONCENTRATION DES V IRUS SELON LA TECHNIOUE

D'AosoRprIoN Élur IoN suR pouDRE DE vERRE.

+-  AcIDrFIcATtot  À pH 3,5

+ ADSORPTI0N SUR POUDRE DE VERRE

+- Élurrol AvEc TAr.tpoN GLycrNE - 3Z D'ExrRArr DE
BoEUF pH 9

Élunr vrRAL

COIICEIITRAT VIRAL DECONTAHINE
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TT.2 - RESULTAÎS

TT-2-L - Résultats de Ia première campagne de préIèvenent

I ls sont rassemblés dans le

les l ieux de prélèvement,  les méthodes

quant i té  de  v i rus  i so lés .

4 échant i l lons sont

extracti on-concentrati on

4 échant i l lons sont

extrac t i on-concentrati on

écrémé comme éluant.

2 échantillons sont

extrac ti on-concentrat i on

de glycine cornme éluant.

posi t i fs  avec la

i nd i rec te .

posi t i fs  avec la

di recte en ut i l isant

tableau no 36 où

de t ra i tement

sont indiqués

testées et .La

Six des huit  échant i l lons cont iennent des virus et les

concentrations détectées varient de 15 à 4O7 UFP pour 1000 g de

sédiments humides.

Sur Ie plan méthodologique on peut remarquer que :

technique

technique

I e  l a l t

posi t i fs avec Ia technique

directe en ut i l isant Ia solut ion

- 1 seul échant i l lon (C4L.2')  est posi t i f  avec les trois

méthodes mais la technique ' rdirecte Iai t  écrémé'r permet

drobtenir  un résultat  t rès supérieur.

- 2 échantillons (C6 et C7) sont positifs avec deux

méthodes.

- 3 échant i l lons sont posi t i fs avec une seule technique.

La méthode drextract ion-concentrat ion indirecte permet l -a

mise en évidence de virus 4 fois sur 8, de même que la méthode

d'extract ion-concentrat ion rrdirecte lai t  écrémé" alors que la méthode

drextract ion-concentrat ion ' rdirecte glycine'r  ne permet que 2 résultats

pos i t i f s  sur  8 .



ob0(0ooofi
,(l)I

@zÈ
l

=tnûooo2-:frt

tnJû

I

(f)o=

+
)

\c)
z,co

C
\I

tt,)

roF
.

N

Poi()z(s\c)
z

D
.

F
-

Os

PorOzd

o\Q
)

z(si()z

Pr()
z+

)(0
\q)
z

orq
)

z]-)or(U
z

U
l F

{
J

I
fr 

0l)

>
o

t4
O

\O
 

F
t

Pç
o

.r-l
û

l

.r{ 
o

>
o

It 
F

{
\o

.
.p 

o"
C

 
fÊ

.
ttl 

D

T^

Z
trlE

H
C

)tr)
E

rlE
tO

(J
É

O
-

É
o

É
É

{o
o

)
X

 
z

A
C

trl 
O

 
-t 

'É
'l

-l-{rO
O

O
E

+

rrl 
É

 
O

 
bI)

D
 

E
4 

.F
t

e
z

P
o

H
Ê

] 
=

E
Z

O
-

l
ù

-
H

0
()o

|,o
Ê

l 
() 

'F
l

E
{+

J
{_{oa

zo
Ê

1
0

)
H

E
+

E
iO

:É
()k

to
o

.

É
H

c
è

s
É

{o
([

X
a

F
r

çrl 
Z

 
F

{
-o

ro
r()

Ê
H

E
F

É
T

O
Ê

1
D

É
.d

o
O

E
+

P
\c

)
r-.{ z 

a
z

Ê
1

 
À

p
:É

(
)

o
.F

r
O

Z
@

(
E

fE
l 

O
 

-1
E

r 
C

)

|r)

P(t
i()z

rltr)
sst

P(s\oz

Porq)
z

+
)orq
)

z
ro-l

O
r

l
a

l
h 

ol)
..{>

o
o

o
\() 

J
Pç

o
.

Ê
1 

tL

Z
E

+
O

()
H

h
l

F
rÉ

C
)H

É
z

t{H
Xtrl 

Z
-oa

H
E

i
Ê

l

O
E

r
H

Z
z

rd
:E

 
C

)
0

()2
rd

'o
E

i 
C

)

v(o

Eoorlrro

Eo(ost

EoO
)

cr)

olroC
\l

rro
No

oF
l

or-t

E
i

É
rd

O
F

i
o

À
Ê

1
Z

À
F

)

E
rÉ

É
U

)
H

É
D

Ê
O

r

F
-

()
(o()

NIr.srC
)

(\IIt-$(J

cr)IF
.

G
I

C
)

ÉI(r)
r(J

(\lI(oC
)

NIsfC
)

zo
I

O
-]

É
H

È
1 

trl 
E

r
=

Ê
z

:]Z
E

C
)

4,1

J



otrblt
$ÊoooÊ,oNI

u)9azÈ
:

=Ê
:

tJ)

thÊa(Jo
I

oÉtE
t

o=(hF
i

É
r

u)ÉIr.oz

]-)(ur(l)
zor(l)
z

Po\q
)

zP(s\q)
z

Pr(l)
z+

J(s\q
)

z

+
)o\(l)

zPo\oz

Po\q)
z+

J(srq
)

z

ProzPoroz

+
J(6

\q)
z,(E
rq)
z

{-)(s\q)
z{-)çor()
z

O
F

{

J
I

fr 
U

0

>
o

o
o

\O
 

F
{

PÊ
1 

Ê
Ê

.

a
l

J 
bl)

'F
l 

O

>
o

o
o

t{ 
F

{
\q

)
P

O
.

C
f&

r
J

ô7^
z

r{=
O

E
r

H
C

)..tr)
F

rÊ
1

O
O

Ê
o

-

É
c

ç
É

r 
(û 

O
)

x
z

)Ê
trl 

O
 

F
{ 

.rl
-t-t\o

o
O

E
r

1
4

É
o

o
ll

=
 

F
r 

.F
l

o
z

fq
)

H
tr

lfO
Z

(
)

F
{

:E
Z

O
É

c
)o

û
lo

Ê
1 

() 
'r{

F
{ 

+
J4-1^a

zo
r4

0
)

H
F

E
{():tr

(
)

tr
lO

O
.

Ê
H

C
à

q
F

Ê
O

X
trr

trf 
Z

, 
F

{
-O

\q
)\o

!
É

É
{É

\o
frlD

É
.F

r
O

q
E

r
f\(

)
H

z
=

z
Ê

lF
tP

]E
O

O
'a

(J
z

o
(t

Ir1 
O

 
F

l
E

T
(.)

Pço\q)
z

+
)coiQ
)

z

Ptrroz

Po\oz

Po\oz

P(U
rQ

)
z,

@F
{

{Jo\q)
z

U
l 

F
t

a
l

S
r 

O
I)

.F
l>

o
o

o
f{O

rq) 
F

{
'P

.
c

o
.

