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Hepatitis A is the first waterb-orne disease in the U.S.A. (I) and many out
breaks due to contaminated water have been reported. In order to decrease the risk of 
epidemic, current hepatitis A virus (HAV) detect:on in wat~r ar~ nePded, "·hich is only 
pos:;.ible after concentration by an efficient method. 

In the adsorption-elution method (2) we describe, HAV was firstly adsorbed 
on microporous membrane, then eluted from the filter. In a second-step, eluted viruses 
were further concentrated by precipitation either with polyethylene-glycol (PEG 6000) 
(2) or by organic flocculation (3). 

For every experiment, 30 liters of distilled water containing 0.15 M NaCl 
were seeded with about 105 tissu cultures infectious dose 50 7. (TCIDso) of cell 
culture adapted HAV-strain CF 53 (4). The sample was then adjusted to pH 4.0 before 
filtration through two nitrocellulose membranes (one with 1.2 llm porosity over one 
with 0.45 ~rn porosity). Adsorbed HAV was eluted with 80 ml of 3% beef-extract at 
pH 8. 5. The eluded viruses were further concentrated : 

-by addition of PEG 6000 to a final concentration of 10% (wt/vol.) and 
2.3 7. NaCl. After 12 hours at 4°C, the precipitate was collected by centrifugation 
(IO,OOOxg, 30 min.) and the pellet suspended in 3 ml of PBS. 

- or by organic flocculation by adjusting the eluate at pH 3. 5 and stirring 
slowly for 20 min. at room temperature. The resulted floc is collected by centrifuga
tion (3,000xg, 15 min.) and the pellet suspended in 3 ml of 0.15 M NazHP04 '. 

HAV was detected by solid phase radioimmunoassay (RIA) according to Purcell's 
procedure (5) and quantified using two enumerative assay procedures : RIA-endpoint 
titration for hepatitis A antigen (HAAg) (using the P/N value of 2. I as endpoint 
titration) and cell culture titration for infectious virus (expressed in terms of 
TCIDso/mll. Recovery percentage is the ratio between the sample titer after the second
step concentration and the initial HAV titer. 

tests. 
Results are summarized in tables I and 2, and were analysed by statistical 

Table 1. Recovery of HAAg and infectious HP.V from 30 1 iters of water after 
adsorption-elution and PEG 6000 precipitation 

% Recovery 

HAAg Infectfous HAV 

Mean and Standard Deviation 85.9 t 8.5 92.2 t 22.3 

Number of Experiments 14 

Concentration factor 10,000 

Table 2. Companson between the two second-step concentration methods 

% Recovery 

PEG 6000 Organic Flocculation 

HAAg Infectious HAV HAAg Infectious HAV 

Mean and Standard Deviation 91.0 ± 5.4 78.7 ± 16.2 34 7 ± 13.4 20.3 ± 11.0 

Number of experiments 

Concentration factor 

Statistical studies shows : 

10,000 

- no significant differences between the HAAg and infectious HAV recovery efficiencies 
(t-test ; P<0.05). 

- significant differences between the PEG 6000 precipitation and organic flocculation 
(t-test ; P<0.05). 

HAV can be efficiently concentrated by this method from large volumes of 
seeded water. Comparison of the two second-step concentration methods pointed out the 
higher efficiency of PEG 6000 precipitation. Such a method can be applied to follow 
up HAV contamination of drinking water, but further studies are needed to detect HAV 
in seawater. 
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De puis lee premieres recherches, soi t de puis 1 'annee I968, il s' est 
accumule jusqu 1 a ce jour, sur la presence des virus enteriques dans l' eau de 
mer, un grand nombre de donnees qui indiquent la detection de ces agents pa
thogenes pour l'homme dans plusieurs zones du littoral de la mer Mediterranee 
et des autres mers et oceans. 

L'intensite de la pollution virale des eaux littorales est elevee, allant 
quelquefois jusqu'a la totalito des echantillons examines, avec des densites 
virales sou vent importantes, aussi bien daus l' eau que dans les s€diments et 
les mollusques. 

