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Si la recherche des Entérovirus dans les eaux usdes est faite classiquement
par inoculation sur cultures cellulaires, la détection des Adénovirus et du virus de
1'hépatite A (VHA) doit &tre réalis&e par d’autres moyens. En effet, la mise en &vi-
dence des Adénovirus sur cultures cellulaires est rendue difficile quand ces derniers
3 effet cyropathique (E.C.P.) lent se trouvent en compétition avec les Entérovirus
3 E.C.P. rapide (!). La recherche ce VHA, quant 2 elle, est trés difficile 3 faire
en routine sur cultures cellulaires (2, 3). Ainsi, pour avoir une idée réelle de la
présence des différents groupes de virus dans les eaux us&es, il est nécessaire d'uti-
liser une autre technique telle 1'immuno-microscopie électronique (I.M.E.). Notre but
a &té, 3 partir d'échantillons d'eaux uses ayant montré sur cultures cellulaires la
présence d'Entérovirus, de voir quelles informations complémentaires 1'I.M.E. pouvait
apporter sur leur composition vis-a-vis des Adénovirus et des V.H.A.

Nos résultats montrent que, sur 12 &chantillons d'eaux usées analysés,
1'IME a permis la mise en &vidence d'Adénovirus pour 6 d'entre eux (Tableau 1) ;
dans tous les cas la recherche par inoculation sur cultures cellulaires des Enté&ro—
virus a &té positive et celle des Adénovirus négative. Dams le tableau 2 sont inscrits
pour 15 &chantillons d'eaux usdes testés, les titres d'Entérovirus et les résultats
de la recherche de VHA par IME : le tiers des &chantillons d'eaux usées contient du
VHA alors que les titres viraux trouvés 3 partir de cultures cellulaires sont faibles.

Tableau 1

VIRUS RECHERCHES
. Entérovirus Adenovirus
Essat

° sur cultures cellulaires sur eultures

cellulaires HE

Lo« NPPUC/litre < by NPPUC/litre
: 4,9 6,2 8,4 o .
2 1,6 2,1 2,7 o -
3 14,0 20,0 27,0 o .
4 20,0 26,0 35,0 o -
5 130,0 160,0 190,0 o -
6 14,0 20,0 21,0 o .
7 28,8 37,5 50,5 o -
8 6,7 9,5 13,5 o -
9 30,0 50,0 80,0 0 -
10 50,0 10,0 96,0 o .
it 130,0 160,0 10,0 o -
17 100,0 140,0 80,0 o -
Li ¢ Limice inférieure de confiance 3 95X - Ly : Limite supérieure de confiance 2 95 %
NPPUC/litre : nombre le plus probable d'unités cylopathiques par litre d'eaux usées.

+ : présence d'Adénovirus ; =~ : absence d'Adénovirus.

Tableau 2

VIRUS RECHERCHES
Essai Entérovirus
° . VHA par 1EM

Li < NPPUC/Titre < LS
! 4,5 9,0 N
2 1,5 3,5 -
3 8,0 14,5 -
4 12,0 19,0 -
H 7.0 1.0 -
6 5,0 8,0 -
7 5,5 11,0 0 -
8 1.0 2,5 6,0 .
9 0,5 15 4,5 -
i0 4,5 9,5 19,0 .
1 18,0 27,5 42,5 -
12 38,0 49,5 65,0 +
i3 32,5 41,5 69,0 .
% 10,0 17,0 28,5 -
Is s 19,5 32,5 -

Li : Limite inférisure de confisnca 3 95 % : Limite supérieure de confiance & 95%.
NPPUC/1itre :
+ : présence de VHA

1 Ls
nombre le plus probable d'unités cytopathigues par litre d'eaux usées.
- : sbsance de VHA.

Il faut donc, pour avoir un bilan plus complet de la composition virale
d'un &chantillon d'eaux usées, appliquer deux méthodes sur 1'&luat : 1'inoculation
sur cultures cellulaires et 1'IME. Ces deux méthodes sont complémentaires puisque
1'IME permet la mise en &vidence de virus qui ne pouvait pas se faire par le seul
emploi des cultures cellulaires. L'intérét des familles virales mises en &vidence
n'est pas 3 négliger surtout em ce qui concerne VHA dont la présence dans le milieu
hydrique n'est pas sans danger sur le plan sanitaire (5, 6, 7). Notons l'importance
du nombre d'&chantillons contenant des Adénovirus et VHA par rapport aux faibles ti-
tres d'Entérovirus trouvés dans la majorité des cas sur cultures cellulaires.

Méme si 1'IME ne donne que des résultats qualitatifs et ne met en ceuvre
que des structures antigéniques sans savoir pour autant s'il s'agit de particules
infectieuses (4), nous pensons, en regard de nos résultats, que l'emploi de cette
technique permet de mieux définir 1'état sanitaire d'une eau.
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Aprés une €tude sur la formation de glycocalyx in vitro (1),
nous nous sommes attachées i rechercher les effets de 1'hyaluro-
nidase sur Citrobacter freundii et Proteus mirabilis, isolés res-
pectivement de l'étang de Virelles et d'un puits du Zalre.

L'hyaluronidase est ajoutée, 4 une concentration finale de
0,1 %, & des cultures de 48 heures de Citrobacter et Proteus, en
milieu faiblement nutritif (milieu minimum additionné de 1g 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 les bactéries est suivie par
mesure de la densité optique et par dosage du glucose par la més
thode & 1l'anthrone.

Les résultats observés sont les suivants :

- & 35°C, dés la premiére demi-heure de contact avec l'enzy-
me, on observe une augmentation importante de la densité optique
des cultures alors qu'elle était restée stationnaire pendant plus
de 24 heures et qu'elle n'est pas modifiée dans les cultures té-
moins. La croissance se ralentit aprés 1h30 & 2h de contact et
la phase statiomnaire s'installe progressivement.

- 4 20°C, on observe le m8me phénoméne mais la croissance
est moins rapide et la phase stationnaire s'installe plus tardi-
vement.

- l'addition d'hyaluronidase dans les cultures de Citrobac-
ter intensifie la formation d'agrégats, déja visibles dans les
premiéres heures qui suivent l'inoculation. Nous avons d'ail-
leurs observé plusieurs fois que l'addition d'enzyme provogque une
floculation des cultures.

- le dosage du glucose au cours du temps, dans les cultures
trditées, indique des fluctuations de concentration, contraire-
ment & ce qui se passe dans les cultures témoins. Quelquefois,
on observe une légére augmentation du glucose aprés 1h & 1h30 de
contact avec l'enzyme. Mais ce phénoméne n'est pas concluant.

En conclusion :

- 1l'hyaluronidase a un effet marqué sur la croissance bacté-
rienne. Nous avons mis en évidence que cet effet n'est pas dfi &
la présence du mannose dans la préparation de l'enzyme Merck uti-
lisée.

- les glycocalyx sont toujours présents aprés action de 1l'hya-

luronidase comme on peut l'observer macroscopiquement (formation
d'agrégats) et au microscope électronique a balayage.

- si du glucose apparait au cours du traitement, les fluctua-
tions pourraient signifier qu'il est consommé au fur et & mesure
de sa libération.

Toutefois, l'hyaluronidase elle-m&me pourrait servir de nu-
trient, de m&me que la glucosamine également présente dans la pré-
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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