Z
F

H
 

tsl
4

d

U
H

É
z

E
r

H
xÊ

rz
-oÊ

H
E

r
Ê

1

O
F

H
Z

Z
 

lE
l

()Z
È

ro
E

:r 
(.)

Eoosl(o

Eo-|r)

oo(osf

ooq,cr)

Èoro

Ero(\I
O

)
-l

ts

o

E
r

tr1 
O

 
Ê

r
C

)o
.Ê

1
Z

O
.F

)

E
rÉ

É
,

aH
É

Ê
À

ôlIr.tc)

O
JIÉs1c)

(f)Ir.Â
l

()

I(r)
-C

)

(\lI
(oc)

C
\lI$c)

zoJ
O

J
É

H
ça 

14 
E

i
=

Ê
z

DZ
E

()ltl-r



L23

Sur le plan quant i tat i f ,  Ies concentrat ions en part icules

virales les plus éIevées sont obtenues avec la méthode

d'extract ion-concentrat ion directe ut i l isant le lai t  écrémé comme éluant.

IT-2-2 - Résultats de la deuxième campagne de prélèvements

Les 3 méthodes ont êté appliquées aux

différents et les résultats obtenus sont rassemblés dans

8

le

échant i l lons

tableau no 37

On constate que des virus ont êtê mis en évidence dans un

seul échant i l lon sur 8, à raison de l-80 UFP pour l -0OO g de sédiments.

Le  résu l ta t  pos i t i f

d rex t rac t ion  ind i rec te .  Or  avec  ce t te

analysés est de 3O0 g al-ors que les 2

40 g de sédiments.

est obtenu avec Ia méthode

technique, la quant i té de sédiments

autres protocoles testent seulement

de virus retrouvés se

el les correspondent à

faible de part icules

11 faut signaler que les quantités

s i tuent  à  Ia  l im i te  de  la  dé tec t ion ,  en  e f fe t ,

f  isolement effect i f  drune quant i té extrêmement

v i ra les .
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II.3 - CONCLUSTON

En comparant les deux tableaux de résultats, on peut remarquer

que lors de la campagne de prélèvement réalisée en octobre L987 (lère

campagne), s ix échant i l lons sont posi t i fs sur huit  alors qu'en avr i l  l -988

(2ème campagne) des virus nront êté détectés que dans un seul

échant i l lon.

It apparaît que dans Ia première campagne les 3 méthodes

testées ont permis drobtenir  s imultanément des résultats posit i fs

uniquement dans un cas sur huit .  Le protocole fondé sur I 'ut i l isat ion

d'une technique drextract ion-concentrat ion directe avec la solut ion de

glycine donne des résultats peu sat isfaisants (Z posit fs sur 8).  Par

contre Ia technique drextract ion-concentrat ion indirecte et I 'extract ion

concentrat ion directe ut i l isant la solut ion de lai t  écrémé I  % comme

solut ion éluante donne des résultats quant i tat ivement ident iques puisque

chacune de ces deux méthodes permet de mettre en évidence des virus dans

50 % des échant i l lons.

Sur  Ie  p lan  quant i ta t i f ,  c res t  la  techn ique d 'ex t rac t ion-

concentrat ion directe avec le lai t  écrémé qui permet l rextract ion du plus

grand nombre de part icules virales (854 contre 160).

S t i l  es t  d i f f i c i le  de  fa i re  un  cho ix  en t re  ces  deux  méthodes,

i1 apparaÎt  c lairement que lrut i l isat ion conjointe de ces deux protocoles

permet draugmenter les chances d' isofement des virus ' :  dans ces

condit ions 75 % des prélèvements sont posi t i fs alors qu'en ut i l isant une

seule méthode la posit iv i té est seulement de 50 To.

Enf in ,  i l  es t  nécessa i re  d r ins is te r  sur  I 'ex t rême var iab i l i té

de la concentrat ion virale des échant i l lons puisque dans la deuxième

campagne de prélèvements effectuée sur les mêmes si tes que la première

campagne un seul échant i l lon srest révéIé posit i f  avec un seul protocole

analytique.
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Pour l rensemble des résultats obtenus ,  44 % des échant i l l -ons

sont posi t i fs,  ce qui est tout à fai t  comparable aux pourcentages obtenus

par RAO et al .  (1984) dans la baie de Galveston qui rapporte que 47 % des

séd iments  de  sur face  sont  pos i t i f s .  De même SCHWARTZBROD et  a I .  ( tgBZa) ,

lors d'une étude effectuée sur Ie si te de Barcelone mettent en évidence

des entérovirus dans 38 % des échant i l lons dans le secteur Besos et 50 %

dans le secteur Llobregat.  Le taux moyen de part icules virales dans Ies

sédiments marins de Barcelone est de 10 à 530 UFP/kg donc du même ordre

de grandeur que celui  obtenu dans la baie de Morlaix (15 à aO7 UFP/kg).



CHAPITRE VI

TVALUATION DU PROTOCOLE D'ELUTION CONCENTRATION SELECTIONNE
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Ayant: 'sélect ionné une méthode d'extract ion concentrat ion des entérovirus

à part i r  de boues fraîches pr imaires i I  nous a semblê intéressant de

comparer son eff icaci té avec i

-  drune part  la méthode ut i l isée par l rEnvironmental  Protect ion Agency

( E . P . A .  ) ,  ( l - 9 8 4 ) .

-  d 'autre part  une méthode préconisée par BIZIAGOS (1988) pour la

recherche du virus de I 'hépat i te A dans les coqui l lages.

I - ETUDE COUPARAITVE DU PROÎOCOLE SELECTIONITE ET DE

LA IIMÎHODE PRECONISEE PAR LIE.P.A.

I.1 Protocole expérinental

Le travai l  a porté sur 2 échant i l lons de boues fraîches

primaires prélevés à des dates di f férentes dans Ia stat ion drépurat ion

des eaux usées de Nancy

A par t i r  de  chaque échant i l lon  6  p r ises  d?essa is  on t  ê té

réa l i sées  :  3  de  1OO mI  e t  3  de  40  g .  En e f fe t ,  la  techn ique de  1 iE .P.A.

est appl iquée à des échant i l lons l iquides et la méthode que nous avons

précon isée es t  u t i l i sée  à  par t i r  d 'échant i l lons  so l ides  (cu lo t ) .  Pour

permettre des comparaisons tous les résultats sont exprimés pour 1OO mI

de boues et par gramme de poids sec en tenant compte de la comespondance

établ ie entre Ie volume de boues l iquides et le poids de culot.

