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Si la recherche des Enterovirus dans les eaux usees est faite classiquement 
par inoculation sur cultures cellulaires, la detection des Adenovirus et du virus de 
l'hepatite A (VH.A) doit erre r€:alisee par d'autres moyens. En effet, la mise en evi­
dence des Adenovirus sur cultures ce llulaires est rendue diffici le quand ces derniers 
a effet cytopathique (E.C.P.) lent se trouvent en comp€tition avec les Enterovirus 
a E.C.P. rapide (1). La recherche ce VHA, quanta elle, est tr€s difficile 3 faire 
en routine sur cultures cellulaires (2, 3). Ainsi, pour avoir une idee r€elle de la 
presence des dif f erents groupes de virus dans les eaux usees, i 1 est n€.cessai re d 

1 
uti­

liser une autre technique telle 1' immuno-microscopie €lectronique (I.M.E.). Notre but 
a eteJ a partir d'€.chantillons d'eaux usees ayant montr€ sur cultures cellulaires la 
presence d'Ent!?rovirus, de voir quelles informations complementaires l'I.M.E. pouvait 
apporter sur leur composition vis-3.-vis des Adenovirus et des V.H.A. 

Nos resultats montrent que, sur 12 echantillons d'eaux us€:es analyses, 
l' IME a permis la mise en evidence d' Adenovirus pour 6 d 'entre eux (Tableau l) ; 
dans tous les cas la recherche par inoculation sur cultures cellulaires des Entero­
virus a €.t€. positive et celle des Ad€novirus n€gative. Dans le tableau 2 sent inscrits 
pour 15 €:chantillons d'eaux us€es testes, les titres d'Ent€.rovirus et les resultats 
de la recherche de VHA par IME : le tiers des €chantillons d'eaux usees contient du 
VHA alors que les titres viraux trouves 3 partir de cultures cellulaires sont faibles. 
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Tableau 1 

VIRUS RECHERCHE$ 

Ent~rovirus 

sur cultures cellulaires 

NPPUC/litre < L5 

6,2 
2,1 

20,0 
26,0 

160,0 
20,0 
)7,5 
9,5 

50,0 
70,0 

160,0 
140.0 

8,4 
2,7 

27,0 
35,0 

190,0 
27,0 
50,5 
13,5 
ao.o 
96,0 

190,0 
180,0 

Adenovirus 

surculttJres 
cellul.~ires. 

NPPUC/litre 

li : ·Limite inflrieure de confianc:e ), 9S % - LS : Li•ite supfrieure de confianct l 95 % 

NPPUC!litrr : noc:tbn: le plu• probable d'unitfa cytopathiques par litr-e d'raux usfea. 
+ : pr~sence d" Adlnovi rua ; - : absence d' Adinovi rus. 

Essai 
n• 

7 
8 
9 

10 
ll 
12 
13 
14 
IS 

Lj 

4,5 
1,5 
8,0 

12.0 
7,0 
s,o 
s,s 
1,0 
0,5 
4,5 

18,0 
38,0 
32,5 
10.0 
11.5 

Tableau 2 

RECHERCHES 

[nt~rovi rus 

NPPUC/1 i tre Ls 

9,0 17,5 
3,5 7,5 

14,5 25,5 
19,0 30,5 
11,0 17,5 
8,0 13,0 

ll,O 21.0 
2,5 6,0 
1,5 4,5 
9,5 19,0 

27,5 42,5 
49.5 65,0 
47.5 69,0 
17.0 28,5 
19,5 32,5 

f{HA par !EM 

li : Limite 1nf6rieure de confianca A 95 \ J LS : Limite suplfl,riaure de confiance d 9St. 

~PUC/litre : nombre le plus prob<!!ble d't•n1t~s cytopathiques p~r litre d'eoux usees. 
• : presence de VHA ; - : absence de VHA. 

Il faut done, pour avoir un bilan plus complet de la composition virale 
d t Ufl echantillon d I e3UX US€:eS J appliquer deUX methodeS SUr 1 t €:_luat ! 1 I inOCUlation 
sur cultures cellu1aires et 1' IME. Ces deux methodes sont complementaires puisque 
1' IME permet la mise en €:vidence de virus qui ne pouvait pas se faire par le seul 
emploi des cultures cellulaires. L' interet des families virales mises en €vidence 
n' est pas a n€gliger surtout en ce qui concerne VHA dont la presence d~ns le milieu 
hydrique n' est pas sans danger sur le plan sanitaire (5, 6, 7). No tons 1' importance 
du nombre d' echantillons contenant des Adenovirus et VHA par rapport aux faib1es ti­
tres d' Enterovirus trouves dans la majorit€ des cas sur cultures cellulaires. 

Meme si l'IME ne donne que des r€sultats qualitatifs et ne met en oeuvre 
que des structures antig€niques sans savoir pour aut ant s 1 i l s' agi t de part icules 
infect ieuses ( 4), nous pensons, en 'regard de nos r€.sul tats, que 1 'emploi de cette 
tPchnique permet de mieux definir 1 'etat sanitaire d'une eau. 