La propagation de ces vL·us dans les eaux li ttorales se reflete dans 
l'apparition de nombreux cas d'hepatite virale et de gastro-enterites abacte
riennes, a la suite de la consommation de mollusques. L'implication de l'eau 
de mer comme telle dans la transmission des viroses enteriques est difficile a 
evaluer du fait des caracteristiques epidemiologiques de ces maladies : rarete 
relative des cas de mala die manifeste par rapport au nombre des cas d 1 infec
tion depourvue des symptomes de mala die, polymorphisme de 1' aspect clinique 
des maladies causees par un meme virus, comme aussi le fait qu'un meme syndro
me de maladie peut etre du a des virus differents. 

La presence des virus enteriques dans 1 1 eau de mer s' est averee de longue 
duree dans beaucoup de cas. Cette persistance est plus longue dans les sedi
ments marir.s que dans 1' eau de mer. Les mollusques peuvent egalement garder 
pendant longtemps les virus enteriques dans leur organisme. Dans ce processus, 
le phenomene d'adsorption des virus sur lea sediments marins, a effet proter-
teur pour les virus' JOUe un role important. En dehors de 1. adsorption' qui 
constitue l'un des facteurs les plus important dans le maintien des virus dans 
1' eau de mer, la survie des virus dans ce milieu est favorisee par de nombreux 
autres facteurs : temperature basse, composition (le pH tres proche de la neu
tralite, presence des cations favorisant !'adsorption des virus sur les parti
cules soli des' presence de matiere organique a role protecteur pour les virus)' 
presence de mollusques. 

La limitation de la survie des virus, voire leur inactivation, est attri
buee a plusieurs facteurs :temperature elevee, pH trop bas ou trop eleve, ir
radiation solaire importante, certaines substances de provenance microbienne 
(enzymes· proteolytiques, MAVA .:. marine antiviral activity, VIC - virus inacti
vation capacity). 

La survie des virus est generalement plus courte dans 1' eau de mer que 
dans les eaux douces, meme si la salini te de 1' eau de mer ne semble pas jouer 
un role important. 

Il faut encore ajouter que, contrairement aux bacteries intestinales qui 
peuvent se multiplier dans certaines conditions de temperature et de composi
tion de 1' eau de mer, les virus enteriques ne se multiplient generalement pas 
en dehors de la cellule vi vante receptrice. Ces virus parvenus dans 1' eau de 
mer ne se multiplient done pas, mais, au contraire, diminuent progreseivement 
en nombre, en rapport avec l'intensite des facteurs en question. 

En comparaison avec lee bacteries coliformes, lee virus persistent plus 
longtemps dans 1' eau de mer gr§.ce a leur plus grande resistance aux facteurs 
nocifs dans ce milieu. Les distances jusqu • ou 1' on peut detecter les virus 
dans l'eau de mer sont plus grandes que pour les bacteries colii.formes. 

La possibili te de l'inacti vation des virus dans 1' eau de mer pose, tel un 
corollaire, le probleme de l'autoepuration de celle-ci. Cependant, tout comma 
l'autoepuration bacterienne qui est un phenomena complexe, quelquefois de lon
gue duree, l'autoepuration virale est, elle aussi, un processus souvent lent 
et prolonge, mais reel. Certaines de nos pro pres observations attestant cette 
possi bili te. 

En tout cas, dans le processus de l'autoepuration virale de l'eau de mer, 
il intervient une s€rie de facteurs dent les uns sont communs avec ceux de 
l'autoepuration bacterienne. La resistance des virus enteriques, plus grande 
que celle des bacteries, a l'egard des divers facteurs nocifs dans le milieu 
hydrique marin, est egalement un facteur important dans 1 1 autoepuration virale 
de l'eau de mer. 

Le controle de. 1' autoepuration virale et de 1' etat de purete en general 
de 1' eau de mer, en ce qui cone erne les virus, peut s' effectuer par la moni to
risation virale de celle-ci dans des situations epidemiologiques QU elle s'im
pose. Mais alors il faut aussi poser le probleme des bio-indicateurs de l'eau 
de mer. 

Bien gu'une bonne partie des aspects du probleme ait deja ete etudiee, 
certa.ines 9r€cisions restent encore a fournir. 