La technique préconisée est fondée sur une élut ion du culot à

une concentration de LQ % par une solution de lait écrémé à 1, % pH=9

associée à une agitat ion magnétique et une ul trasonicat ion. L 'étape de

concentrat ion est réal isée par f loculat ion organique.
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Les moda l i tés  de  Ia  techn ique E.P.A.  décr i tes  dans  le  chap i t re

Matér iel  et  Méthodes en I I .L.4 ont été intégralement respectées sauf au

niveau de Ia décontaminat ion du concentrat.  En effet  plusieurs

expérimentat ions prél iminaires ont montré que lors de I 'étape de

f i l t rat ion stér i l isante se produisai t  de très importants colmatages des

f i l t res nécessitant l tut i l isat ion de plusieurs membranes et augmentant

considérablement la durée du trai tement.  La décontaminat ion a donc été

réal isée par trai tement au chloroforme et addit ion d'ant ibiot iques.

Les ensemencements sur cul tures cel lulaires ont été réal isés

avec les concentrats,  soi t  purs, soi t  di lués au /2, en effet  la faibre

teneur en virus des échant i l lons au moment des préIèvements ne permettai t

pas  d f inocu le r  les  d i lu t ions  au  L /5  ou  1 / l -0  u t i l i sées  précédemment .

I.2 - Résultats

Les résultats sont

et font l tobjet des remarques

rassemblés dans les tableaux no 38 et no 39

suivantes :

En ce qui concerne les di lut ions on constate que Ie concentrat obtenu

par  la  méthode précon isée (AM.us . l -o - ta i t  éc rémé)  es t  tox ique lo rsqu ' i l

est inocuré sur les curtures cer luraires à l 'état pur et que seure la

di lut ion au f  permet d'obtenir  des résultats ' interprétables. Par contre

le  concent ra t  ob tenu par  la  méthode de  l rE .p .A .  permet  d 'observer  des

p lages  qur i l  so i t  inocuré  pur  ou  d i tué .  Dans ce  cas  les  quant i tés  de

virus obtenues sont à peu près ident iques quel le que soit  la di lut ion

inocufée.

Dans 1 'échant i l lon  no  L ,  (Tab leau no  38  )  I 'anaryse  des  résu l ta ts

mont re  que,  pour  res  3  p r ises  dressa is  tes tées  (so i t  300 ml  de  boues

ana lysées) ,  on  ob t ien t  :

-  50 UFP avec la méthode AM.US.lO-Lait  écrémé

- 43 UFP (di lut ion au %) ou 42 UFP (pur) avec la méthode de

I  I  E . P . A .
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Dans l 'échant i l lon  no  2 ,  une des  3  p r ises  dressa i  ana lysée par  la

méthode précon isée (AM.US. lO- Ia i t  éc rémé)  n 'a  pas  permis  de  révé Ier  de

part icules virales. Dans ces condit ions la technique préconisée à

permis dr isoler 45 UFP dans 3OO mI de boues alors quravec cel fe de

I ' E . P . A .  I e  n o m b r e  d ' U F P  s ' é l è v e  à  9 6  d a n s  l e  m ê m e  v o l u m e .

Compte tenu des intervalles de confiance des valeurs obtenues

i l  n 'y a pas de di f férence signi f icat ive entre les deux techniques.

Cependant,  i l  faut insister sur le fai t  que Ia technique préconisée

sres t  t rouvée en  dé fau t  une fo is  sur  s ix  e t  qu 'e l1e  nécess i te

I ' inocu la t ion  de  d i lu t ions  au  % car  à  I 'é ta t  non d i lué  l 'é Iua t

manifeste une toxici té pour les cel lules. Par ai l leurs 1a méthode

p r é c o n i s é e  p a r  I l E . P . A .  a  p e r m i s  I ' i s o l e m e n t  d u  v i r u s  d a n s  l e s  6

échant i l " Ions  ana lysés  e t  I ' i nocu la t ion  d 'é Iua ts  non d i lués  sur  les

cultures cel lulaires mais i l  a êtê impossible de mettre en oeuvre la

décontaminat ion de l 'é1uat par f i l t rat ion sur membrane préconisée dans

la technique or iginal"e.

I
TECHNIQUE I

D 'EXTRACTTON I

CoNCENTRATTON I

SOLUTTON DE

LAIT ECREME

L % pH=9

AM.US.  ] -O

QUANTITE DE VIRUS

NO DE LA

PRISE

D ' E S S A I

uFP. lOO ml- l  I  Urp. g-1

|  
( n o i d s  s e c )

PUR

t_
1_6

1_5

t_t
I r l
t_l
Ir l1_9 4

METHODE

DE

L  I  E .  P . A . t_
lo

lableau no
avec Ia

l_o I  L7

t_
20 l rg l

l_ l

@l

L2 I

_l

2 ,5  |  r

I

38- Corparaison du
méthode de lrE.P.A. -

protocole sélectionné
Bchantillon no 1
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I
TECHNIQUE I

D'EXTRACTTON I

CoNCENTRATToN I

L % p H = 9  |

NO DE LA

PRISE

D I  ESSAI

l r
soLUTroN DE I
LArT ECREME I Z

A M . U S . I - O  I  S

QUANTITE DE VIRUS

uFP 1-OO mr-l I uFP g-1
r  (po ids  sec )
l l

.PURI%leun l / "

t_t_l
r lso l r lo

t_l
r l ls l r ls

t_l
r lNDl r lno

t_t_l
l+

METHoDE I

44 l tz lg l+

t_l
DEIs 3 i - lg r l z l z

L rE .P .A .  I l_ l_ l
lo 2Llsz l+ lz

t_t_
ND : Non Détecté
T :  Toxique

lableau no39 - Comparaison du protocole sétectionné avec Ia
néthode de lrE.P.A. - Echantillon no 2
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IT - ETT'DE COI{PARATTVE DU PROTOCOLE SELECTIONITE ET DE

ITiETHODE HTIRAIÎ DE BOEUr 3 % pH=9 - PEG

La technique d'élut ion concentrat ion sélect ionnée lors des

expériences décri tes précédemment est comparée à une méthode proposée par

BIZ IAGOS (1988) .  Ce pro toco le  p récon isé  pour  la  recherche du  v i rus  de

I 'hépat i te A dans les coqui l lages a été adapté au trai tement d'un

échant i l lon de boues fraîches pr imaires.

II.I - Protocole e:çérimental

Les  expér iences  réa l i sées

drextract ion-concentrat ion des virus :

comparenE oro toco fes

Elut ion par une solut ion de lai t  écrémé L % pH=9 associée à un agitat ion

magnétique et une ul trasonicat ion. La concentrat ion est réal isée par

f loculat ion organique.

- Elut ion par une solut ion drextrai t  de boeuf à 3 % en tampon borate pH=9

avec agitat ion magnétique et sonicat ion suivie drune concentrat ion par

double précipi tat ion avec le PEG 60OO (Figure no 17 ).

Deux prélèvements de boues fraîches pr imaires ont été

effectués à fa stat ion d'épurat ion de Nancy-Maxévi l Ie à deux dates

dif férentes. Pour chaque prélèvement les deux protocoles ont étê

app l iqués ,  chacun sur  3  p r ises  d 'essa is  de  40  E,  so i t  6  essa is  par

prélèvement.