Bibliographie 
1. CATEIGNE G., MAURIN J., 1965. Isolement et etude des virus dans l 'oeuf embryo nne 

et en cultures cellulaires. Ed. de la Tourelle, Saint-Mande. 
2. CRANGE J.M., DELOINCE R., LECHEVALLIER Ch., CREVAT D., LAVERAN H., FONTANGES R., 

1983. Liberation du virus de l'h€:patite A dans le milieu de culture, lors de sa 
replication dans des cellules PLC/PRF/S. C.R. Acad. Sic.Paris, 297, 111-114. 

3. CRANCE J. M. , PASSAGOT J. , VERWAERDE N. , BIZ lAGOS E., GANDRE H., DELOINCE R. , 1985. 
Adaptation a la lignee cellulaire PLC/PRF/5 du virus de l 'hepatite A libere dans 
le surnageant de culture. C.R. Acad. Sic.Paris, 301 (7) : 361-363. 

4. FOURNIER J.G., ROUSSET S., BOUTEILLE M., 1978. Application de 1' immunomicroscopie 
electronique a 1a detection de virus en milieu hydrique. C.R. Acad. Sci. Paris, 
286 : 1637-1639. 

5. OHARA H., NARUTO N., WATANABE W., EBISAWA I., 1983. An outbreak of hepatitis A 
caused by consumption of raw oysters. H. Hyg. Camb., 2.!_ : 163-165. 

6. ROSENBERG M.L., KOPLAN J.P., POLLARD R.A. 1980. The risk of acquiring hepatitis 
from sewage contaminated water. Am. J. 112 (I): 17-22. 

M-IV1 
EFFET DE L'HYALURONIDASE SUR QUELQUES BACTERIES DE L'ENVIRONNEMENT 

Evelyn RICHELLE-MAURER et Zima MOUREAU 

Institut Royal des Sciences Naturelles de Belgique, Bruxelles (Belgique) 

Aprea une etude sur la formation de glycocalyx in vitro (1), 
nous nous sommes attachees a rechercher les effets de l'hyaluro­
nidase sur Citrobacter freundii et Proteus mirabilis, isoles res­
pectivement de l'etang de Virelles et d'un puits du Zaire. 

L'hyaluronidase est ajoutee, a une concentration finale de 
0,1 %, a des cultures de 48 heures de Citrobacter et Proteus, en 
milieu faiblement nutritif (milieu minim~ additionne~de 
peptone et 7 mg de glucose par litre). L'incubation se fait avec 
agitation a 20°C et 35°C. 

L'action de l'hyaluronidase sur lea bacteries est suivie par 
mesure de la densite optique et par dosage du glucose par la me~ 
thode a l'anthrone. 

Lea resultats observes sont lea suivants : 

- a 35°C, des la premiere demi-heure de contact avec l'enzy­
me, on observe une augmentation importante de la densite optiq~e 
des cultures alors qu'elle etait restee stationnaire pendant plus 
de 24 heures et qu'elle n'est pas modifiee dans lea cultures te­
moins. La croissance se ralentit apres 1h30 a 2h de contact et 
la phase stationnaire s'installe progressivement. 

- a 20°C, on observe le m3me phenomena mais la croissance 
est moins rapide et la phase stationnaire s'installe plus tardi­
vement. 

- l'addition d 1 hyaluronidase dans lea cultures de Citrobac­
ter intensifie la formation d'agregats, deja visibles dans lea 
premieres heures qui suivent l'inoculation. Nous avons d'ail­
leurs observe plusieurs fois que l'addition d 1 enzyme provoque une 
!loculation des cultures. 

- le dosage du glucose au cours du temps, dans lea cultures 
traitees, indique des fluctuations de concentration, contraire­
ment a ce qui se passe dans lea cultures temoins. Quelquefois, 
on .observe une legere augmentation du glucose apres 1h a 1h30 de 
contact avec l'enzyme. Mais ce phenomena n'est pas concluant. 

En conclusion : 

- l'hyaluronidase a un effet marque sur la croissance bacte­
rienne. Nous avons mis en evidence que cet effet n'est pas dn a 
la presence du mannose dans la preparation de l'enzyme Merck uti­
lisee. 

- lea glycocalyx sont toujours presents apres action de l'hya­
luronidase comme on peut l'observer macroscopiquement (formation 
d'agregats) et au microscope electronique a balayage. 

- si du glucose appara1t au cours du traitement, lea fluctua­
tions pourraient signifier qu'il est consomme au fur et a mesure 
de sa liberation. 

Toutefois, l'hyaluronidase elle-mAme pourrait servir de nu­
trient, de m3me que la glucosamine egalement presente dans la pre­
paration. 

( 1) Evelyn Richelle-Maurer et Zima Moureau (1986) : Evidence of in 
vitro glycocalyx formation in the bacterial species : Citrobacter 
freundii, Proteus mirabilis and Planococcus sp. Effects of polysac­
charases. A paraitre. 
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