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Comportement des virus en géoépuration

INTRODUCTION

D’augmentation de la demande en eau potable et des rejets d’eaux usées suscite la
mise en place d’'un nombre toujours plus important de dispositifs de traitement des
eaux usées.

Parmi toutes les méthodes utilisées, la géoépuration est un procédé d’épuration
aérobie qui consiste & infiltrer des eaux usées & travers plusieurs meétres de sol rap-
porté ou de sol en place. Cette technique présente 'avantage d’alimenter directe-
ment les réserves d’'eaux souterraines a partir d’eaux usées plus ou moins polluées.

Depuis quelques années, la nécessité de mieux apprécier les qualités sanitaires des
eaux a conduit & s’intéresser a leur charge en virus puisque certains sont patho-
génes pour 'homme.

Aprés une présentation des principaux virus rencontrés dans le milieu hydrique,
nous nous intéresserons a leur devenir dans Penvironnement hydrique et les sols.

La connaissance des facteurs environnementaux permettant leur survie est indis-
pensable pour pouvoir évaluer le risque de contamination des nappes phréatiques
par ces virus. 7

13



Comportement des virus en géoépuration

FAMILLE GENRE ESPECES et TYPES
Poliovirus type 1,2 et 3
Coxsackie virus A, types 1 222 et 24
Coxsackie virus B, types 1 4 6
Picomaviridés Entérovirus Echovirustypes 129,112a27,29234
Entérovirus types 68 A 71
Virus de I'hépatite A = entérovirus 72
Réoviridés Réovirus Réovirus types 1 4 3
Rotavirus Rotavirus types 12 3
Coronaviridés Coronavirus Coronavirus humains
Caliciviridés Calicivirus Calicivirus humains
Astrovirus Astrovirus humains
Adénoviridés Mastadénovirus Adénovirus humains types 1 439

Virus de Norwalk !

Virus de I'hépatite E

"Small Round Virus"

1

: ¢ce serait un calicivirus

(d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982 ; HURST, 1989 a).

Tableau 1-1 - Classification des virus renconirés dans l'environnement hydrique.

14
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1 - LES VIRUS RENCONTRES DANS LE MILIEU HYDRIQUE

Parmi les virus humains véhiculés par les milieux hydriques, beaucoup sont patho-
génes pour 'homme.

Apreés avoir répertorié les principaux virus présents dans les eaux, nous verrons
leur structure, leur constitution physico-chimique, quelques procédés couramment
utilisés pour les isoler et les identifier, et enfin leur place dans le cycle de contami-
nation de 'eau.

1.1 - NATURE DES VIRUS

Les virus rencontrés dans le milieu hydrique sont des virus animaux, des virus de
bactéries (bactériophages) et des virus de plantes. Les virus les plus importants
sont ceux susceptibles de contaminer Phomme. D'eau pourrait servir de véhicule et
d’agent de transmission de bon nombre de virus d’excrétion fécale.

Les virus sont classés en familles, genres, espéces et types en fonction de leurs
caractéristiques structurales et de leurs propriétés antigéniques (c’est-a-dire qu’ils
entrainent la synthése d’anticorps chez les organismes infectés).

Plus de 130 types différents de virus pathogénes humains sont excrétés dans les
feces humains (tabl. 1-1) et plusieurs types de virus sont présents dans les urines
(HURST, 1989 a). Ces virus, qui se retrouvent dans le milieu extérieur, peuvent
&tre & Yorigine de maladies trés diverses plus ou moins graves selon les virus et
gelon les individus infectés (tabl. 1-2).

1.2 - STRUCTURE

Les virus sont des agents infectieux dont la structure se résume 4 un génome
entouré d'une coque protéique appelée capside. Cet ensemble appelé nucléocapside
s’entoure, chez certains virus, d'une enveloppe (fig. 1) (daprés HURAUX et al.,
1985).

1.2.1 - LE GENOME VIRAL

Il est constitué d'un seul type d’acide nucléique, ADN ou ARN, qui peut étre a
simple brin ou a double brin, segmenté ou non, linéaire ou circulaire. Il représente
le code génétique du virus et est le support de la multiplication du virus. Son poids

15
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ENTEROVIRUS
Poliovirus
Coxsackievirus A
Coxsackievirus B
Echovirus
Autres entérovirus
Virus de I'hépatite A
REOVIRUS
ROTAVIRUS
CORONAYVIRUS
CALICIVIRUS
ASTROVIRUS
ADENOVIRUS
PARVOVIRUS

VIRUS PE NORWALK, "SMALL ROUND
VIRUS"

VIRUS DE L'HEPATITE E

Poliomyélite, infections inapparentes, méningites,
paralysie, fiévre...

Infections inapparentes, maladies respiratoires,

Herpangines, méningites, fiévre...

Atueintes cardiaques (myocardite, péricardite),

figvre. ..

Méningites, maladies respiratoires, rash,

diarrhées, fidvre...

Atteintes pulmonaires, oculaires, neuroclogiques

Hépatite

Absence de manifestations cliniques importantes,
présence dans les sécrétions repiratoires et les selles

Gastro-entérites infantiles sévéres
Gastro-entérites chez 'adulte

Infections respiratoires hautes, diarrhées
Gastro-entérites
Gastro-entérites

Infections inapparentes, gastro-entérites, atteintes
respiratoires

Infections entériques

Gastro-entérites

Hépatite

Tableau 1-2 - Principales maladies causées par les virus existant dans PVenvironnement hydrigque.
(d'aprés HURST, 1989 a ; HURAUD ¢ al., 1985)
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spicules protéigues : péploméres
enveloppe: péplos
coque prot€ique- capside

génome : ARN ouwADN

Fig. 1 - Représentation schématigue d'un virus enveloppé.,

Penton

Fig;2- Segment du virus de la
mosaique du tabac, exemple
de capside a symétrie hélicoi-
dale. Le génome viral est
enroulé en spirale entre deux
rangées d'unités de structure
(HURAUD et al., 1985).

Fig.3- Capside a symétrie icosa-
édrique (HURAUD et al.,
1985).
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moléculaire est trés variable. L'information génétique est trés faible : elle va de
quelques génes pour les virus les plus petits 4 une centaine pour les virus les plus
grog. Il en résulte un parasitisme intraceliulaire. Le virus ne posséde pas ou peu
d’équipement enzymatique et devra trouver dans la cellule parasitée les éléments
indispensables a toute biosynthese.

La pauvreté génétique des virus explique aussi la structure polymérisée des cap-
sides virales : seule I'accumulation de nombreux exemplaires d'une méme protéine
ou de quelques protéines différentes permet de construire une capside avec une
information génétique faible. Dans les cas les plus simples, les capsides virales
sont constituées par la polymérisation autour du génome de quelques protéines,
par exemple les protéines VPy, VPy, VP35 et VP4 pour les poliovirus.

1.2.2 - LA CAPSIDE VIRALE

C’est une structure protéique qui protége l'information génétique et facilite le
transfert de cette information a la cellule. Elle permet la fixation et la pénétration
du virus dans la cellule. Ces protéines sont antigéniques et déterminent donc la
synthése d’anticorps par les organismes infectés. Les réactions antigénes - anti-
corps ont permis de déterminer, pour un méme virus, plusieurs sérotypes : par
exemple, Poliovirus sérotype 1, Poliovirus sérotype 2...

Suivant les virus, les unités de structure s’organisent en une capside tubulaire a
symétrie hélicoidale ou en une capside icosaédrique & symétrie cubique (fig. 2 et 3).

Licosaddre est un polyédre régulier constitué de 20 faces triangulaires, 12 som-
mets et 30 aretes. Les unités de structure sont regroupées en oligomeéres appelés
capsomeres. La plupart des virus icosaédriques ont un capsomére a 5 unités de
structure ou penton sur chacun des 12 sommets et des capsoméres & 6 unités de
structure ou hexons sur les faces et les argtes (fig. 3).

Dans les capsides tubulaires & symétrie hélicoidale, les unités de structure s’empi-

lent en colimagon, en maintenant Pacide nucléique enroulé entre 2 tours de spires
(fig. 2).

Ces deux structures permettent de classer les virus. Ceux qui ne possédent pas
d’enveloppe sont appelés virus nus, par opposition aux virus dits enveloppés.

18



Comportement des virus en géoépuration

1.2.3 - LES ENVELOPPES VIRALES

Les enveloppes virales peuvent étre de simples enveloppes membranaires appelées
péplos ou des enveloppes plus complexes. Ce sont les éléments les plus externes de
certains virus. Elles sont de nature lipoglycoprotéique. Elles présentent vers Pexté-
rieur des spicules protéiques appelées péploméres, doués d’activités biologiques,
enzymatiques...

1.2.4 - PEPLOS ET EPIDEMIOLOGIE

D’une maniére générale, les virus & péplos se caractérisent par une grande fragili-
té. Le péplos, qui dérive de membranes cellulaires, peut se désagréger rapidement
dans le milieu extérieur en raison de sa thermolabilité, et dans le tube digestif,
sous 'action des enzymes digestives. Ces virus vont donc s’inactiver dans le milieu
extérieur et dans les selles, d’ol leur transmission imitée.

Par contre, les virus sans péplos sont beaucoup plus résistants. Ils sont présents
dans les selles et dans 'environnement. Ces virus ne peuvent étre qu’a symétrie
cubique, alors que les virus enveloppés ont des capsides & symétrie cubique ou héli-
coidale.

Parmi les virus rencontrés dans le milieu hydrique, tous sont sans péplos sauf les
coronavirus.

1.2.5 - STRUCTURE DES DIFFERENTS VIRUS (tabl. 1-3)

Les virus ayant une capside & symétrie cubique qui comporte 32 capsomaéres, for-
més A partir de 4 protéines structurales, sont les poliovirus (fig. 4) et le virus de
Ihépatite A. Les trois types de poliovirus ne présentent pas de réactions croisées,
mais il existe des variations antigéniques a Pintérieur d'un méme type ; elles diffé-
rencient les souches sauvages et les souches vaccinales.

Les adénovirus (fig. 5 et 6) ont aussi une capside icosaédrique, mais I'aspect du
centre de la capside est plus dense, d’ou le nom de ceeur (core en anglais) ou
nucléoide, de cette partie. Parmi les 252 capsomeres, ceux qui sont situés sur les
sommets de l'icosaédre sont prolongés par une fibre terminée par une sphére.
Cette fibre permet Ia fixation du virus sur les globules rouges ou les cellules.

19
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microscopie électronique
{x 160 000) (HURAUD et
al., 1985).

|
|
|
|
|
|
|
|
Poliovirus observés en
|
|

Fig.5- Photo en microsco-
pie électronigue
d'un adénovirus
(HURAUD et al,,
1985).

Fig.6- La capside est icosaédrique,
constituée de 252 capsoméres. Les
capsoméres situés G chacun des
12 sommets de l'icosaédre consti-
tuent la base des pentons, ils son¢
prolongés par une fibre, elle-
méme terminée par ue sphére
(HURAUD et al,, 1985).
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Fig. 8 - Photo d'ltﬂ: carbﬁa'rfirus (HURAUD
et al., 1985).

.

Fig. 7 a -* Photo en microscopie électronigue du core .
des réovirus.

Fig. 7 b - Représeatation schématique du core dcs
réovirus (HURAUD et al., 1983). :

Fig. 9- Phosto en microscopie électranique de
calicivirus (HURAUD et al., 1985).
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Pour les réovirus (fig. 7), le génome est constitué de 10 segments ’ARN bicaténai-
re et la capside comprend deux structures superposées concentriques, P'une super-
ficielle ou capside externe, et I'autre profonde ou capside interne ou core. Le dispo-
sition des capsoméres est controversée. Les protéines de structure ont un réle dans
I'attachement des particules virales.

Les rotavirus ont aussi une capside icosaédrique double, mais elle ressemble a une
roue, d'oit leur nom. Leur génome contient 11 fragments ’ARN bicaténaire qui,
sur une électrophorese, forment 4 groupes.

A l'opposé, on trouve les coronavirus & symétrie hélicoidale qui ont une enveloppe
recouverte par des spicules 4 renflement terminal, leur donnant un aspect de cou-
ronne (fig. 8).

La structure des autres virus est moins bien connue, notamment pour I'agent de
Norwalk. Les calicivirus ont un aspect en relief qui dessine ’étoile de David (fig. 9)
et les astrovirus un contour en forme d’étoile 4 5 ou 6 branches aprés coloration.

Tous ces virus, étant donné leur faible dimension, ne sont pas observables au
microscope optique, mais au microscope électronique.

1.3 - CONSTITUTION PHYSICO-CHIMIQUE

Les virus sont des particules de trés faible dimension. Leurs différences de consti-
tution physico-chimique se traduisent par des charges variables & leur surface et
une certaine hydrophobicité,

1.3.1 - DIMENSION DES VIRUS

La taille des virus est de I'ordre de quelques dizaines de nannométres (109 m). A
titre comparatif, Escherichia coli mesure de 0,52 3 p (1 06 m) (fig. 10).