Les concentrats obtenus

cel lules MA l-04 à 3 di lut ions :

exprimés en UFP pour 40 g de culot

fraîches et UFP par gramme de poids

ont été inoculés sur cultures de

pur ,  l /2 ,  L /5 .  Les  résu l ta ts  sont

de boue, en UFP par 100 mI de boues

s e c .
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ELUTION

4 0 g  d e

culot de + Solut ion extrai t  de boeuf 3 %

boue en tampon borate pH=9

I qsp 200 mI

I
I
Y

Agitation magnétique 15 mn

ultrasons I mn

I+
Centrifugation I-OOOO g, 45 mn, 4oC

I
I
I
t

Surnageant ajusté à pH=7,2

+ 50 ml PEG 6000

l n u i t à + 4 o C

I
I
i

Centr i fugat ion I-OOOO g, 90 mn, à 4oC

I
I

culot +
+ 40 mI drextrai t  de boeuf 3 % - borate pH=9

I
V

Centri fugation 1OOOO g, 3O mn, à 4oC

I
I
Y

Surnageant

+ LO ml PEc 6000

L n u i t à + 4 o C

i
V

Centrifugation 1OOOO E, 30 mn, à 4oC

I
Y

Dissolution du culot dans 3 ml PBS pH=7,2

CONCENTRATION

Figure no 17 - Protocole utilisant Irélution par lrextrait de boeuf 3 %
pH=9 suivie drune concentration par Ie P.E.G. 6OOO
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II.2 - Résultats

En ce qui concerne les di lut ions de concentrat inoculées sur

Ies cul tures cel lulaires, on observe guê, avec les 2 méthodes ,  le

concentrat non dilué provoque toujours une altération du tapis et se

révèIe toxique pour les cel lules. Pour les di lut ions 1/2 et L/S i I  nra

pas été constaté d'ef fet  toxique.

Les résultats ( tableau no 40 et no 41-) sont présentés en

tenant compte de la di lut ion permettant Ia détect ion du plus grand nombre

d  I  U F P .

Le pro toco le  fondé sur  I ru t i l i sa t ion  drune so lu t ion  drex t ra i t

de boeuf3 %-PEG srest,  pour les deux préIèvements, révélé supérieur,

permettant l t isolement de 2,2 à 3 fois plus de virus que la technique

précon isée.

Par ai l leurs, i l  est remarquable de constater eue, avec la

méthode extrai . t  de boeuf 3 %-PEG 1es résultats obtenus, avec des pr ises

dfessai ident iques, sont très homogènes (d,e 77 à 98 UFP. AO g-L dans un

échant i l lon ,  de  73  à  97  UFP.40 g- '  dans  le  second échant i l lon) .  Au

contraire, avec la méthode préconisée, 1 'hétérogénéité des vareurs

obtenues est très grande (de 17 à 49 UFP. qO g-I et de O à 88 UFp.
I

4 0  e  
- ) .

Dans ces  cond i t ions  le  p ro toco le  fondé sur  I 'u t i l i sa t ion  d 'une

solut ion à 3 % d'extrai t  de boeuf pH=9 avec agitat ion magnétique et

sonicat ion pour éluer les virus, associée à une concentrat ion par double

préc ip i ta t ion  avec  Ie  P .E.G.6000 donne de  mei leurs  résu l ta ts  que Ia

méthode préconisée. Cependant I ' importance des interval les de conf iance

ne permet pas de conclure drune manière signi f icat ive en faveur de I 'une

ou de lrautre méthode.
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ITI - CONCLUSION

L'étude comparat ive de Ia méthode drextract ion-concentrat ion

séIect ionnée lors de notre étude vis à vis drune part  de la technique de

référence EPA, drautre part  drune technique associant une élut ion par une

solut ion drextrai t  de boeuf à 3 % et une concentrat ion par précipi tat ion

avec le PEG a permis de montrer que cette dernière méthode présente des

avantages non négligeables par rapport aux deux autres protocoles

tes tés .  En e f fe t ,  même s i  du  fa i t  de  l r impor tance des  in te rva l les  de

conf iance i l  nrest pas possible de conclure avec une assurance

stat ist ique, i1 apparaît  que non seulement les quant i tés de virus

retrouvés sont nettement plus éIevées avec cette méthode mais que ces

résultats présentent un remarquable reproduct ibi l i té en regard de

I 'hétérogénéité avec la méthode préconisée.



C.H A P I  T R E VII

.  RECHERCHE DU VIRUS DE L'HEPATITE A DANS

LES B()UES FRAICHES PRII'IAIRES
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I - PROTOCOLE EXPERIIIENTAT

Compte  tenu de  l r imposs ib i l i té  p ra t ique dr iso lement  en  rou t ine

du virus de I 'hépat i te A sur cul tures cel lulaires, fa rnise en évidence du

virus a êtê réal isée par une méthode immunologique. I l  est indispensable

de soul igner dremblée que, par déf ini t ion, ce type de technique décère

non pas le virus infect ieux mais seulement I 'ant igène du virus.

La  recherche de  1 'an t igène du  VHA a  ê tê  réa l i sée  au

laboratoire de Iruni té de biologie moléculaire du Centre de Recherches du

Service de Santé des Armées de Grenoble (0r DELOINCE ) par

rad io immuno log ie  se lon  la  méthode S.P.R. I .A .  décr i te  dans  le  chap i t re

"Matér ie l  e t  Méthodes I I .4 ' r .

La recherche s'ef fectue en deux étapes :

-  Détec t ion  de  I 'an t igène

-  Déterminat ion  de  Ia  spéc i f i c i té  de  Ia  réac t ion

ant igène -ant icorps.

El le a été appl iquée à des prélèvements de boues fraîches

primaires. ceux-ci  ont été soumis à un protocole d'extract ion

concentrat ion des virus (Figure no 18 ) qui  comporte une phase d'élut ion

suivie d'une phase de concentrat ion.

L 'é lua t  ob tenu à  I r i ssue de  I tex t rac t ion  e t  le  concent ra t

f ina l  on t  é té  soumis  à  I 'ana lyse .

Trois méthodes d'extract ion concentrat ion ont été ut i l isées :

1 )  Elut ion par une solut ion de lai t  écrémé 1 % pH=9 suivie

d'une concentrat ion par f loculat ion organique

2)  E lu t ion  par  so fu t ion  de  g lyc ine  O,05 M pH=9 su iv ie  de

concentration par ftoculation organique

3) Elut ion par 3% d'extrai t  de boeuf en tampon borate suivie

drune doub le  p réc ip i ta t ion  par  le  P .E.G.  6000



139

4O g de culot de boues

fraîches pr imaires

Solut ion

éluante

. Lait écrémé L % pH=9
/

-  G lyc ine  0 ,05  M pH=9

\ Borate -3 % Extrai t

de boeuf pH=9

ELUAT

-  homogénéisat ion par  agi tat ion magnét ique

e t  son i ca t i on

concentra tr", 
</

\

Floculat ion organique

à pH acide
Recherche
c ie  l r an t i gène
du VHA

doub le  p réc ip i ta t ion

p a r  I e  P . E . G .  6 0 0 0

CONCENTRAT

Figure no 18 - Recherche du virus de 1thépatite A dans les boues

L'homogénéisat ion de la boue dans Ie l iquide drélut ion a été

réal isée dans les trois méthodes par agitat ion magnétique et sonicat ion.