1.3.2 - POINT ISOELECTRIQUE

La plupart des virus ont une structure composée de polypeptides qui contiennent
des acides aminés tels que Pacide glutamique, P'acide aspartique, Ihistidine et la

tyrosine. Ces acides aminés renferment des groupements faiblement acides ou
basiques {(groupements carboxyles amines).
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0,523 pm (

Escherichia
coli

1 pm =1000 nm

125 2 300 nm

limite de visibilité au

Staphylocoque

O mycoplasme

300 nm

microscope optique

O o ° ° ‘
160 80 60 40 20 nm
Virus diamétre du virion
{(nm}

Picornavirus 27
Rotavirus 66a75
Réovirus 60 a 80
Coronavirus 60 4 160
Calicivirus 30440
Astrovirus 26432
Adénovirus 702490

Virns de Norwalk 26432

Virus hépatique E 242434
Parvovirus 20

"Small round viruses” 27 -

Fig. 10 - Tuille de quelques bactéries et des virus (d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1952 ;

HURST, 1989 a).
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Ainsi, la capside virale a une charge électrique. Chaque groupe ionisant dans le
polypeptide a une constante de dissociation caractéristique. La charge nette du
virus varie avec l'ionisation des groupements et donc avec le pH. Le pH pour lequel
elle est nulle est le point isoélectrique. Les virus sont chargés positivement en-des-
sous et négativement au-dessus du point isoélectrique (tabl. 1-4) (GERBA, 1984).

1.3.3 - THEORIE DE LA DOUBLE COUCHE ET AUTRES FORCES ELECTRIQUES

Les virus sont des particules de nature colloidale, donc les propriétés relatives aux
colloides leur sont applicables. Les virus sont sous forme dispersée dans le milieu,
or les particules dispersées portent une charge électrique. Par contre, un systéme
colloidal dans son entier est électriquement neutre. Ce phénoméne est expliqué par
la théorie de la double couche. Comme les ions attirent les ions de charge opposée,
il y aura formation de la couche de Stern pour permettre la neutralisation (fig. 11).

Dans le voisinage de cette couche, d’autres ions sont retenus et entrainent la for-
mation d'une couche diffuse : la couche de Gouy. L'épaisseur de cette deuxiéme
couche détermine la force et la distance nécessaire pour repousser les autres molé-
cules de la solution.

Des forces attractives interviennent aussi : elles existent entre atomes et molé-
cules. Ce sont des forces électriques entre des moments de dipéles instantanés a
I'intérieur de différentes molécules.

Vinteraction entre deux particules dans une dispersion résulte de 'équilibre entre
les forces répulsives et attractives. Ainsi, un virus ,placé dans une solution aqueu-
se, développe une charge de surface. Une couche fixe de charge opposée se crée
autour du virus, puis une couche diffuse se forme et s’étend dans la solution. Elle
contient un nombre suffisant de charges pour maintenir le systéme électriquement
neutre. L'épaisseur de cette couche peut varier dans certaines conditions et influer
sur I'adsorption des virus (fig. 11) (GERBA, 1984).

1.3.4 - HYDROPHOBICITE

La capside virale est constituée de protéines. Or, dans un milieu aqueux, ces pro-
téines peuvent se plier, s'orienter afin de permettre & leurs parties hydrophiles de
g’associer aux molécules d’eau environnantes. De méme, les régions hydrophobes
vont s'orienter et des interactions hydrophobes peuvent se créer entre les virus et
d’autres particules (fig. 12). 1l peut donc &tre intéressant de connaitre les
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Virus (souche) pl
Réovirus 3 (Dearing) 3.9
Rhinovirus 2 6,4

Polio 1 (Bruenders) 74 3.8
Polio 1 (Mahoney) 8,2

Polio 1 (Chat) 75 45
Polio 1 (Brunhilde) 4,7 70
Polio 1 (LSc) 6,6

Polio 2 (Sabin T2) 65 45
Echo 1(V239) 5.3

Echo 1 (V248) 5,0

Echo 1 (V212) 6.4

Echo 1 (R115) 6,2

Echo 1 (4CH-1) 55

Echo 1 (Farouk) 5.1
Coxsackie A21 6,1 48
Parvovirus AA4.x 14 2,6

T2 bactériophage 4,2

T4 bactériophage 4-5

MS2 bactériophage 3.9

pH

pH < pl

pH>pl

charge

Tableau 1-4 - Point isoélectrique des virus (pI) (GERBA, 1984).

Groupements hydrophobes

Résidus ionisés

Couche de Stern

Cauche de Gouy

Fig. 11 - Représentation de la double couche existant autour d'un virus (d'aprés GERBA, 1984).
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séquences d’acides aminés qui constituent la couche protéique (GERBA, 1984).

Groupes hydrophobes

Surface

Fig. 12 - Interactions hydrophobes entre un virus et une surface.

1.4 - TECHNIQUES D'ISOLEMENT ET DE MISE EN EVIDENCE

La mise en évidence des virus présents dans 'environnement hydrique fait appel a
une méthodologie précise composée de plusieurs étapes.

Nous verrons briévement les modalités de prélévement, les méthodes de concentra-
tion, les techniques permettant la révélation des virus dans les eaux, leur identifi-
cation et leur quantification et ensuite quelques adaptations effectuées pour isoler
les virus dans les boues résiduaires et dans les sols.

1.4.1 - ECHANTILLONNAGE

Le probléme de I'échantillonnage (volume, horaire, lieu et fréquence) se pose pour
chaque type d'eaux analysées : eaux usées, eaux de surface, eaux d’alimentation.
Les prélévements peuvent étre effectués en continu par un systéme automatique
ou extemporanément en des poinfs isolés.

a) Eaux usées
Dans le cas des eaux usées brutes issues de communautés humaines nombreuses,

c'est-a-dire a niveau de contamination élevé, des prélévements de 30 4 40 ml d’eau
peuvent étre suffisants pour mettre en évidence des virus entériques.
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Pour les eaux usées brutes issues de petites communautés ou le niveau de contami-
nation virale est plus faible, une méthode de concentration est nécessaire pour
augmenter la fréquence d’isolement des virus. Un volume de 3 & 5 1 semble suffi-
sant. Une méthode de concentration est souhaitable pour les eaux usées épurées.
L’analyse de 10 4 20 1 suffit en général.

Au cours de la journée et des saisons, la quantité de virus présents dans l'effluent
peut varier. Dans certaines stations, il semble que les prélévements en continu
entre 7 et 22 h soient plus représentatifs que les échantillons isolés (FHHASSEN et
al., 1984).

b} Eaux de surface

Le niveau de contamination des eaux de surface varie selon leur origine. L'analyse
de grands volumes d’eau est nécessaire pour les eaux de riviéeres (50 1) et pour les
eaux d’alimentation {de Vordre du métre cube) (HASSEN et al., 1984).

L'utilisation de tels volumes nécessite donc une concentration ultérieure des préle-
vements.

1.4.2 - METHODES DE CONCENTRATION DES VIRUS

Nous ne verrons que deux méthodes utilisées pour leur rapidité et leur efficacité a
concentrer des volumes importants d’eau : la méthode dadsorptmn directe et la
méthode de floculation organique.

a) Adsorption directe

La méthode d’adsorption directe implique l'utilisation de filtres ou de solides
comme surface sur lesquelles les virus vont s’adsorber et étre récupérés.

Parmi les différents adsorbants possibles, les plus utilisés sont les filtres en nitrate
de cellulose, les filtres en microfibres de verre et la filtration sur poudre de verre.

Pour faciliter I'adsorption des virus sur le filtre, les échantillons sont acidifiés &
I'aide d'acide chlorhydrique sous agitation constante et additionnés de chlorure de
sodium ou de chlorure d'ammonium.

Apres filtration de 'échantillon, une élution des virus est réalisée par passage d’'une
solution a 3% dextrait de beeuf & pH 9,5. L'éluat obtenu est neutralisé & pH 7.2 par
Pacide chlorhydrigue (HC1) (voir annexe 1).
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b) Floculation organique

Cette méthode de concentration est généralement utilisée comme procédé de
concentration secondaire des éluats obtenus par la méthode précédente.

Elle consiste a faire précipiter des protéines a pH acide. Au cours de la formation
des flocons protéiques, les virus sont adsorbés et sont récupérés dans le précipité.
Ce dernier est ensuite dissout dans une solution tampon de faible volume.

Les solutions protéiques utilisées sont des solutions d’extrait de beeuf ou de caséine
(voir annexe 2).

¢} Décontamination des échantillons

Les échantillons obtenus par les méthodes de concentration contiennent des quan-
tités importantes de bactéries et de champignons microscopiques qu’il faut élimi-
ner avant l'inoculation & des cultures cellulaires.

La décontamination est réalisée par addition d’un mélange d’antibiotiques (tabl. 1-
5) et/ou par traitement par le chloroforme. Le chloroforme inactive tous les micro-
organismes contenant des lipides (bactéries, levures).

Molécule active Concentration
Benzylpénicillinate de sodium 100 000 U/ml
Néomycine 0,015 g/ml -
Sulfate de streptomycine (.1 g/ml
Amphotéricine B (fungizone) 5 pg/ml

Tabl. 1-5 - Composition d’une solution d’antibiotiques pour décontaminer les concentrais viraux
(BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982},

d} Détoxication des échantillons

Les échantillons sont ensuite détoxifiés par centrifugation modérée ou par extrac-
tion chloroformique pour éliminer les matieres en suspension et diverses molécules
qui ont pu étre concentrées précédemment. Les métaux lourds, détergents, hydro-
carbures... peuvent étre toxiques pour les cultures cellulaires.

A partir des échantillons ainsi préparés, différentes méthodes vont étre utilisées
pour la recherche et la quantification des virus.
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1.4.3 - REVELATION DES VIRUS

Parmi les nombreuses méthodes de révélation des virus, la plus courante pour les
entérovirus est leur isolement sur cultures cellulaires.

D’autres techniques sont surtout utilisées pour rechercher les virus qui ne se culti-
vent pas sur les cellules classiques.

a) Isolement des virus sur eultures cellulaires

Lisolement des virus sur cultures cellulaires permet de mettre en évidence les
virus les plus fréquemment recherchés : entérovirus, adénovirus et réovirus.

Culture cellulaire

Une culture cellulaire in vitro est un systéme dans lequel des cellules placées dans
un environnement artificiel sont capables de se multiplier sans congerver l'organi-
sation structurale de leur tissu d’origine (BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982)

Milieux de culture

Les cellules ont besoin d'un milieu nutritif adéquat pour assurer leur survie ou
leur croissance. L'élément de base est constitué par une solution saline tamponnée
additionnée de glucose (milieu de base de EAGLE). Ce milieu crée des conditions
compatibles avec la vie cellulaire (pH...). Il est supplémenté par des vitamines, des
acides aminés, des facteurs de croissance... ou par du sérum animal, des indica-
teurs colorés, des antibiotiques.

Cellules

Trois catégories de systémes cellulaires sont utilisées (tabl. 1-6).

La subculture consiste & dissocier le tapis cellulaire pour obtenir des cellules indi-
vidualisées qui, sur un milieu de croissance, redonneront un tapis cellulaire par

multiplication.

Différents types de cellules sont ainsi cultivés pour permettre l'isolement de cer-
tains virus (voir annexe 3).
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Systéme cellulaire | Origine Caractéristiques Durée de vie
chromosomiques
Cellules de tissu animal 2 n chromosomes durée de vie limitée

primo-explantation | origine directe

Lignées cellulaires | tissu tumoral anomalies celiules subcultivables
établies ou normal chromosomiques indéfiniment
origine indirecte
Cellules diploides tissu embryonnaire 2n chromosomes durée de vie limitée
{pour au moins 75% subculture possible

des cellules, absence
&’ anomalie chromo-
somique)

Tabl. 1-6 - Différents systémes cellulaires (d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982).

Isolement sur cultures cellulaires
Isolement sur tapis cellulaire constitué

Les cultures cellulaires représentent des méthodes simples d’isolement des virus.
Selon les virus recherchés, certains systémes cellulaires sont plus adaptés au déve-
loppement des différents virus (voir annexe 4).

Lisolement sur tapis cellulaire se déroule en deux étapes :
—inoculation de I’échantillon et adsorption des virus sur les cellules ;

—inoculation en présence d'un milien de survie liquide ou gélosé.

En milien hquide, la multiplication virale se traduit par I'apparition d’un effet
cytopathique et par la destruction progressive du tapis cellulaire.

Des molécules produisent le méme phénoméne, d’ot1 la nécessité de confirmer ori-
gine virale de la cytotoxicité (BERTUCCI et al., 1983 ; BLOCK et SCHWARTZ-
BROD, 1982).

En milieu gélosé, la multiplication virale se traduit par apparition de plages de
Iyse cellulaire circulaires. Les virus qui se multiplient dans une cellule infectent et
lysent les cellules qui Yentourent.
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Isolement sur suspension cellulaire

Dans cette méthode trés sensible, aprés inoculation des virus et incubation, les cel-
lules du milieu de croissance liquide sont détruites par les virus. La couche de mul-
tiplication cellulaire est donc trés altérée.

b) Isolement des virus sur Uanimal

Ce procédé est surtout utilisé pour les virus qui ne peuvent pas étre isolés sur cul-

tures cellulaires classiques (virus coxsackie A et B). L'inoculation de ces virus a des
souriceaux nouveaux-nés entraine 'apparition de signes cliniques caractéristiques.

1.4.4 - IDENTIFICATION DES VIRUS

L’identification des virus peut étre effectuée par I'observation de l'effet cytopa-
thique ou par immunoneutralisation.

a) Observation de Ueffet cytopathique

Sur les cultures cellulaires, I'effet cytopathique se manifeste plus ou moins tét en
fonction des virus recherchés et des cellules utilisées : 2 & 30 j (voir annexe 5).

De méme, 'aspect des plages de lyse cellulaire varie en fonction des virus,

Les modifications morphologiques a l'intérieur des cellules infectées, observées
aprés coloration, permettent l'orientation du diagnostic vers l'un des trois grands
groupes suivants de virus entériques : entérovirus, adénovirus, réovirus.

b) Identification immunologique par neutralisation

Des tests immunologiques basés sur les réactions antigéne - anticorps (Ag-Ac) per-
mettent d’identifier les virus présents dans les échantilions.

Les anfigénes présents a la surface des virus vont réagir avec les anticorps corres-
pondants. Le complexe Ag-Ac ainsi formé neutralise le virus et 'empéche d’'infecter
les cellules, d’ou 'absence d’effet cytopathique dans les cultures cellulaires. B

Si un effet cytopathique se manifeste en présence d’anticorps, le virus existant ne
correspond pas aux anticorps employés (fig. 13) (BLOCK et SCHWARTZBROD,
1982).
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Fig. 13 - Principe d'une réaction de neutralisation.

Ces tests sont effectués sur des microplaques en présence de différents Ac, de sus-
pensions de virus témoins, de cellules témoins et des virus 3 identifier, & des dilu-
tions plus ou moins élevées (fig. 14).
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Fig. 14 - Microplagues.

¢) Autres méthodes
D’autres techniques plus complexes permettent d’identifier les virus.

Par exemple, le virus de I’hépatite A, qui ne peut pas étre isolé sur cultures cellu-
laires, peut étre mis en évidence par une méthode de radio-immunologie de type
sandwich. I/antigéne est pris en sandwich entre deux anticorps, dont I'un est mar-
qué a liode 125. La radioactivité mesurée est proportionnelle & la quantité d’Ag
présents. La positivité du tests doit étre confirmée (ALBERT et al., 1990).

1.4.5 - QUANTIFICATION

La quantification des virus dans un prélévement d’eau permet d’évaluer la conta-
mination du milieu.

Elle se déroule en trois étapes :

— dilution de I'échantillon : elle diminue le nombre de virus et rend possible leur
isolement ;

—inoculation a des systémes sensibles (cultures cellulaires...) :

—lecture et interprétation des résultats selon un mode de calcul mathématique et
statistique.

Deux types de méthodes sont utilisés :

—les types énumératifs qui consistent & compter le nombre de lésions spécifiques
provoquées par les virus ;
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—les types quantiques ou de "tout ou rien" qui mesurent le rapport du nombre de
réponses positives (présence de lésions spécifiques) au nombre total de réponses
possibles (BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982).

Expression des résultats

Le principe consiste & compter le nombre de plages de lyse cellulaire ou les flacons
ol le tapis cellulaire a été détruit par un virus ou par un agrégat de virus. Des cal-
culs de probabilité permettent d’établir des fourchettes mesurant la densité virale.
Les résultats, exprimés en “unité formant plage” (UFP) ou en “nombre le plus pro-
bable d’unités cytopathigues” (NPPUC), ne sont quune estimation de la quantité
de virus présents dans Péchantillon (fig. 15).

Culture cellulaire

Miilieu de survie gélosé Milieu de survie liguide
nombre de plages de lyse cellulaire nombre de flacons oil le tapis
% cellulaire est détruit
UFP NPPUC
(unité formant plage) (nombre le plus probable d'unités
cytopathigues)

Fig. 15 - Deux possibilités de quantifier les virus.

1.4.6 - ISOLEMENT DES VIRUS DANS LES BOUES RESIDUAIRES ET LE SOL
) Les boues

Le procédé de récupération des virus présents dans les boues d’eaux usées fait
appel & une centrifugation de I'échantillon pour collecter les solides sur lesquels
sont adsorbés les virus. Cette étape est suivie par 'élution des virus par un tam-
pon glycine pH 11,0 ou par de I'extrait de beeuf. D’autres éluants peuvent étre utili-
sés, mais leur efficacité est variable (tabl. 1-7).

Apres une autre centrifugation, le surnageant est concentré en milieu acide par fil-
tration ou par floculation organique (HURST et al., 1978 ; FARRAH et al., 1981).
Les liquides des boues peuvent étre aussi concentrés par une technigue utilisant la
bentonite (TURK et al., 1980).
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Eluant % de virus adsorbés élués
3% Extrait de beeuf, pH 9 75
0,5% Caséine isoélectrique, pH 9 58
3% Glycine, pH 9 21
3% Lysine, pH 9 20
3% Acide aspartique, pH 9 19
0,1% Dodecy! sulfate de sodium 10
0,1% Bromure de Cetyltrimethylammonium 5
0,1% Tween 80 8
Urée 2M-1% lysine, pH 9 36
Urée 4M-1% lysine, pH 9 70
Urée 6M-1% lysine, pH 9 22

Tabl. 1-7 - Elution des poliovirus adsorbés sur des flocs de boue (FARRAH et al., 1981).

b) Le sol

Au cours des études sur colonne ou sur le terrain, les échantillons & analyser peu-
vent étre des effluents ayant percolé dans le sol ou des portions du sol lui-méme.

Dans le premier cas, Panalyse repose sur des procédés similaires & ceux présentés
antérieurement.

Dans le second cas, il est nécessaire de désorber les virus des particules du sol a
I'aide de solution d’extrait de boeuf ou de tampon glycine en milieu alcalin sous agi-
tation. Aprés centrifugation de I’échantillon, le surnageant est concentré.

11 faut noter que les résultats d’analyses varient d'un laboratoire & un autre avec la
méme méthode utilisée sur le méme sol (HURST et al., 1991). Le manque de stan-
dardisation dans les colonnes expérimentales intervient aussi (BITTON et al.,
1979). Des pertes en virus peuvent se produire par adsorption des virus sur cer-
tains tubes de prélévement en céramique (WANG et al., 1980).

En général, le virus le plus souvent recherché est le virus de la poliomyélite, 4
cause de son systéme d’isolement sur culture cellulaire. Par contre, la détection des
virus de Phépatite A et E et des rotavirus est plus rarement effectuée. Elle deman-
de la mise en ceuvre de procédés beaucoup plus complexes (LARKIN, 1982).

La recherche des virus présents dans l'environnement hydrigue et leur quantifica-
tion permettent d'apprécier le degré de contamination des eaux.
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1.5 - CYCLE DE CONTAMINATION DU MILIEU HYDRIQUE

Les eaux usées jouent un réle primordial dans le cycle hydrique ol interviennent
les eaux superficielles, les eaux de ruissellement et les eaux souterraines. L'eau, en
général, est un excellent moyen de dissémination des virus et 'eau de boisson peut
contaminer ’homme quand il Pingére (FOLIGUET, 1983). Il en est de méme lors de
Padsorption accidentelle d’eau de surface au cours dune baignade ou d’activités
nautiques. Une contamination indirecte par la consommation de fruits et légumes
ou de fruits de mer ayant été en contact avec des eaux usées traitées ou non est
toujours possible (fig. 16, d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982, et fig. 17).

1.5.1 - CONTAMINATION VIRALE DES EAUX USEES

La source de contamination des eaux usées a pour origine les matiéres fécales. Les
virus rencontrés dans le milieu hydrique sont détectés dans les selles en quantités
importantes (tabl. 1-8).

Références Observations

HURST et al., 1980 a Plus de 100 types de virus sont excrétés dans les féces.

BLOCK et Le niveau moyen d’excrétion virale est de 300 particules virales par gramme
SCHWARTZBROD, de selles, soit environ 60 000 virus éliminés par-habitant et par jour
1982

LARKIN, Un enfant, infecté par :
1982 - des rotavirus, produit 1011 particules virales /g de selle -
- des virus de I"hépatite, excréte plus de 107 virusfg de selle.

Tabl. 1-8 - Quantité de virus détectés dans les selles.

Un nombre variable de virus peut étre détecté dans les eaux usées selon leur pro-
venance (BLLOCK et SCHWARTZBROD, 1982). Ces eaux usées brutes vont donc
subir différents traitements (tabl. 1-9) entrafnant une baisse plus ou moins impor-
tante des virus.

Les quantités de virus retrouvés dans les rivieéres ou les fleuves sont parfois encore
importantes. Par contre, elles sont nettement plus faibles dans 'eau de mer, mais
des particules virales ont été retrouvées jusqua 5 km au large du point de rejet des
eaux usées (BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982).

Ainsi, certaines épidémies ont pu avoir été induites par la consommation de fruits
de mer ayant été contaminés par des eaux usées.
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Comportement des virus en géoépuration

EAUX USEES BRUTES

— Désablage

:

Prétraitement

— Dégrillage : élimination des éléments grossiers

— Déshuilage - dégraissage

y

Décantation primaire

/

EFFLUENT PRIMAIRE

Traiternents chimiques

* Floculation - coagulation
Elles consistent & ajouter a

miques (sels de fer, d'alumi-
nium, chaux...) ayant pour réle

A/’/d\\h»

Traitements biologiques

Epuration des effluents par

des micro-organismes

l'effluent des substances chi- -#———— *1i{ bactérien

* boues activées
* infiltration - percolation

de faire floculer les matiéres * lJagunage
en suspension '
* Flottation : maintien des
flocs en surface griace a des
bulles d'air \
EFFLUENT SECONDAIRE

Traitements ifertiaires

* chloration
* infiltration - percolation

;

EFFLUENT TERTIAIRE

Tableau 1-9 - Traitement des eaux usées (d'aprés MEOT, 1990).
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1.5.2 - CONTAMINATION DES NAPPES SOUTERRAINES

Une contamination des nappes phréatiques par les eaux usées est toujours pos-
sible. Elle a principalement pour origine l'infiltration & partir des fosses septiques,
les fuites des canalisations d’égouts, les fissures au niveau des bassins (lagunage),
les bassins de recharge de I'eau souterraine et I'épandage d’eaux usées, traitées ou
non.

Par exemple, 24 h aprés irrigation avec un effluent ou avec des boues de stations
d’épuration contenant 106 UFP/ml de poliovirus 1, on retrouve 104 4 105 UFP par
gramme de sol (LARKIN, 1982). Or, des études récentes indiquent que les virus
peuvent migrer sur de longues distances dans le sol et y survivre (SINGH et «al.,
1986), d’'oti un risque de contamination des eaux souterraines, qui peuvent étre par
1a suite utilisées comme eaux d’alimentation.

1.5.3 - CONTAMINATION VIRALE DES EAUX DE DISTRIBUTION

Les eaux de surface peuvent &tre utilisées comme eaux de boisson. Il est donc
nécessaire, quapres traitement, elles soient de grande qualité, mais la présence de
virus est toujours possible. Ils semblent avoir été impliqués dans certaines épidé-
mies (voir annexe 6).

La charge en virus est trés importante dans leffluent primaire, et seuls les virus
adsorbés sur des particules assez lourdes sont entrainés et éliminés lors de la
décantation. Les autres traitements effectués sont plus efficaces.

Les estimations actuelles de 'évolution théorique des virus fécaux au cours du
cycle hydrique admettent une réduction de (FOLIGUET, 1983) :

— 90% au cours du traitement d'une station d’épuration ;

—90 a 89% a la suite d’un séjour en eaux superficielles ;

— 99 a4 99,9999% apres traitement physico-chimique sans désinfection ;

—99 4 99,9999% apreés désinfection.

Aingi, méme avec des traitements efficaces, le rejet de virus dans le milieu exté-

rieur est toujours possible, et ce en grande quantité si 'on considére le volume -

total d’eau épurée rejetée chaque jour (annexe 7). Une installation industrielle
d’eau potable traite plusieurs centaines de milliers de métres cubes d’eau par jour.
Comme quelques micro-organismes passent, il est tout 4 fait possible que quelques
virus en fassent autant.
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D'une fagon générale, l'efficacité varie énormément selon la conception et le fonc-
tionnement de 'usine de traitement, la qualité de I'eau brute & traiter, la tempéra-
ture et d’autres facteurs (FOLIGUET, 1983).