A lr issue des opérat ions d'éIut ion ou de concentrat ion les

solutions obtenues ont été immédiatement neutralisées puis congelées à
- TOoC avant dtêtre soumises simultanément aux tests radioimmunologiques.
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II - RESULTATS

II.L - Recherche du virus de I'hépatite A dans les éIuats

El l -e a été réal isée sur deux échant i l lons de boues fraîches

primaires di f férents et chaque méthode drélut ion a été appl iquée à deux

prises dtessai de 40 g pour chaque échant i l lon.

Le test radioimmunologique a êtê réal isé à part i r  d 'une

fract ion de chacun des 12 él-uats obtenus et les résul- tats sont rassemblés

dans Ie tableau no 42 .

Pour l 'échant i l lon no 1 tous les tests sont négat i fs quel le

que soit  la solut ion él-uante employée.

Pour  l ' échant i l lon  no  2  Ia  rêac t ion  de  dé tec t ion  s tes t  révé Iée

posit ive avec les deux éluats obtenus à l r issue du trai tement de la boue

par une sorut ion d'extrai t  de boeuf 3 % pH=9. cependant,  ces deux

résultats posit i fs ne peuvent pas être pr is en compte car le test de

spécif ic i té qui a êtê appl iqué à ces deux éIuats a été négat i f  montrant

ainsi  que la réact ion de détect ion étai t  faussement posit ive.

II apparaÎt donc que dans l-es 12 éluats analysés Ie virus de

l 'hépat i te  A  n 'a  pu  ê t re  mis  en  év idence.  Cet te  négat iv i té  peut  ê t re  due

soit  à une absence de virus dans r 'échant i l lon, soi t  à un mauvaj_s

rendement de ra phase drextract ion par étut ion, soi t  à une trop faible

concentrat ion du virus dans l 'é luat.

Pour vér i f ier cette dernière hypothèse, nous avons testé l -es

concentrats corespondant aux éIuats précédement analysés.

1T.2 - Recherche du virus de

Dans un premier

concentlats comespondant

pr ima i res  t ra i tés  en  I I . l - .

lrhépatite A dans les concentrats

temps lranalyse a été effectuée sur 1es L2

aux deux échant i l lons de boues fraîches
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Pour  I 'échant i l lon  no  1  les  résu l ta ts  (Tab leau no43 )  mont ren t

que Ie test de détect ion est posi t i f  uniquement avec les deux concentrats

obtenus après élut ion par le protocole tampon borate -  3 % d'extrai t  de

boeuf pH=9 et concentrat ion par une double précipi tat ion par 1e p.E.G.

6000. Cependant un seul de ces deux résultats est conf irmé par Ie test de

s p é c i f i c i t é .

Pour  I 'échant i l lon  no  2 ,4  concent ra ts  sur  6  sont  pos i t i f s  au

test de détect ion. I l  s 'agi t  des deux concentrats obtenus après

trai tement par le protocole tampon borate extrai t  de boeuf p.E.G.

60O0 ainsi  que des deux concentrats issus du trai tement par le protocole
rrglycine -  f l -oculat ion organiquerr.

L 'épreuve de  spéc i f i c i té  conf i rme La pos i t i v i té  d 'un  seu l

concentrat obtenu avec le protocole rr tampon borate -  extrai t  de boeuf -

P . E . G . ' r .

Ces résul- tats montrent d 'une part  que les deux échant i l lons de

boues fraÎches pr imaires analysés contenaient des ant igènes du virus de

l rhépat i te  A ,  d 'au t re  par t  que ra  techn ique de  dé tec t ion  a  donné des

résultats faussement posit i fs dans 4 cas sur 6, enf in que re seur

protocole d'extract ion concentrat ion ayant permis d'obtenir  des résultats

posit i fs conf irmés est celui  faisant appel à l 'é lut ion par un tampon

borate 3 % d'extrai t  de boeuf pH=9 associé à une concentrat ion par

doub le  p réc ip i ta t ion  avec  Ie  P .E.G.  6000.

Dans un second temps de façon à pouvoir  conf irmer ou inf i rmer

ces premiers résul. tats,  t rois nouveaux échant i l lons de boues fraîches

primaires ont été soumis à r ianaryse avec les trois protocores

drextract ion concentrat ion testés précédemment.  Seuls les concentrats

f inaux ont été analysés par le test de détect ion et en cas de posit iv i té

par  le  tes t  de  spéc i f i c i té ,  une seufe  pr ise  dressa i  é tan t  é tud iée  avec

chacun des protocoles.
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ECHANTILLON ELUTION
DETECTION SPECIFICITE

TEST RADIOTMMUNOLOGIQUE

EXTRAIT DE BOEUF 3 %
pH=9

EXTRAIT DE BOEUF 3 %
n L I - O

LAIT ECREME
PH=9

t%

N o 1

N o 2

LATT ECREME
PH=9

L %

GLYCTNE 0 ,05
pH=9

GLYCINE O,O5 M
pH=9

I EXTRATT DE BOEUF 3 %
I pH=9

I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
I
I

EXTRAIT DE BOEUF 3 %
pH=9

LAIT ECREVIE L %
pH=9

LAIT ECREME L %
pH=9

GLYCINE O,05 M
pH=9

GLYCÏNE 0,05 M
pH=9

NE

NE : Non Effectué
T6!f641 no42 - Recherche de

dans les
Irantigène du VIIA

éluats



I enrse I tncnnrQuE D'EXTRAcrroN I
ncnnntrl lorl  I  D'ESSAT I coNcENTRATToN I

rwl
- l

SPEC]FICITE it_l
i - l
I  r  |  -P .E .c .
t_l

EXTRAIT DE BOEUF 3 % pH=9
-  P . E . G .

L A I T E C R E M E l % p H = 9
FLOCULATION ORGANTOUE NE

N o 1

L A I T E C R E M E l % p H = 9
FLOCULATION ORGANIQUE NE

GLYCINE O,O5 M pH=9
FLOCULATION ORGANIQUE NE

GLYCINE 0,05 M pH=9
FLOCULATION ORGANIOUE NE

EXTRAIT DE BOEUF 3 % pH=9
-  P . E . G .

EXTRAIT DE BOEUF 3 % pH=9
-  P . E . G .