1.5.4 - CONTAMINATION VIRALE DES EAUX DE SURFACE

Les conditions de survie dans le milieu extérieur sont plus ou moins favorables aux
virug, d’olt une diminution de leur concentration. L'effet de dilution explique les
faibles taux de virus par litre. Ces taux varient avec la distance entre le point de
prélévement et le point de décharge des effluents (annexe 8).

1l a été estimé que si chaque individu d’une ville de 150 000 habitants consomme 21
d’eau par jour distribuée a partir d’'une usine de traitement qui débite 100 000 m3/j,
soit une consommation globale de 300 000 1, le nombre de particules virales suscep-
tibles d’entrer dans le réseau de distribution est de 104 particules. En supposant
que ces 10% particules aient une répartition homogéne, ce qui est peu probable, dans
les 300 000 1 ingérés, il y a 30 particules done¢, au maximum, 30 personnes sur
150 000 risquent d’en absorber une. Kt sur ces 30 personnes, de 1/10 4 1/1000 sont
susceptibles de développer une maladie cliniquement décelable selon le virus en
cause. C'est-a-dire qu'il y a de [30/150 000 x 1/10] a [30/150 000 x 1/1000], soit 1
chance sur 50 000 4 1 chance sur 5 millions de développer la maladie (FOLIGUET,
1983). )

Comme il est impossible d’obtenir un taux nul de virus dans le milieu hydrique, il
pourrait étre intéressant de connaitre la dose minimale infectante (DMI).

Au total, les effluents d’égouts qui sont traités au niveau des stations d’épuration
contiennent des virus. Ces virus sont rejetés dans le milieu extérieur ot ils conta-
minent les eaux de surface, les eaux souterraines et les eaux de boisson. Il sera
dont intéressant d’envisager le devenir des virus dans le milieu hydrique et dans le
sol.
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2 . SURVIE DES VIRUS ENTERIQUES
DANS L’ENVIRONNEMENT HYDRIQUE

La transmission de maladies virales par de eau contaminée dépend de la survie
de Pagent de la maladie. Les virus présents dans le milieu hydrique pendant de
longues périodes sont susceptibles d'infecter un organisme héte. Il est donc impor-
tant de connaftre les facteurs environnementaux qui peuvent faciliter Pélimination
des virus ou leur survie.

Nous verrons donc successivement les facteurs physiques, chimiques et biologiques
qui interviennent.

2.1 - FACTEURS PHYSIQUES

2.1.1 - LA TEMPERATURE

La température de 'effluent est un facteur important pour la survie des virus.
Différentes études ont montré que 'inactivation des virus a basse température
{environ 4 °C) est beaucoup plus faible qu’a des températures plus élevées.

Des expériences ont été réalisées avec de Peau de riviére pour évaluer les effets de
la température sur les taux d’inactivation de 2 virus : Echovirus type 12 et
Rotavirus souche SA 11 (WARD et al., 1986). Les résultas obtenus indiquent que le
taux d’inactivation de ces deux virus est corrélé a la température (fig. 18). Les
virus survivent beaucoup plus longtemps a4 4 °C.

Echovirus Rotavirus

10 T T T
34
10 4
e
-3
2
o 10 -1
a
-3
1
i0 + —~
L L ] 1 00 1 Q 1
0 7 14 21 0 7 14 21
Jours d’incubation Jours d'incubation

Fig. 18 - Effet de la température sur les taux d’inactivation de 2 virus dans de Ueauy de riviére. Les
températures d’incubation sont de 4 °C (°); 16 °C (O), 23 °C (A), 29°C (A) et 37°C (¢)
(WARD et al., 1986).
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Puisque les virus survivent plus longtemps & des basses températures qu’a des
températures élevées (tabl. 2-1), il est important de savoir combien de temps ils
survivent dans les boues.

Les boues contiennent un grand nombre de virus pathogénes qui seront lentement
inactivés a 2° ou 4 °C {(environ 180 j) (tabl. 2-1). Par contre, une digestion des boues
a 30-35 °C ou a 50 °C est trés efficace (HURST et al., 1989 a).

La persistance des virus dans 'environnement est donc liée a la température qui
agit en synergie avec d’'autres parameétres tels que les rayonnements ultra-viclets
et Phumidité.

2.1.2 - LES RAYONNEMENTS ULTRA-VIOLETS

Les rayonnements ultra-violets ont une action virucide poussée §’ils sont appliqués
sur une couche deau de faible épaisseur.

Lors dun traitement avec des ultra-violets, 'eau doit étre claire, sans turbidité ni
couleur, sans fer, sans colloides organiques ou micro-organismes planctoniques,
pour ne pas géner la pénétration du rayonnement par formation de dép6ts sur les
tubes. La qualité de l'eau doit étre constante.

Les ulfra-violets détruisent les cellules vivantes ou les inactivent lorsqu’ils les
atteignent. Ils ont une action limitée & la surface de 'ean (DEGREMONT, 1978).

2.1.3 - HUMIDITE

Thumidité est un facteur important pour la survie des virus dans le sol. U'évapora-
tion pourrait augmenter leur inactivation dans les boues et les suspensions
aqueuses (DUBOISE et al., 1979). Nous verrons donc successivement les différents
états de l’eau, l'incidence de taux d’humidité constants ou décroissants, et des
mécanismes possibles d’inactivation selon humidité.

a) Différents états de Ueau

» eau libre = eau en excés. Elle n’est pas liée aux constituants du sol, elle s’évapo-
re ou subit action de la gravité.

» eau d’adsorption = eau adhérente. Elle correspond au taux d’humidité d'un
produit. Elle est en équilibre avec le milieu extérieur. Elle forme un film qui enve-
loppe les particules (épaisseur =15 A).
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(moyenne 1,7)

VIRUS Environnement | Température| Baisse (*) du nombre de virus Références
°C ou survie

Echol2 4 Inactivation lente

Rota SA 11 tEAUde 16 . de 99,9% en 14 jours WARD et al.
riviére . de 904 99,9% en 2 jours (1986)

Polio 27 %, de 98,4 499,97% en 4 jours

Coxsackie B4 22 ¥ de 6,527 log;, en 8 semaines

Echo 7 EAU douce 1 3 43 5log)qen 12 semaines HURST ez al.

Polio 1 -20 * 0,4 20,8 log;, en 12 semaines (1989 b}

Enterovires | BOUES biolo- 5 grande stabilité pendant 38 jours | BERG et al.
giques aucune * du nombre de virus (1988)

Coxsackie B; | BOUES digérées hiver danois japrés 23 semaines, aucun virus DAMGAARD-
aérobiquement -124-14,8 [n'est détecté LARSEN

ef al. (1988)

boues ou un
cffluent second™

89 jours

Virus BQUES activées 23 26§ HURST et
entérignes primaires 2 3. de90% des virusen 180 GOYKE
indigénes =70 163 j {1986 a)
(étude effectuée sur 84 j puis
estimation par des calculs)
Viros Eluats de 23 27j HURST et
cniériques BOUES 2 %, de90% des virmsen 190 § GOYKE
indigénes =70 370 (1986 b)
{¢tude sur 80 j)
Digestion des 30-35 Inactivation de 50 & 99% par jour | HURST
BOUES 50 Inactivation de 99,9999% par jour { (1989 a)
Polio SOL sablonneux 4 *. de 1 log en 84 jours DUBOISE et al.
20 *, de 5 log en 84 jours (19793
Polio 1 4 persistence des virus pendant YEAGER et
Coxsackie B, [ SOL sablonncux 180 jours au moins O'BRIEN
37 peu d'infectivité aprés 12 joors (1979)
Polio 1 (Lsc) | SOL : sable aprés 63-90 j : aucun virus infec- | DUBOISE et al.
saturé avec de 20 tant - 0,21% des F, sont infectants (1979}
Phage F, Peau distiliée aprés 175 j.
Coxsackie B, | SOL : humidité 3310 survie jusqu'd 170 jours DUBOISE et al.
Echo 7,9 modérée (1979)
Polic 1 {Lsc-
2ab)| sol plus sec 18423  |aprds 15-25 jours : aucun virus
Polio 1 (Lsc- | SOL : parcelles boues : virus survivent 90 jours DUBOQISE et al.
2ab}| recevant des hiver effluent second™ : virus survivent | (1979}

Tableau 2-1 - Effet de la température sur la survie des virus,
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+ eau capillaire. Cest 'eau retenue par la force capillaire. Lorsque le diamétre
des capillaires est faible (0,1 p), il se produit un phénomeéne d’hygroscopie : la force
capillaire est supérieure a la tension de vapeur donc 'eau ne s’évapore pas.

- eau de constitution. Elle fait partie intégrante de la structure chimique du pro-
duit.

I’eau qui intervient pour la survie des virus est surtout sous forme libre ou adhé-
rente, ce qui correspond au taux dhumidité.

b} Influence d’un taux d’humidilé constant

Il a été observé que, lors de 'application de boues digérées aérobiquement et anaé-
robiquement, renfermant des poliovirus type 1 et des échovirus type 1, sur le sol,
ces virus étaient détectés pendant plus de 35 jours au cours d’'un été humide (tem-
pérature dans le sol : 23,5° a4 29 °C).

Par contre, pendant un été sec, aucun virus n’est détecté apres 8 jours (températu-
re : 18 a 27 °C) (BITTON et al., 1984). Le taux dhumidité relative est donc un fac-
teur non négligeable dont l'effet a été mis en évidence par YEAGER et O'BRIEN
(1979).

Cette étude a été réalisée & partir de prélévements de sol qui ont ensuite été ense-
mencés avec des poliovirus marqués radioactivement et placés dans des dessica-
teurs pour obtenir des taux dhumidité différents. Les virus ont alors été élués,
Yéluat a été titré en virus (UFP) et la radioactivité a été mesurée.

La figure 19 montre que les poliovirus sont essentiellement inactivés au méme
taux lorsque 'humidité est de 18, de 2,9 ou de 4,7% dans les échantillons. Des taux
d’humidité trés bas (0,6 a 1,2%) sont nécessaires pour obtenir une élimination trés
rapide des virus. Etant donné I'écart entre les pourcentages utilisés dans ces expé-
riences, il est nécessaire de préciser ce qui se passe avec d'autres taux dhumidité.

HURST et al. (1980 b) ont étudié les effets de Phumidité sur la survie des poliovi-

rus dans le sol de Flushing Meadows. Les tracés de points correspondant a des

valeurs moyennes pour 5, 10, 15, 25 et 40% d’humidité laissent apparaitre les ten-

dances suivantes (fig. 20) :

— la survie des virus diminue quand Phumidité augmente jusqu’au point de satura-
tion du sol (ici & 15% d’humidité) ;

—la survie augmente 4 nouveau quand le taux d’humidité est supérieur a ce point
de saturation ;

—rien n'est précisé lorsque le taux d’humidité est inférieur 4 5%.
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Fig. 19 - Inactivation des poliovirus
type I a des niveaux
d’humidité du sol variés.
10
@

Fig. 20 - Report des valeurs des
pentes de survie en
fonction du taux
d’humidité du sol,

Il semble que la survie soit & son point minimal prés du point de saturation.
Aucune corrélation linéaire n'existe entre les différentes valeurs cbtenies.

La valeur du point de saturation varie entre 15 et 25% en général. Ainsi, DUBOISE
et al. (1979) ont constaté une survie plus importante & un taux dhumidité de 15%
qu’a 25% dans un sol & 20 °C (tabl. 2-2).
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Jours % de virus récupérés i différents taux d’humidité

25% 15% Asséchement*
1 69 99 74 (13,1)
3 41 138 35(10.9
8 22 44 0.3 (6,2)
10 17 40 0,08 (5,5)
14 13 53 0,02 (4.6)
21 10 24 nd
28 5 12 0,003 (4,6}
42 2 9 nd
49 1 5 0,002 (0,6)
80 0,2 0,7 nd
100 0,07 04 nd
134 0,004 0,2 nd
* valeurs entre () : taux d'humidité (%) pendant l'asséchement 4 température ambiante
nd : virus non détectés

Tableau 2-2 - Effet de P humidité du sol sur la survie des poliovirus a 20 °C (DUBOISE et al., 1979).

¢) Influence d’un taux d’humidité déeroissant

D'évaporation de 'eau du sol semble responsable de la baisse de l'infectivité. En
effet, 'asséchement & 20 °C d’un sol sablonneux entraine une diminution des virus
de 99,9 % en 10 jours (tabl. 2-2), A titre comparatif, une température de 30 °C
serait nécessaire pour obtenir une telle chute avec 15% d’humidité (DUBOISE et
al., 1979). :

Une étude identique a été réalisée avec des échantillons de sol ensemencés par des
poliovirus placés dans des tubes ouverts ou fermés qui sont asséchés a 4, 22 et 37 °C.
Aucun virus infectant n’a été récupéré dans les échantillons ouverts aprés, respecti-
vement, 30, 16 et 3 j d’'asséchement. Par contre, les tubes olt 'humidité est restée
constante contiennent de fortes quantités de virus (YEAGER et O'BRIEN, 1979).

Ainsi, la température et I'asséchement agissent en synergie pour éliminer les
virus.

Lutilisation de virus marqués radioactivement a permis de définir des mécanismes
possibles d’'inactivation.

d) Mécanismes d’inactivation des poliovirus

D'inactivation des poliovirus fixés sur des solides dans des sols humides ou assé-
chés g'effectue par des mécanismes différents (fig. 21).
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virus

- ¥ lihération de TARN

$§  libération de PARN dégrads @

® lors de 'assechement d’un so0l stérile, I"'ARN viral est libéré des capsides. La capside reste
apparemment fixée irréversiblement sur le sol.
@ dans les sols humides, I’ ARN viral est endommagé avant la dissociation de la capside.

Fig. 21 - Mécanismes d’inactivation des virus (GERBA, 1984).

Dans des conditions non stériles, TARN n’est dégradé par P'activité biologique que
lorsqu’il est libéré de sa capside (GERBA, 1984).

La fixation irréversible des virus sur le sol est possible quand il est asséché
(BITTON et al., 1984).

Ces mécanismes pourraient étre appliqués au comportement des virus dans les
aérosols, mais tous les virus qui se trouvent dans un environnement hydrique ne
se fixent pas sur des surfaces solides. D’autres facteurs, chimiques et biologiques,
agissent sur la survie ou non des virus qui sont sous forme libre.

2.2 - FACTEURS CHIMIQUES

D'influence des facteurs chimiques, tels le pH, la présence d’ions, de détergents, la
salinité, sur la survie des virus est directement liée & leur constitution physico-
chimique.
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221-LE pH

A des valeurs de pH différentes, les interactions électrostatiques et hydrophobes
varient et agissent sur le comportement des virus.

Si Pépaisseur de la couche diffuse des ions entourant le virus diminue, I'approche
des surfaces sera plus facile et ainsi les forces attractives auront un effet. Les virus
pourront g’associer a divers supports ou s’agglomérer.

De plus, selon le pH, la charge des virus varie. Tous les virus n’ont pas le méme
point isoélectrique ; donc, 4 un méme pH, certains virus seront chargés positive-
ment et d’autres négativement. Ainsi, les interactions électrostatiques vont étre &
Porigine de la formation d’agrégats (GERBA, 1984).

D'une maniére générale, Padsorption des virus a un effet protecteur donc augmen-
tera leur survie. Ainsi, la survie de poliovirus 1, échovirus 7,9 et coxsackie virus Bl

dans un sol sablonneux a été trouvée plus longue & pH moyennement alcalin (pH
7,5) (DUBQISE et al., 1979).

Le pH non seulement agit sur les virus, mais aussi sur les composés qui peuvent se
trouver dans 'eau : détergents, ammoniaque, agents floculants. Ainsi, BERG et al.
(1988) ont constaté quun pH compris entre 6 et 8 dans les boues d’une station
d’épuration n'entraine pas la destruction des enférovirus par les détergents et
Pammoniaque. L'ammoniaque NHj; est un puissant agent virucide dans des condi-
tions appropriées de pH, mais NH,* ne semble pas entérovirucide. Bien que des
guantités significatives de NHz et NH,* arrivent dans la plupart des boues, il y a
peu de NHjz en dessous de pH 8.

De méme, un détergent anionique, le dodécyl sulfate de sodium, détruit rapide-
ment les poliovirus 2 pH inférieur & 6 et non a pH plus élevé. A pH entre 6 et 8, le
détergent pourrait protéger les entérovirus contre I'inactivation par la chaleur.

L'un des moyens efficaces pour éliminer les virus des eaux usées est donc d’aug-
menter le pH. Ainsi, lors du traitement des eaux usées, 'étape de floculation en
présence d'un exceés de chaux permet non seulement d’accélérer la sédimentation
des virus adsorbés sur les flocs, mais aussi de les inactiver & ce pH élevé. La pré-
sence de certains ions peut favoriser la formation des flocs et donc participer a I'éli-
mination des virus.
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222 - LA PRESENCE D'IONS

Les ions existants dans 'environnement hydrique agissent sur le comportement
des virus et leur survie.

La survie des poliovirus dans du sable saturé avec de V'eau distillée augmente si
elle contient du chlorure de calcium (CaCls, 0,01 N) et du chlorure de magnésium
{(MgCls, 0,001 N) (DUBOISE et al., 1979). U'inactivation des entérovirus dépend
des différents ions présents. Méme quand les conditions environnementales sont
trés stables, la distribution des ions dans les solutions n’est pas uniforme, notam-
ment pour les cations.

L’action des ions se situe surtout au niveau des interactions hydrophobes et élec-
trostatiques.

Les agents qui peuvent rompre les interactions hydrophobes sont appelés chaotro-
piques. Ils bouleversent la structure de Feau et donc rendent les solutions plus
lipophiles. Les solutions contenant des ions chaotropiques solubilisent les pro-
téines de membrane et les composés organiques tels que 'adénine. Ces ions sont
relativement gros : trichloracétates, thiocyanates, et iodures (GERBA, 1984 ;
SHIELDS et FARRAH, 1983).

Au contraire les ions qui favorisent les interactions hydrophobes en augmentant la

“structure de l'eau”sont dits antichaotropiques. En augmentant l'ordre des molé-
cules d’eau, la capacité de solutions a loger les groupements hydrophobes est rédui-
te et les interactions hydrophobes entre les groupes apolaires sont accrues. Les
ions antichaotropiques sont généralement petits : fluorures, citrates, nitrates, cal-
cium, magnésium. Ils vont donc favoriser Padsorption des virus (GERBA, 1984 ;
SHIELDS et FARRAH, 1983).

Ces différents effets ont été mis en évidence grace a des filtres membranaires char-
gés négativement. Les figures 22 et 23 illustrent les phénoménes qui se produi-
sent.

La présence de cations divalents va donc 'agir sur Padsorption des virus et, par ce
biais, sur leur survie dans les effluents et dans le sol. Cette augmentation de
Padsorption des virus explique la corrélation positive qui existe entre la survie des
virus et 'aluminium échangeable des sols (HURST et al., 1980 b).

A Popposé, les anions phosphates diminuent la survie des virus. Ils pourraient
inhiber leur adsorption sur les précipités formés au cours de la floculation (op. cit).
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Groupes hydrophobes

i

apeagnan - Surface du filire

erense - Fig. 22 - Effet des agents chaotropiques sur les
interactions virus - filtre.

Ici, ¢’est 'élution qui est favorisée
(GERBA, 1984).

ChECGO™

Fig. 23 - Effet des ions antichaotropiques sur les
interactions virus - filtre.
Les interactions hydrophobes sont favo-
risées et Padsorption se produit (GERBA,
1984).

I’ahsence d'ions comme le calcium entraine inactivation de certaing virus dont le
rotavirus SA 11. Cet ion est indispensable pour stabiliser sa capside (WARD et al.,
1986).

Le chlorure de sodium, qui est un sel antichaotropique, influe aussi sur la constitu-
tion d’agrégats. ' '

2.2.3- LA SALINITE

SOBSEY et al. (1980) ont évalué 'effet du pH et de la salinité sur 'adsorption des
virus sur des particules de sol en suspension dans des eaux usées. L'adsorption
dépend du type de sol, mais pour les sols peu adsorbants, un pH faible et une
teneur en chlorure de sodium (NaCl} élevée (3,5 g) Vaugmentent. Cette adsorption
est toutefois inférieure & celle obtenue avec le chlorure de magnésium (Mg Cly).

L’élution des virus adsorbés dans le sol par un tampon NaCl 3,5% est inefficace. 11

en est de méme avec les poliovirus adsorbés sur les membranes filtrantes
(SHIELDS et FARRAH, 1983).

La salinité de I'eau favorise donc 'adsorption des virus et ne nuit pas a leur exis-
tence dans les milieux marins.
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Par contre, ’action combinée de la salinité et de détergents ne provoque pas
Padsorption attendue (voir § 3.2 Elution).

224 LES DETERGENTS

Les détergents sont des composés tensio-actifs synthétiques dont la présence dans

les eaux est due aux effluents urbains et industriels. Ils modifient les tensions
superficielles des surfaces (DEGREMONT, 1978).

En ce qui concerne les virus, ils diminuent leur adsorption et favorisent leur élu-
tion, donc leur existence sous forme libre dans certaines conditions (voir § 3.2
Elution).

Sous forme non adsorbée, les virus sont plus sensibles aux agents extérieurs et
peut-étre aux désinfectants.
2.2.5- LA DESINFECTION

L'addition de désinfectants tels que le chlore ou 'ozone pendant le traitement des
eaux usées présente une action virucide.

a) Le chlore

La qualité de désinfection du chlore dépend du pH de l'eau. Il est plus efficace sous
forme d’acide hypochloreux (HCIO) c’est-a-dire 4 un pH inférieur & 7,5.

L'acquisition par certaines souches de poliovirus type 1 d'une résistance au chlore

a été signalée. Cette résistance existe aussi lors des essais de laboratoire
(FOLIGUET, 1983).

Des analyses, effectuées au niveau d’une station de traitement des eaux par les
boues activées et le chlore, réveélent la présence de virus dans Veffluent traité
(tableau 2-3).

Origine de Nb* d’échantillons Volume de Mb et % d’échantillons  Concentration en virus
I’échantillon testés Péchantillon () positifs (UFPI'}Y

Egout brut 11 1-6 11 (100%) 27-19 000
Effluent traité

par les boues activées 17 2-16 13 (76%) 7-5222

Effluent chloré 53 5-20 31 (58%) 2-750

* Nb = nombre

Tableau 2-3 - Quantité de virus isolés dans la station d’épuration de Mililani (FUJTIOKA et LOH, 1978).
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Bien qu’'un traitement par les boues activées et le chlore élimine 90% des virus des
égouts bruts, I'effiuent final contient encore une concentration significative de
virus infectants. 23 des 26 poliovirus isolés étaient ceux de la souche vaccinale,
mais les 3 autres étaient virulents (FUJIOKA et LOH, 1978)

Les réovirus sont les plus stables, car aprés chloration seulement 28% sont éhimi-
nés contre respectivement 93% et 85% pour les entérovirus et les adénovirus
(Mc CONNEL ef al.,1984).

b) L’ozone

L'ozone a une action d’'oxydation par addition d'un atome d'oxygéne. Elle agit sur

les protéines et les enzymes au niveau des doubles liaisons des molécules, ce qui
Tui permet d’étre efficace contre les virus (DEGREMONT, 1978).

Parmi les facteurs physico-chimiques, les plus importants sont :
—le pH qui conditionne I'action des ions, des détergents et du chlore ;

—1la température et Fhumidité qui interviennent au cours des phénoménes d’assé-
chement.

Mais la part des facteurs biologiques n’est pas 4 négliger.

2.3 - FACTEURS BIOLOGIQUES

L’activité antivirale des eaux peut étre reliée a la présence de facteurs biologiques
tels que les bactéries ou les fungi.

La mise en évidence des agents concernés et la connaissance de leur mécanisme
d’action sont nécessaires pour définir leur réle.

2.3.1 - ACTIVITE ANTIVIRALE DES BOUES BIOLOGIQUES ET DES EAUX

a) Mise en évidence des agenis virucides

Différentes études ont été effectuées pour évaluer Ieffet des micro-organismes sur

la survie des virus. Elles utilisaient soit des températures variables, soit des
miheux stériles on non, soit des milieux en anaérobiose ou en aérobiose.
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Effet de la température

Leffet de la température a laguelle sont sensibles les micro-organismes et les pro-
duits microbiens a été étudié en eau douce et en présence d’échovirus 12.

Les prélévements d’eau de riviére ont été incubés pendant une heure & 40 °C,
50 °C ou 60 °C avant d’étre ensemencés par les virus. Ils ont ensuite été placés 4
23 °C. Linfectivité spécifique des échantillons a alors été mesurée (fig. 24).

10 T ¥
3 o] o
—_ .
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2 10
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o' 8 -
-3
0 : 1
10 0 1 ?

Jjours d’incubation 4 23 °C

Fig, 24 - Effet du traitement par la chaleur sur Pactivité virucide d’une eau douce, Les échantillons
ant été précédemment chauffés a 40 °C (1), 50 °C (=), 60 °C (O) ou n’ont subi aucun traite-
ment (B) (WARD et al., 1986).

Le fait d’avoir chauffé une heure & 40 °C a entrainé une perte partielle de l'activité
virucide. Par contre, a 50 ou 60 °C, I’activité virucide est quasi inexistante.

Ces résultats suggérent que les micro-organismes pourraient causer la perte de
Pinfectivité des virus dans 'eau douce (WARD et al., 1986).