L A I T E C R E M E l % p H = 9
FLOCULATION ORGANIQUE NE

N o 2
LAIT ECREMEI- % pH=9

FLOCULATION ORGANIQUE NE

GLYCINE O,O5 M pH=9
FLOCULATTON ORGANIQUE

GLYCINE 0,05 M pH=9
FLOCULATION ORGANIQUE

NE : Non Effectué

Tableau no43 - Recherche de lrantigène du Vllll

dans les concentrats
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ECHANTILLON PRISE
D I ESSA]

TECHNIQUE D IEXTRACTION

CONCENTRATION

TEST RADIOIMMUNOLOGIOUE

DETECTION SPECIFICITE

LAIT ECREME 1- % pH=9
FLOCULATION ORGANIOUE

N o 3 GLYCINE 0,05 M pH=9
FLOCULATION ORGAN]QUE

I
- - - - - t- - - - -  I

I
I
I
I

3

1_

EXTRAIT DE BOEUF 3 % pH=9
-  f ,  . t r . L r .

= = = == = == == = = = = === = === === ==

LAIT ECREME 1- % pH=9
FLOCULATION ORGANIQUE

1

N o 4 GLYCINE 0,05 M pH=9
FLOCULATION ORGANIQUE

NE

?

=========

1

EXTRAïT DE BOEUF 3 % pH=9
P . E .  G .

LAIT ECREME 1- % pH=9
FLOCULATION ORGANIQUE

+
I
I+ l

I
- _ _ _ _ l- - - - - l

I
N E I

I
I

N o 5 GLYCINE 0,05 M pH=9
FLOCULATION ORGANIOUE

EXTRAIT DE BOEUF 3 % pH=9
-  P . E . G .

t_t
NE : Non Effectué

Tableau rro!! - Recherche de lrantigène
dans les concentrats

du VIIA
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Les résultats sont rassemblés dans le tableau no 44 .  0n

constate que :

-  pour le préIèvement no 3 le test de détect ion est posi t i f

avec les trois concentrats mais seul le concentrat rrborate -  extrai t  de

boeuf  -  P .E.G. r '  es t  déc1aré  pos i t i f  après  l 'épreuve de  spéc i f i c i té .

-  pour le prélèvement no 4 Ie test de détect ion est posi t i f

pour deux concentrats mais un seul s 'avère posit i f  après réal isat ion du

tes t  de  spéc i f i c i té .  I l  s rag i t  de  ce lu i  ob tenu avec  le  p ro toco le  r t tampon

b o r a t e  -  e x t r a i t  d e  b o e u f  -  P . E . G . r r .

-  pour Ie prélèvement no 5 deux concentrats sont posi t i fs à

lrépreuve de détect ion mais seul Ie concentrat obtenu avec le protocole

' r tampon bora te  -  ex t ra i t  de  boeuf  -  P .E.G. ' r  es t  con f i rmé dans  sa

pos i t i v i té  par  le  tes t  de  spéc i f i c i té .

III - CONCLUSION

A I ' i ssue de  ce t te  recherche du  v i rus  de  I 'hépat i te  A  dans  fes

boues i l  apparaît  que :

sur l -e plan de la contaminat ion des boues fraîches

primaires, les 5 échant i l lons analysés prélevés à des dates di f férentes

se sont tous révéIés posit i fs.

.  d rune par t  I ' ana lyse  des  é lua ts  ne  permet  pas  fa  mise  en  év idence de

Irant igène et i l  est donc impérat i f  de concentrer les éluats avant de

pra t iquer  I 'ana lyse .

.  drautre part  le seul protocole dtextract ion<oncentrat ion permettant la

mise en évidence des ant igènes du VHA est celui  fondé sur l 'é lut ion par

un tampon borate -  3 % d'extrai t  de boeuf pH=9 et une concentrat ion par

une doub le  p réc ip i ta t ion  par  le  P .E.G.  6000.

Par ai l leurs, on observe des discordances très importantes

entre les résultats du test de détect ion et ceux du test de conf irmation.

En effet ,  sur 1-3 échant i l l -ons déclarés posit i fs en détect ion, seuls 5 ont
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été conf irmés par Ie test de posit iv i té.  I l -  est donc absolument impérat i f

d 'ef fectuer systématiquement un test de conf irmation.

Enf in ,  i l  es t  nécessa i re  de  s r in te r roger  sur  la  s ign i f i ca t ion

et la valeur d'un test radioimmunologique appl iqué à Ia recherche du

virus de I 'hépat i te A dans un mil ieu environnemental  tel  que les boues.

En effet  ce test met uniquement

i l  permet en cas de posit iv i té de conclure

virus de I 'hépat i te A et ne permet en aucun

virus infect ieux. Cel le-ci  ne peut être

posit ive sur des .cel lules in-vi t ro.

en évidence des ant igènes et

à la présence d'ant igène du

cas d'af f i rmer la présence du

rapportée qu'après cul ture

BIZ IAGOS e t  a I .  (1987)  on t  cer tes  mont ré  que dans  de  I 'eau

dist i l lée art i f ic iel lement contaminée par du VHA, Ies pourcentages de

récupéra t ion  ob tenues par  dé tec t ion  de  l ran t igène (76  % à  85  %)  n 'é ta ien t

pas signi f icat ivement di f férents de ceux obtenus par cul tures cel lulaires

( 8 9  %  à  9 7  % ) .  C e p e n d a n t  i I  s ' a g i s s a i t  d r e a u  d i s t i l l é e  e t  d ' u n e

contaminat ion art i f ic iel le avec du virus puri f ié ce qui représente des

condit ions nettement di f férentes de cel les rencontrées dans des boues de

s ta t ion  drépura t ion ,  mi l ieu  t rès  complexe dans  leque l  les  v i rus  on t  sub i

la pression de divers facteurs agressi fs qui sont suscept ibles d'avoir

détrui t  le potent iel  infect ieux en laissant intact les ant igènes.

I l  semble donc nécessaire d'être extrêmement prudent dans

I ' interprétat ion des tests immunologiques appl iqués à des produits de

lrenvironnement et de bien spécif ier que seuls les ant igènes sont mis en

évidence. La présence drant igène VHA prouve uniquement que ce virus a été

ou est présent dans Ie mi l ieu.
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L'évaluat ion du r isque virologique dans Ie mi l ieu hydrique

devient de plus en plus ut i fe.  En effet ,  i I  existe une tendance de

plus en plus prononcée à ut i l iser soi t  des eaux usées, soi t  des boues

résiduaires en irr igat ion ou en amendement agricole avec comme

conséquence un r isque non négl igeable de contaminat ion drune part  des

produits maraîchers consommés crus, dtautre part  des eaux profondes.

Par ai l leurs Ia contaminat ion du domaine mari t ime côt ier par

des rejets urbains et la pol lut ion des sédiments qui en découle pose le

problème de la protect ion et de la survei l lance des zones conchyl icoles.

S i  comme I ' ind iquent  PROST e t  BOUTIN ( l -989)  le  r i sque

v i ro log ique ne  do i t  pas  ê t re  sures t imé,  i l  n ren  demeure  pas  moins  qu ' i l

est indispensable de disposer de moyens techniques nécessaires pour

déterminer le niveau de contaminat ion des di f férents éIéments du mi l ieu

hydrique.