D’autres expériences qui éliminent ou inactivent les micro-organismes vont confir-
mer cette hypothése.
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Etude en milieux stériles ou non stériles

L'eau douce stérile n’a aucune activité virucide. Elle peut acquérir cette propriété
si des micro-organismes y sont ajoutés. Un mélange d’eau douce stérile, d’eau
douce non traitée et d’échovirus type 12 a été incubée a 26 °C. 1l se produit une
importante croissance microbienne qui se traduit par une multiplication par 104
des micro-organismes en 1 a 2 jours a4 26 °C. D/activité virucide se manifeste sur-
tout dans les deuxiémes 24 h de la croissance microbienne (WARD ef ¢l., 1988)
(dans le texte de WARD, il s'agit bien d'une activité virucide. Le mécanisme d'inac-
tivation de l'échovirus 12 a été établi avec précision dans ces expériences -voir
p. 59. Il ne se limite pas & un simple phénoméne d'adsorption sur les bactéries
puisque les protéines de la capside du virus sont endommagées). Pour savoir si les
bactéries virucides sont GRAM + ou GRAM —, des colonies de bactéries, isolées de
Peau douce, ont été ensemencées dans de I'eau douce autoclavée.

Isolat GRAM Survie des virus (%)
Apreés 2 jours 4 26 °C

1 + 86,0

2 - 0,2

3 - 74

4 + 20

5 + 02

6 - 0,03

7 - 0,7

8 o 0,03

9 + _ 0,05

10 - 03

11 - : 38

12 - 02

13 - 0,1

14 - 0,07

15 + 0,08

16 + 0,06

17 - 8,7

18 - 0,2

19 + 240

20 - 0,1

21 - 0.2

22 + 102,0

23 , - 56,0

24 - 0,02
25 + 0,03

26 - 37,0

27 - 0.2

Blanc {cau distillée stérile) 51,0

Tableau 2-4- Activité virucide des bactéries isolées de I'eau douce (WARD et al., 1986).
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Apres 2 jours d’incubation & 26° C avec 'échovirus 12, 1a baisse de Pinfectivité est
supérieure a 90% pour 22 échantillons sur 27. Cette activité virucide se produit
aussi bien avec les bactéries GRAM+ que GRAM - (tableau 2-4).

Des études similaires montrent que la survie des virus dans des suspensions de sol
stériles est supérieure a celle dans les suspensions non stériles (tableau 2-5).

Yirus temps nécessaire pour éliminer 99% des virus
non stérile stérile

Poliovirus 9a80j 18a167]

Réovirus 94110j 84257j

Tableau 2-5 - Inactivation des virus en milieux stériles ou non stériles (SOBSEY et al., 1980).
Ainsi, les micro-organismes interviennent sur la survie des virus dans le sol.

Pour préciser la nature des bactéries qui affectent la survie des virus, une étude a
été réalisée dans des conditions aérobies ou anaérobies.

Etude dans des conditions aérobies ou anaérobies

De cette étude, il ressort qu’a une température de 23 °C, la survie des poliovirus 1
et des échovirus 1 dans le sol de Flushing Meadows est similaire dans le cas de
conditions :

— anaérobies non stériles ;

— anaérobies stériles ;

— aérobies stériles.

Par contre, la survie est inférieure dans les échantillons placés en aérobie non sté-
rile. Il en résulte que c’est la présence de micro-organismes aérobiques qui inter-
vient. Cet effet n'est pas discernable & une température de 1 °C, ce qui est proba-
blement di a la croissance plus basse 4 cette température (HURST et al., 1980 b).

b) Mécanisme d’action

Les bactéries qui ont une action virucide dégradent les virus en s’attaquant diree-
tement a leur structure.

L'échovirus 12, qui appartient aux picornaviridés, est composé d’une molécule
d’ARN encapsulée dans une capside contenant 60 molécules de chacune des pro-
téines désignées de VP; a VP,.

La perte de I'infectivité est causée par un dommage 4 au moins un des composants
du virus. Lidentification du composant et le type de dommage pourraient aider a
définir la nature de Pagent virucide. -
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L’incubation & 26 °C de virus marqués dans de 'eau douce permet une diminution
de l'infectivité supéricure a 99% apreés 32 h. Les protéines du virus sont examinées
par électrophorése sur gel de polyacrylamide & différentes périodes de incubation
a4 26 °C (voir annexe 9). Cing protéines sont présentes dans les particules d’échovi-
rus purifiées : de VP 4 VP,. VP est le précurseur de VPy et VP,. Les résultats
obtenus sont résumés dans le tableau 2-6 suivant.

Temps d’incubation  Baisse de Observations
Pinfectivité qualitatives quantitatives

8h 61% aucun changement N, de VPy
16 h 80% présence d’une bande VP : beaucoup sont clivées

' entre VPy et VP, VP4 : Ia plupart sont clivées
24h 97% VP; et VP3 intacts VP; presque totalement clivée
32h presque aucune protéine n’est

intacte

Tableau 2-6 - Baisse de Uinfectivité des virus en fonction du temps d’incubation. Effet sur les pro-
téines virales (d’aprés WARD et al., 1986).

Aprés le clivage des protéines VP4 et VP;, PARN est libéré du virus et est exXposé
aux enzymes, notamment & ’ARNase qui peut le cliver (WARD et al., 1986).

Il en est de méme pour les poliovirus 1 : les protemes VP, et VPZ sont un peu
dégradées pour permettre la sortie de PARN qu est alors inactivé (DUBOISE et
al.,1979).

2.3.2 - ROLE DES BACTERIES ET DES FUNGI

Les bactéries ont un rble épurateur au niveau des eaux. Leur utilisation au cours
du traitement biologique des eaux usées sous forme de lit bactérien (= film bacts-
rien fixé sur un support de cailloux) ou de boues activées permet Poxydation des
matiéres organiques, de polluants... et aussi I’élimination de virus.

L'action combinée de ces bactéries et de celles vivant dans le sol contribue a aug-
menter l'inactivation des virus. Mais I'altération des protéines de la capside
n’implique pas forcément la dénaturation de PARN viral, qui, intact, peut s'adsor-
ber sur certains composants du sol (bentonite, montmorillonite...) (DUBOISE et
al.,1979).
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Par contre, le taux d’inactivation des virus lors du procédé de compostage des
boues n’a pas encore été déterminé. Ce traitement se traduit par la présence de
champignons dont P'Aspergilius fumigatus et dautres fungi tels que les actinomy-
cétes thermophiles qui pourraient entraver la survie des virus (-HHURST, 1989 a).

Les facteurs biologiques ont donc une action délétere sur la survie des virus dans
les eaux, les boues et par conséquent dans le sol. Mais certains virus peuvent leur
échapper, car la composition chimique du milieu a pu entrainer leur adsorption sur
les matiéres organiques ou les matiéres en suspension.

2.4~ INFLUENCE DES PHENOMENES D'ADSORPTION SUR
DES MATIERES ORGANIQUES OU DES MATIERES EN SUSPENSION

Les virus, tout au long de leur trajet dans I'environnement hydrique, peuvent res-
ter sous forme dite libre ou s’adsorber sur les particules de matiéres organiques ou
non, présentes dans ce milieu,

Ces propriétés ont été utilisées lors du traitement des eaux usées pour éliminer les
virus des effluents, mais cette adsorption n’est pas synonyme d’élimination défini-
tive des virus. De plus, il existe une compétition entre les virus et les matiéres
organiques pour 'adsorption.

2.4.1 - TRAITEMENT DES EAUX USEES

Les virus sont des particules de petite taille qui restent en suspension dans
I'effluent. Une des possibilités de les éliminer est de favoriser leur adsorption sur
les matiéres en suspension qui peuvent sédimenter. Ainsi, ’élimination des
matiéres solides contribue & diminuer le niveau de virus présents dans les
effluents.

La sédimentation mécanique primaire des égouts bruts n’entraine pas une baisse
importante des virus dans Peffluent : 75% des échantillons d’effluents contiennent
des rotavirus humains et 87% des entérovirus aprés la sédimentation des égouts
bruts de Barcelone (BOSCH ef al., 1986).

Des traitements physico-chimiques permettent d’accélérer la précipitation des par-
ticules en augmentant leur volume et en déstabilisant les suspensions par forma-
tion de flocs. Ainsi, I'addition de coagulants entraine la formation de précipités
d’hydroxydes de cations métalliques sur lesquels les virus s’adsorbent :
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—la coagulation par le sulfate d’aluminium élimine 85 & 95% des poliovirus 1 et de
95 4 99,9% des virus coxsackie Ao (HURST, 1989 a) ;

—la précipitation des phosphates des eaux usées en présence de chaux entraine
une baisse de 70 &4 99,86% des poliovirus ensemencés, et en présence d’ions cal-
cium (Ca++) et magnésium (Mg++) elle va jusqu’a 98% (HURST, 1989 a).

Aprés coagulation par la chaux, 50% des échantillons contiennent des rotavirus et
29% des entérovirus (BOSCH et al., 1986).

Une étude menée sur des boues chimiques montre que ’'addition de coagulants tels
que la chaux, 'alun, le chlorure ferrique est & origine d’'une baisse importante des
virus, notamment avec la chaux, car le pH est trés alcalin (supérieur 4 11). Dans
tous les cas, le pourcentage de virus adsorbés sur les solides est supérieur a 97%
(tableau 2-7) (PANCORBO et al., 1988).

Lassociation du chlorure ferrique ou de Palun avec la chaux a une action syner-
gique pour éliminer les virus (tableau 2-8) (op. cit).

L’adsorption des virus sur les flocs dans les boues activées varie avec les types de
virus et les souches (tableau 2-9) (HURST, 1989 a).

Boues chimiques Virus dans les eaux d’égout Virus dans le Virus dans les
g
surnageant _ boues chimiques

avant addition aprés addition
de coagulant  de coagulant

106 UFP 106 UFP 106 UFP 106 UFP % de virus
adsorbés

Alun
1 53 nd 9.4 12 97
2 45 45 1,6 43 > 99
3 39 nd 0,47 11 >99
Chlorure ferrique
1 43 7.7 0,40 4.7 99
2 45 7.3 0,93 4.4 97
3 3% 9.3 0,93 52 99
Chaux
1 58 nd 0,10 0,075 100
2 45 0 ] 0 0

nd = non donné (PANCORBO et al., 1988)

Tableau 2-7 - Association du poliovirus I avec les boues chimiques.
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Type de boue Chaux Virus dans les boues  Virus dans les boues, 30 mn aprés
chimigue ajoutde pH avant chaulage traitement par la chaux |
(mg/) 106 UFP 105UFP % de virus adsorbés
%
Alun 1300 113 11 0 0 |
Chlorure ferrique 625 11,1 5.2 0,0062 100 |

Tableau 2-8 - Inactivation de peliovirus dans les boues chimiques en présence de chaux
(PANCORBO et al., 1988).

Type de virus souche % d’adsorption des virus
Coxsackie By 60 98,7 |
Coxsackie By Nancy 99 8 |
Coxsackie By Va16 77,6
V240 89,1
Echo 1 Farouk 66,7
V212 91,8
V239 94,8
Vaag 76,9
Va9 64.6
Echo 7 Wallace 7 99,1
71 90,0
Echo 12 _ 98,1
Echo 17 63 ' 97.8
Echo 29 IV-10 99.5
Poliovirus 1 LSc-2ab 98,2
59 95,9

Tableau 2-9 - Adsorption de différents virus sur les flocs des boues activées (HURST, 1989 a).

Les procédés de traitement des eaux usées peuvent donc réduire considérablement
les virus dans les effluents produits mais ceux-ci restent adsorbés dans les boues
ou ils peuvent survivre.
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2.4.2 - EFFET DE LADSORPTION SUR LA SURVIE DES VIRUS

IJassociation des virus & des matiéres particulaires inclut une protection contre les
enzymes protéolytiques et les substances qui inactivent les virus. Elle peut aug-
menter la stabilité de la capside.

Les virus, ainsi associés aux solides présents dans les eaux usées brutes, seront
moins sensibles & Pinactivation que ceux qui sont libres. Le degré de protection des
virus contre la désinfection fourni par 'adsorption est difficile & déterminer. Leffet
protecteur serait di a P'inclusion des virus a I'intérieur de particules ou a leur agré-
gation. Ceci dépend du type de virus et de la nature des particules (GERBA, 1984).

Lors de la percolation d’un effluent & travers du sable, I'adsorption directe inter-
vient, mais le sable est capable de piéger les petits flocs en suspension sur lesquels
sont adsorbés les virus. Les flocs ainsi piégés pourraient fournir de nouveaux sites
d’adsorption pour les virus qui sont contenus dans l'effluent appliqué (HURST,
1989 a).

Les virus, ainsi adsorbés, peuvent survivre pendant de longues périodes en fonc-
tion de I'environnement (température...). D’autres substances peuvent étre adsor-
bées au méme titre que les virus. Il y a donc un phénoméne de compétition au
niveau des sites d’adsorption.

2.4.3 - COMPETITION AU NIVEAU DES SITES D'’ADSORPTION

Les matiéres organiques dissoutes ont tendance 4 entrer en compétition avec les
sites d’adsorption des virus. Ces matiéres organiques, dans les eaux usées, sont
trés variées : acides humiques, acides fulviques, protéines, polypeptides, acides
aminés. Les substances humiques, tout comme les virus, sont généralement char-
gées négativement aux pH des eaux naturelles (GERBA, 1984).

Les matiéres organiques peuvent donc géner Padsorption des virus, mais aussi pro-
voquer leur désorption.

Dans Venvironnement hydrique, les virus se présentent sous forme libre ou d’agré-
gats qui peuvent s’adsorber sur des substrats particulaires colloidaux organiques
ou inorganiques variés (amas de bactéries, sable, argiles, vases, débris végétaux,
algues, protozoaires...) constituant des complexes hydriques trés polymorphes. Ces
agrégats peuvent se maintenir ou se dissocier au gré des variations du milieu ; les
cations Al+++ et Cat+, les pH acides favoriseraient leur formation et la résistance
des virus (FOLIGUET, 1983). L’adsorption des virus augmente leur survie dans les
eaux, mais que deviennent-ils au cours de linfiltration - percolation des eaux usées
dans le sol?
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3 - DEVENIR DES VIRUS ENTERIQUES DANS LES SOLS

Les germes pathogénes, notamment les virus entériques humains ne sont pas tota-
lement éliminés ou inactivés par les méthodes de traitement des eaux usées.

Dapplication d’eaux usées sur la terre peut donc étre une menace pour la contami-
nation des eaux souterraines par migration des virus & travers le sol. La principale
source d’élimination des virus au cours de la percolation des eaux est 'adsorption,
mais elle n’est pas irréversible. L’élution des virus et leur migration plus profondé-
ment sont par conséquent toujours possibles.

3.1 - ADSORPTION

La migration des virus dans le sol est en grande partie liée a leur adsorption sur
les particules solides. Cette adsorption est contrdlée par un nombre important de
variables incluant la nature des virus, la nature du sol, le pH, la composition de
Peau, la vitesse d'infiltration...

A partir d’études effectuées sur le terrain ou en laboratoire, nous verrons donc le
role de ces différents paramétres sur 'adsorption.

3.1.1 - NATURE DES VIRUS

Les capacités d’adsorption des virus dépendent des types de virus utilisés. Ces
variations sont attribuées a leur point isoélectrique (voir tableau 1-4) et a leur
structure protéique (HURST, 1989 a).

Nous avons vu précédemment que les protéines peuvent s'orienter dans un milieu
aqueux et des interactions hydrophobes vont se créer entre les virus et les molé-
cules possédant des groupements hydrophobes.

L'étude des capacités d’adsorption de différents virus a permis de les classer en
trois catégories (tableau 3-1).
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Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Coxsackie By (Vo1 ) Polio (Lsc) il O
Coxsackie B4 (Voy4q)

Echo 1 (Farouk) Echo 7 (Wallace)

Echol (Vg1 9) Coxsackie By (Nancy)

Echo1 (Vgq)

Echol (Vo) *Ty

* OX-174 *To

*MS-2

* : bactériophage

Tablean 3-1 - Classification des virus selon leur capacités d’adsorption (GERBA, 1984).

Groupe 1 : les facteurs les plus importants qui affectent leur adsorption sont le
pH, les matiéres organiques et le contenu en fer échangeable.

Groupe 2 : ces virus sont beaucoup moins sensibles au type de sol.
Groupe 3 : le bactériophage Fo est trés peu adsorbé par tous les sols étudiés.

Tous les virus du groupe 1 ont un point isoélectrique inférieur a celui des virus du
groupe 2 (sauf pour le phage To).

L'adsorption des virus sur les particules du sol varie non seulement avec le type de
virus mais aussi avec la souche. Le comportement des souches de laboratoire n'est
pas toujours identique & celui des souches sauvages (JANSON et al., 1989).

Des études comparatives de 'adsorption d’entérovirus sur le méme sol indiquent
que le pourcentage d’adsorption peut étre supérieur & 99% pour la plupart des
virus mais est trés faible pour d’autres (tableaux 3-2 et 3-3).
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Type de virus % d’adsorption  Virus % Type de virus Souche % d’adsorption
Echovirus Poliovirus
1 (Farouk) 550 1 (L-Sc) 99.9 Polio 2 R 109 998
2 (Cornelius) 994 2 (P-712) 98,0 R 111 99.5
3 (Morrisey) 98,8 3 (Leon) 99,6 R 113 98,0
4 (Pesascek) 96,0 9CH-1 99.6
5 (Noyce) 99,8 Coxsackie
6 (D’ Amori) 99,99 B; (Conn. -S1) 99,99 Polio 3 R 201 99,9
7 (Wallace) 99.9 B5 (Ohio-1) 99,2 R 202 999
8 (Bryson) 96,0 B3 (Nancy) 96,0 R 203 999
11 (Gregory) 999 By JVB) 99,99 R 204 999
12 (Travis) 78,0 Bs (Faulkner) 99,9
13 (Del Carmen) 91,0 Bg (Schmitt) 980 Echo 1 4CH-1 96,6
22 (Harris) 99,99 R 115 99,7
24 (DeCamp) 94.0 Rotavirus Sa-11 51,6 V2i2 46,0
253dV-49) 95,0 V239 ) 0
26 (Coronel) 96,99 V248 30,0
27 (Bacon) 99,99 V249 350
29 (JV-10) 14,0
31 (Caldwell) 91,0 Coxsackie B4 V216 30,0
V240 0

Tableau 3-2 - Adsorption de différents types d’entérovirus Tableau 3-3 - Adsorption de différentes souches
et rotavirus (GOYAL et al., 1979). d’entérovirus (GOYAL et al., 1979).

Les différences d’adsorption pour un méme type de virus résulteraient des varia-
tions de la configuration des protéines de la capside et par conséquent de la charge
nette du virus. Cette charge influence le degré d'interaction entre le virus et les
partmules du sol (GOYAL et GERBA, 1979).

L'idéal serait de trouver un test simple permettant de prédire l’adsorptmn des
virus dans les sols.

Des essais ont été réalisés dans ce but avec des colorants et des protéines :

—colorants :
- alcalin : bleu de méthyléne : charge nette positive donc adsorbé par les sites
négatifs du sol,
- acide : amarante : charge nette négative donc adsorbé par les sites positifs du
sol, or peu de sols ont un pH acide ;

— protéines :
- ferritine (point isoélectrique : 4,5),
- myoglobine (point isoélectrique : 7,3),
- cytochrome C (point isoélectrique : 9,3).

Ces protéines ont des points isoélectriques semblables & ceux des virus entériques.
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Sur les 20 sols étudiés, aucun n’adsorbe 'amarante. Des calculs statistiques indi-
quent une similarité entre 'adsorption de certains virus avec la ferritine et le cyto-
chrome C. L'adsorption de la ferritine semble corrélée avec le groupe 1 (points iso-
électriques de 4 a 6), tandis que le cytochrome C correspond au groupe 2 (points
isoélectriques supérieurs a 7).

Un systéme de deux protéines pourrait donc servir d'indicateur de 'adsorption des
virus (SING et al., 1986).

Cette étude avait été effectuée sur 20 sols, car l’adsorpﬁon varie au niveau de
chaque sol en fonction de leur composition.

3.1.2 - NATURE bU SOL.

Les virus peuvent s’adsorber sur le sable, les argiles, les cellules bactériennes, les
vases, les sédiments, les colloides en suspension constituant les sols. Mais les sols
sont des milieux trés hétérogénes et 'adsorption des virus est due a I'action combi-
née de différents facteurs. Les sols traditionnellement utilisés dans les colonnes
sont généralement caractérisés par leur composition minérale, leur contenu en
matiéres organiques, leurs capacités d'échange des cations, leur pH et leur densité.

a) Composition minérale

kN

La composition minérale du sol est le plus souvent rapportée 4 son contenu en
sable, silt et argiles exprimé en pourcentages.

KOYA et al. (1977) ont étudié les capacités de trois sols, représentatifs de I'Inde, a
adsorber les virus. Les caractéristiques de ces sols sont données par le tableau 3-4.

Sol Pourcentage pH Constitnants

Sable silt argile
Sol Black Cotton 25,0 46,8 282 7.3 montmorillonite, quartz
Silt Kanpur 14,8 75,2 10,0 8,2 kaolinite, illite, quartz
Sol laléritique 38,8 28,7 32,5 7.0 kaolinite, quartz, oxydes
de Fe et Al

sable > 0,05 mm ; silt 0,05 - 0,002 mm ; argile < 0,002 mm

Tableau 3-4 - Caractéristiques des sols,

Ces trois sols naturels sont efficaces pour retenir les virus des eaux qui percolent
sur les colonnes. Le sol latéritique est le plus adsorbant, suivi par le sol de silt de
Kanpur et le sol de Black Cotton.

Le contenu élevé en argile du sol latéritique est & Porigine de sa haute capacité
d’adsorption.
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Dune maniére générale, les sols qui ont une texture fine, donc une teneur en argi-
le élevée, retiennent mieux les virus que les sols sablonneux (BITTON et al.,
1979). Ainsi, un sable propre et sec est peu adsorbant, mais s’il contient des
argiles, ses capacités d’adsorption augmentent (VAUGHN et al., 1981).

Dans cet exemple, le sol de silt de Kanpur, qui a un contenu en argile plus bas que
le sol de Black Cotton, est plus adsorbant.

La connaissance du type d’argile permet d’expliquer cette différence. Le sol le
moins adsorbant est constitué de montmorillonite, les deux autres sols contiennent
de la kaolinite et de l'illite pour 'un d’eux. La kaolinite et 1'lllite semblent donc
plus efficaces que la montmorillonite pour adsorber les virus.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par SOBSEY et al. (1980) sur diffé-
rents sols (tableau 3-5).

Sol Pourcentage d’adsorption des : -
(a différents pH)
Poliovirus Réovirus
Bentonile 70aNn >99
Kaolinite >93 =92
Sol de Fripp (98% de sable) <1243l <1274
3 sols (> 30% d’argile) > 99 >99

Tableau 3-5 - Adsorption des virus dans différents sols (SOBSEY et al., 1980).

Fadsorption des virus sur les argiles peut s’expliquer par la présence de charges
sur les virus et sur les surfaces. Comme pour les virus, le point isoélectrique des
différents solides correspond au pH pour lequel ils ont un potentiel électrique net
nul (voir annexe 10). En dessous du points isoélectrique, le solide est chargé positi-
vement et négativement au-dessus (GERBA, 1984).

Les argiles et les autres solides naturels du sol peuvent avoir des distributions de
charge trés hétérogénes a leur surface. Les virus qui ont des points isoélectriques
différents s’adsorbent donc dans des régions différentes dans la méme argile. Par
exemple, les réovirus s’adsorbent sur les sites chargés négativement des argiles et
les bactériophages Ty et Ty préférent les sites positifs.

Dans beaucoup de cas, les matériaux générent des forces attractives élevées (forces
de Van der Waals). Ces interactions ont pu étre quantifiées et un classement selon
les capacités d’adsorption a été établi pour les solides :
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Capacités d’adsorption (ordre décroissant) :
Métaux
Sulfures
Oxydes des métaux de transition
510,

Matidres organigues

Ces interactions seraient plus importantes que celles engendrées par la double
couche aux foreces ioniques de la plupart des eaux naturelles (GERBA, 1984).

Les oxydes des métaux de transition ont une forte affinité pour les virus. Le sol
latéritique, qui est le plus adsorbant, contient des oxydes de fer.

Les oxydes de cuivre CuQ et de manganése MnOsy entrainent I'inactivation de
virus adsorbés. Aprés élution des virus, acide nucléique peut étre libéré de la cap-
side virale et il est dégradé tout comme les protéines. C’est le cas pour les poliovi-
rus adsorbés sur de l'oxyde de cuivre CuO ou de l'aluminium métal (fig. 25). Le
virus peut aussi rester intact aprés élution, mais a été inactivé (fig. 25).

virus intact

4
o é) capside el acide nucléique dégradé : cas du poliovirus

surface
solide

virus non infectieux intact ;: cas du réovirus

Fig. 25 - Inactivation de certains virus adsorbés sur des oxydes de métaux (GERBA, 1984).
Bien que dans ces deux exemples, 'adsorption des virus entraine leur inactivation
dans le sol, dans la majeure partie des cas, I’adsorption augmente la survie des

virus dans 'environnement naturel en les protégeant.

La composition minérale apparait donc comme un facteur important influen¢ant
Padsorption des virus.

b) Composition organique

La composition du sol en matiéres organiques est trés variable et intervient dans
les phénomeénes d’adsorption.
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Les substances organiques sont de faibles adsorbants, mais une baisse du pH ou
I’addition de cations divalents augmentent leur capacité de rétention des virus
(BURGE et ENKIRI, 1978).