De très nombreuses méthodes de mise en évidence des virus

entér iques dans les boues et les sédiments ont été décri tes dans l-a

l i t térature mais aucunè nrest suff isamment sensible pour détecter la

présence de faibles quant i tés de virus. Dans ces condit ions nous avons

ent repr is  d 'é tud ie r  la  p remière  é tape de  I 'ana lyse  v i ro log ique des  boues

et  des  séd iments  c 'es t -à -d i re  l tex t rac t ion  des  v i rus  à  par t i r  des  mi l ieux

so l ides .  En e f fe t ,  auss i  b ien  au  n iveau des  boues que des  séd iments ,  les

virus sont fortement adsorbés sur les part icules sol ides et i I  est

di f f ic i le de les en séparer sans r isquer d'al térer leur structure. Pour

ce faire nous avons envisagé lr inf luence de quatre paramètres

fondamentaux ( la nature de lréluantr la concentrat ion de la boue dans

I 'é Iuant ,  le  mode d 'homogéné isa t ion  de  Ia  boue dans  l ré luant  e t  l rusage

des ul trasons ) régissant I 'éIut ion des part icules viral-es de leur

support .

Dans un premier temps des essais prél iminaires ont êtê

réal isés en contaminant art i f ic iel lement avec du pol iovirus 1 des boues

fraîches pr imaires. Parmi les trois éluants testés, Ia solut ion d'extrai t

de boeuf à LO % pH=9 a présenté une efficacité très supérieure avec des

rendements de récupération de 54 à 80 %. Le haut niveau de récupération

est comparable à ceux rapportés dans la l i t térature.
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Cependant,  i I  ne faut pas perdre de vue quravec une

contaminat ion art i f ic iel le des boues, Ies virus sont placés dans des

condit ions très di f férentes de cel les existant en mi l- ieu naturel  lors de

Ia formation de boues. I l  est t rès vraisemblable que Ia si tuat ion des

virus, notamment au niveau de lradsorpt ion nrest pas comparable.

L 'essent ie l  du  t rava i l  a  donc  é té  réa l i sé  à  par t i r

dtéchant i l lons naturels préIevés sur le temain. Les virus recherchés

sont ceux qui provoquent un effet cytopathique sur les cultures

ce l lu la i res  in  v i t ro .

L'analyse des boues ayant subi une digest ion anaérobie s 'est

révélée très décevante car le nombre dréchant i l lons posit i fs et  les

concentrat ions viral-es observées sont extrêmement faibles. De ce fai t ,  i ]

nra pas êtê possible de t i rer des conclusions valables quant à

I 'e f f i cac i té  des  pro toco les  tes tés  mais  ces  résu l ta ts  on t  mis  en  év idence

so i t  la  fa ib le  sens ib i l i té  des  méthodes drex t rac t ion  lo rsqure l les  sont

appl iquées à des échant i l lons de temain, soi t  le très faible taux de

contaminat ion viral-e de ce mi l ieu.

L 'é tude des  boues f ra îches  pr ima i res  a  permis  de  sé lec t ionner

avec chacun des trois éIuants, un protocole opt imum pour I 'extract ion

virale. En fonct ion des résultats obtenus chacun de ces trois protocoles

a été étudié comparat ivement.  Deux techniques fondées sur l 'éIut ion, soi t

par .une so lu t ion  de  g lyc ine  0 ,05  M pH=9,  so i t  par  une so lu t ion  de  la i t

écrémé L % pH=9 ont permis I 'obtent ion des meif leures récupérat ions. Par

contre, l rélut ion par une solut ion d'extrai t  de boeuf 10 % pH=9 a donné

des résultats nettement infér ieurs. La concentrat ion des virus présents

dans les éluats est ef fectuée dans tous les cas à I 'a ide drune

f loculat ion organique à pH acide. Compte tenu des condit ions de

réal isat ion prat ique de la phase de concentrat ion, nous préconisons pour

Iranalyse des boues fraîches pr imaires un protocole ut i l isant une

solut ion éluante à L % de lai t  écrémé pH=9 associé à une agitat lon

magnétique suivie drune ul trasonicat ion, Ia concentrat ion des boues dans

I 'é luant  é tan t  de  LO %.
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De façon à val ider la méthode préconisée cel le-ci  a été

confrontée d'une part  à la technique de référence de lrEnvironmental

Pro tec t ion  Agency  (E .P.A.  )  e t  d rau t re  par t  à  ce l fe  p roposée pour

I 'analyse des coqui l lages par BIZfAGOS (1988).  Si  la technique que nous

avons préconisée donne des résultats peu di f férents de ceux obtenus avec

la  méthode de  l - 'E .P .A. ,  par  cont re  la  méthode proposée par  B IZ IAGOS

présente des avantages non négl igeables. En effet ,  non seulement l -es

quant i tés de virus retrouvés sont nettement plus éIevées mais en plus les

résultats présentent une remarquable homogénéité par rapport  à

lrhétérogénéité constatée avec les autres méthodes.

Compte  tenu de  I ' impor tance de  I 'hépat i te  A  e t  des  résu l ta ts

précédemment obtenus, trois protocoles drextract ion-concentrat ion ont été

appl iqués à Ia recherche du VHA :

l -  )  Elut ion par une soJ-ut ion de lai t  écrémé L % pH=9 suivie

drune concentrat ion pan f loculat ion organique

2)  E lu t ion  par  so lu t ion  de  g lyc ine  O,O5 M pH=9 su iv ie  de

concentrat ion par f loculat ion organique

g) glut ion par 3 % drextrai t  de. boeuf en tampon borate suivie

d r u n e  d o u b l e  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  P . E . G . 6 0 0 0 .

La détect ion du VHA est réal isée par une méthode

radio-immunologique .

Tous les échant i l lons de boues fraîches pr imaires contenaient

des ant igènes du vHA. sur re plan méthodologique, seul-e r 'é lut ion par un

tampon borate à 3 % d'extrai t  de boeuf pH=9 suivie d'une concentrat ion

p a r  d o u b l e  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  P . E . G . 6 0 0 0  a  p e r m i s  I ' o b t e n t i o n  d e

résu l ta ts  pos i t i f s .

I I  semblerai t  donc pour la recherche des entérovirus

classiques cornme pour le VHA que Ia concentration des éluats par le

P.E.G.6000 à pH=7 présente des avantages très importants par rapport  à

Ia f loculat ion organique à pH acide.
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Des sédiments f luviaux et marins prélevés sur

Morlaix ont par ai leurs été soumis à l ranalyse virologique

trois protocoles drextract ion di f férents :  I 'un proposé par

(1988),  pour I 'analyse de sédiments marins, les deux autres

aux méthodes séIect ionnées pour les boues et ut i l isant les

lai t  écrémé à 1 % et de glycine 0,05 M pH=9 comme éluant.

La méthode fondée sur l - 'é lut ion par la solut ion de lai t  écrémé

permet de récupérer la plus grande quant i té de part icules virales mais

qual i tat ivement,  el1e ne peut pas être dist inguée de l-a méthode de BOSCH

et  a l  .  (  1988 )  .  En  fa i t ,  i t  a  ê tê  mont ré  qu '  i l  sera i t  in té ressant

drappl iquer ceq deux méthodes simultanément sur un même échant i l l -on car

Ie pourcentage d'échant i l - Ions posit i fs passe de 50 à 75 %.

A L ' i ssue de  ce  t rava i l  i l  appara i t  que l re f f i cac i té  des

méthodes d'extract ion des virus est di f férente selon La nature du mi] ieu

analysé et des virus contaminants. I t  est souhaitable que les di f férents

résultats obtenus tant au niveau de l- 'é lut ion que de la concentrat ion

servent de base à des études ul tér ieures qui sont indispensables pour

tenter d 'amél iorer Ie rendement et surtout Ia sensibi f i té des méthodes de

récupérat ion des virus à part i r  des boues et des sédiments.

le  s i te  de

en u t i l i san t

BOSCH et  a l .

correspondant

so lu t ions  de
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Amino-acides :

L -arg in ine
L-cyst i ne
L-91 utami ne
L -h i  st ' id i  ne HC I  -  H, '0
L - leuc ine  

'

L - i  so l  euc i  ne
L- l ys ine  HCI
L -méth i on i ne
L-phényl  a l  ani  ne
L - thréon i  ne
L-tryptoPhane
L-tyrosi  ne
L-va l  i  ne

V i tamines :

Ac jde  fo l ' i que
B io t ine
Cho l ' i ne ,  ch lo ru re
L - ' i  nos' i to I
N' icot ' inami de
D-Ca Pantothénate
Py'i doxa'l HCl
R' ibof  I  avi  ne
Th iamine HCI

So lu t ion  sa l ine  équ i

NaC I

KCI

CaC1, , 2HZ0

MgS0O, 2Hr0

NaHC0t

Gl  ucose

Rouge de Phéno1

Référence :  MEM 0011 -  Eurob' io.

COHPOSITION DU ITINIHUI'I TSSENTIAL
[{EDIUI'î (FIEH) DE EACLE

n l1

126 ,0
24,0

292,0
42,0
52,4
52,5
73  r0
15 ,0
33  ,0
49 ,0
10 ,0
36,o
47 ,0

1 ,0
1 ,0
l ro
2ro
1r0
1r0
l ro
0 ,01
1r0

6800,0
400,0
?66,0
140,0

2200,0
1000,0

10,  o
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SOLUTION DE TRYPSINE

.  2 ,5  g  de  t ryps ine  1 /250 (conservé  à  +  4oC)  ou  d ' i f co  en  sa l le  de
vi  ro ' log' ie

.  0 ,2  g  de  versène  ( t i t r i p ' l ex  I I I  )

.  So lu t ion  de  lavage qsp 1000 ml
pH 7 ,0  -  7 ,2

.  S tér i l i sa t ion  par  f i l t ra t ion ,  répar t i t ion  :  50  ml / f lacon

.Conserva t ionà+4oC

SOLUTI0i l  DE LAVAGE : P.B.S. moDrFrE

.  1000  ml  d 'eau  dés ion isée

.  A jou ter  dans  l 'o rd re  su ivant  :
- I g NaC'l
-  0 ,20  g  KCI
-  I , l 5  g  Na ,  H  P04 ,2H20 ou  2 ,57  g  de  Na,  HP0O, IZHZO

pH 7 ,3 ,  répar t i t ion  30  à  40  ml  par  f lacon
.  S tér i l i sa t ion  120"C 20 minu tes
.  Conservat ion à +4oC
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COI'IP()SITIOi| DES SOLUTIONS UTILISEES

POUR LA DEûONTAITINATION

Solution d' antibiotiques

.  Spêc i l ' l i ne  G (spéc ia )  ' 10  
m i l l i ons  d 'un i tés

.  Streptomycine (D' iamant)  10 grammes

. Néomycine 1,5 grarrne

.  Eau  b id is t i l l ée  s té r i l e  q .s .p .  . |00  
m l

Répart i r  sous de pet i ts volumes
A conserver au congé1ateur.

Solution d'anphotêricine B

.Amphoté r i c ineB 5mg

.  Eau  b id is t i l l ée  s té r i l e  q .s .p .  100  ml
Répart ' i r  sous de pet i ts volumes
A conserver à +4"C.

Ces  so lu t ions  son t  u t i l i sées  à  ra ison  de  0 , . |  m l  par  m]  d 'échan t i l l on .
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. IIILIEU GELOSE

l -  3 0

COI{POSITIOI{ DU I{ILIEU GELOSE POUR LA TECHNIOUE DES
PLAGES EN PRISENCT DE COLORANT VITAL

2 sachets de MEM sans colorant et  sans glutamine

100 ml de glutam' ine

env i ron  30  g  b icarbonate

eau  b id is t i l l ée  q .s .p .  4850  ml

vér i f i e r  l e  pH =  6 ,8

s té r i l i se r  par  f i l t ra t ion .

.MEMZX 200m1

. Sérum de veau foetal décomplementé 38 ml

.  célose à 27 gl1i t re 200 ml

.  Ant ib io t iques  4  ml

.  Fungizone (250 uglml )  Z t t
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COI{POSITION DU I'IILIEU NUTRITIF POUR LA
TECHNIOUE DTS PLAGES SANS COLORAI{T VITAL

. l,lEl{ 2 X

MEM l0  x  C sachet  pour  5  l i t res  de  mi l ieu

sans bicarbonate

avec g'lutami ne

NaHC0,

MgCl r ,6H20à l%

Spéc i l l i ne  to4  u t lm ' t

Streptomycine 
.|04 

uglml

Amphotér ic ine B 250 ug/ml

. GELOSE

Bacto Agar

Eau dés ion isée

I sachet

3 ,5  g

50  ml  ou  0 ,5  g

Sérum de veau foetal décomp1émenté 
.|00 

ml
(30  mn à  56"C)

Eau b id is t i l l ée  q .s .p .  2500  ml

Stér i l i se r  par  f i l t ra t ' ion  (0 ,22  Vn l

50 ml

50 ml

I ,5  g

q .s .p .  1000  ml

Répart i r  en er lens,  autoclaver à l20oC pendant 20 minutes

Mélanger la gélose et  le MEM 2X volume à volume.
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PREPARATION DU PEG, SOLUTIOil A 50 7. PlV

-  90 ml de PBS
-  12  g  NaCl
- 80 g PEG 6000

ajouter progressi  vement le PEG dans le PBS car i  I  se d ' i  ssout
d i f f i c i l ement  e t  mé langer  jusqu 'à  ce  que  la  so lu t ion  so i t  l imp ide .

compléter à 
. |60 

mt f inal  par du PBS
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