Ce sont surtout les substances humiques qui interferent avec I'adsorption des
virus. Il y a donc une compétition entre les deux, ce qui peut conduire & I'élution
des virus (voir § 3.2 - Elution)

¢) Auires facteurs

Les autres facteurs qui influencent 'adsorption des virus sont le pH (voir § 3.1.3),
la capacité d’échange des cations (CEC), I'aire de la surface spécifique (SSA en
m2/g).

Dans certaines études, une augmentation de Yadsorption des virus en paralléle avec
une élévation de deux derniers paramétres a été constatée (BURGE et ENKIRI,
1978). Par contre, les résultats obtenus par les calculs des coefficients de corrélation
ne sont pas toujours significatifs. GOYAL et al. (1979) ont étudié l'effet sur ladsorp-
tion du phosphore total, du phosphore résino-extractible, du fer total et échan-
geable, de Paluminium total et é&changeable, du magnésium total et échangeable, du
calcium total et échangeable et de la conductivité. Seul I'aluminium échangeable
présente une corrélation positive avec le taux d’adsorption

d) Capacité de sorption limitante

Devant les trés grandes variations de composition des sols, les capacités d’adsorp-
tion limitantes des sols ont été évaluées. Elles reflétent le nombre de sites
d’adsorption disponibles.

Ainsi, a pH 7, 5,88 107, 7,14 107, 8 108 et 2,2 108 virus (UFP) peuvent étre adsor-
bés respectivement par gramme de sol de Black Cotton, sol de silt de Kanpuyr, sot
latéritique et sable, (KOYA et al., 1977 ; GERBA et BITTON, 1984). Ce maximum
est atteint au bout de 80 3 100 mn de contact entre Peffluent et 2 g de sol.

3.1.3-pH

Plusieurs études ont été menées pour essayer de déterminer le réle du pH sur
Padsorption.

71




Comportement des virus en géoépuration

KOYA et al. (1977) ont mesuré le pourcentage de bactériophage MS2 adsorbé sur
des colonnes de sol a différents pH (fig. 26).

100 T T T T T T T T Y

% de virus adsorbés

O P, S B4
80} pH G N

70 1 1 1 1 § ] 1 L L
0 20 40 60 80 100

temps de contact en minutes

Fig. 26 - Role du pH sur Padsorption
Il ressort de ces courbes que I'adsorption est plus importante a pH 6 qu’'a pH 8.

Les capacités de 8 différents sols & retenir les virus ont été évaluées avec une
gamme de pH de effluent plus large (SOBSEY et al., 1980). Les poliovirus 1 et les
réovirus 3 sont adsorbés plus efficacement a pH 3,5 (tableau 3-6).

GOYAL et GERBA (1979) ont montré que les sols ayant un pH inférieur a 5 sont
de bons adsorbants. I} existe une corrélation négative entre le pH du sol et
I’'adsorption des virus Echo 1, V212, V243, V216 et du bactériophage ®X 174. Pour
d’autre virus, la corrélation est moins significative. Le pH apparait comme le plus
important des parametres testés (BURGE et ENKIRI, 1978 ; DUBOISE et al.,
1979 ; GOYAL et GERBA, 1979).
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Virus pH % de virus adsorbés sur les sols

Contrdle Lakeland Fripp Ponzer Bentonite Kaolinite  Cecil Davidson Norfolk

Poliovirus 7,5 10 59 8 nt 91 98 >99 >09 >99
6.5 6 76 <1 38 70 99 >99 >09 >99
5,5 7 90 9 a4 75 99 >99 >99 >99
4.5 16 97 31 19 91 >99 >99 >99 >99
3.5 47 nt nt 97 nt nt nt nt nt
Réovirus 7,5 22 4 20 nt 99 92 >09 >99 >99
6,5 7 54 <1 55 >09 nt >099 >89 >99
5.5 9 85 51 92 >99 nt >99 >99 >99
4,5 58 99 74 93 >99 >99 >99 >99 >99
3.5 99 nt nt 98 ot nt nt nt nt

nt : non testé
contrdle : effluent seul

Tableau 3-6 - Effet du pH sur I’adsorption des virus dans le sol.

Nous avons vu précédemment que la plupart des virus se comportent comme des
protéines et que leur charge nette dépend du pH du milieu. Lorsque le pH augmen-
te, il y a une élévation de l'ionisation des groupements carboxyles et une baisse de
I'icnisation des groupements amines. Par conséquent, la charge nette du virus est
négative & un pH supérieur au peint isoélectrique.

La majorité des composants du sol sont chargés négativement & pH supérieur a 7
et avec un milieu alcalin, 'adsorption est minimale. A T'opposé, toute augmenta-
tion de P'acidité favorise 'adsorption. La relation entre le pH et le taux d’adsorp-
tion des virus n’est pas toujours aussi nette car beaucoup d’autres facteurs inter-
viennent. De plus, la mesure du pH du sol ne refléte pas nécessairement le pH a la
surface des particules du sol (GERBA et BITTON, 1984).

En résumé, un pH élevé favorise l'existence des virus sous forme libre, et un pH
acide leur adsorption dans le sol (DUBOISE et al., 1979). Le pH de Peffluent pour-
ra donc indirectement agir sur la migration des virus tout comme la composition
de Peffluent.

3.1.4 - COMPOSITION DE L'EAU

L’eau qui percole dans le sol est plus ou moins chargée en matiéres organiques
selon leffluent, en ions et en détergents, d'ol1 I'importance de préciser le rdle de
chacun de ces paramétres.
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a) Nature de Ueffiuent

L’adsorption des virus dans le sol peut étre génée par la teneur en matiéres orga-
niques de l'effluent. Il y a une compétition entre ces substances et les virus au
niveau des sites d’adsorption (BITTON et al., 1976).

Ainsi, 'adsorption des bactériophages T2 et poliovirus 1 dans des colonnes renfer-
mant 3 horizons différents de sol sableux est supérieure en présence d’eau du robi-
net (tableaun 3-7).

Virus Pourcentage de virus adsorbés
Effiuent secondaire eau du robinet

Poliovirus 60,0 99,7

Bactériophage 433 98,4

Tableau 3-7 - Adsorption de virus en suspension dans un effluent secondaire ou dans I'eau du robi-
net (BITTON et al., 1976).

Contrairement & ce que l'on pourrait supposer, Padsorption des virus sur un sable
argileux (argile 3%, silt 8%, sable 89%) est similaire dans des effluents primaires
et secondaires (fig. 27).

o effluent primaire

? effluent secondaire

ViIRUS
(PRUImiN

| 1 It ) %
0 20 40 50 80

Profondeur de la colonne {cm)

Fig. 27 - Concentrations en virus a différentes profondeurs dans une colonne de sol inondée avee des

effluents primaires et secondaires (valeurs moyennes obtenues sur 9 jours d’inondation)
(GERBA et LANCE, 1978).
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La concentration en sels dans ces effluents d’égout est suffisante pour surmonter

les interférences avec les matidres organiques et explique donc ces résultats
{GERBA et BITTON, 1984).

La capacité d’adsorption du sol augmente avec la profondeur. Le nombre et les
caractéristiques des sites d’adsorption peuvent étre modifiés en surface par I'appli-
cation prolongée de grandes quantités d’eaux usées. Ce phénomene est beaucoup
plus marqué avec les eaux usées non traitées (voir annexe 11) (SCHAUB et al.,
1980).

Des essais ont aussi été effectués avec de leau distillée mais ils mettent plutét en
évidence le réle joué par les ions.

b) Présence d’ions

Leffet de la composition ionique de I'eau sur Padsorption a été déterminé dans plu-
sieurs expériences.

Des virus ont été mis en suspension dans de I'eau désionisée, des effluents d’égout
traités et des solutions contenant du chlorure de calcium (CaCls). Cette suspension
a été mélangée avec 2 g de sol. D’apreés les résultats obtenus, la présence de chloru-
re de calcium augmente 'adsorption des virus. Toutefois, une concentration de chlo-
rure de calcium 0,01 M est nécessaire pour que cet effet soit notable (tableau 3-8).

Virus % d’adsorption des virus avec;
eau désionisée effluent traité CaCl, 0,001 M CaCly 0,01 M

Polio 1 (Lsc) 99.9 99.3 96 99,0
Echo 1 55 0 4 82
Echo 7 99,9 94 9% 97
Echo 12 78 84 14 99.0
Echo 29 14 12 23 99,2
Coxsackie By 994 93 72 99.0
Echo 1 (V212) 46 -0 0 78
Echo 1 (V239) 0 14 7 80
Echo 1 (V248) 30 12 7 75
Echo 1 (V249) 35 6 34 70
Coxsackie By (V240) 0 17 0 80
Coxsackie B4 (V216) 30 27 15 85

Tableau 3-8 - Effer du milieu de suspension sur Iadsorption des virus dans le sol de Flushing
Meadows (GOYAL et GERBA, 1979),

75



Comportement des virus en géoépuration

L’addition de chlorure de magnésium (MgCl;) dans des eaux usées brutes augmen-
te aussi considérablement Padsorption (tableau 3-9).

MgCl, % des virus adsorbés

ajouté pH Poliovirus Réovirns

(M) Contrdle Fripp Controle Fripp

0,01 7.5 47 98 11 17
4,5 62 99 54 >99

0,001 7.5 47 %6 12 18
4,5 42 96 92 98

Sans 7.5 24 33 23 25
4,5 32 54 43 56

Tableau 3-9 - Effet du MgCly sur Padsorption des virus dans le sable de Fripp (SOBSEY et al., 1980).

Les cations ont un réle important dans les interactions virus - surface (KOYA et
al., 1977 ; SCHEUERMAN et al., 1979 ; DIZER et al., 1984).

Comme la plupart des virus sont chargés négativement aux pH du sol, les cations
magnésium (Mgt+) et calcium (Ca*+) favorisent 'adsorption et conduisent 4 la for-
mation de ponts virus - cations - sol (KOYA et al., 1977).

Ils agissent en facilitant les interactions hydrophobes. Ils diminuent aussi I’épais-
seur de la double couche car moins de volume est exigé pour neutraliser les
charges de surface. L'approche des deux surfaces est donc plus facile et les forces
attractives sont renforcées (GERBA, 1984).

Des études effectuées sur des filtres microporeux chargés négativement ou dans
des sols indiguent que les sels divalents et trivalents sont plus efficaces que les
sels monovalents (chlorure de sodium) pour provoquer I’adsorption des virus
(SOBSEY et al., 1980).

¢) Les délergents

Les détergents se trouvent en grande quantité dans les boues résiduaires. Is proté-
gent les poliovirus contre I'inactivation par la chaleur mais inactivent les réovirus.

DIZER et al. (1984) ont étudié l'action de plusieurs surfactants sur I'adsorption des
virus. En présence de détergents, I'adsorption est diminuée et la migration des
virus augmente.
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Les conditions de distribution des eaux usées sur le sol peuvent aussi influer sur le
taux d’adsorption des virus.

3.1.5 - FLUX SATURE ET FLUX INSATURE

L'application d’eaux usées sur la terre peut étre effectuée dans des conditions de
flux saturé (c'est-a-dire sur des sols inondés en permanence par des eaux usées)
ou dans des conditions de flux insaturé (sans inondation).

Un effluent d’égout contenant des poliovirus est appligué a différentes vitesses
d’infiltration sur une colonne de 250 c¢cm de long remplie d’argile sableuse. Les
échantillons sont prélevés & plusieurs profondeurs.

Les valeurs figurant dans la figure 28 sont les moyennes de plusieurs expériences
réalisées avec des taux d'infiltration différents.

Pourcentage de virus restant

Qot Q. 10 10 100

profondeur

(Cl"ﬂ) 201

60F

B8O

O flux saturé

tach o flux insaturd

Fig. 28 - Adsorption des virus dans la colonne de sol avec des flux saturés ou non.

Avec le flux insaturé, il 0’y a pas de virus détectés en dessous de 40 ¢m ; par contre,
avec le flux saturé, les virus pénétrent jusqu’a 160 cm (LANCE et GERBA, 1984).

L’adsorption des virus avec le flux insaturé est plus importante qu’avec le flux
saturé. Le degré de saturation des pores & l'intérieur de la matrice du sol est un
parameétre non négligeable.
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Quand le flux est saturé, 'eau remplit tous les pores. Par contre, quand le flux est
insaturé, l'eau s’écoule A travers les petits pores ol elle est retenue sous forme d'un
mince film autour des particules du sol. Les virus se trouvent alors plus prés des
constituants du sol et s’adsorbent plus facilement (GERBA et BITTON, 1984).

Dans cette étude, la vitesse d’infiltration n’affecte pas nettement I'adsorption des
virus ; pourtant, elle peut étre amenée & modifier cette adsorption dans certains cas.

3.1.6 - VITESSE D'INFILTRATION DE L'EAU

Le role précis de la vitesse d’infiltration de leffluent sur 'adsorption a été mis en
évidence par des expériences de laboratoire et sur le terrain.

Un effluent ensemencé par des poliovirus 1 et des échovirus a perceolé sur des
colonnes de 100 cm de long remplies par 4 sols différents. L'application de I'effluent
a lieu pendant 3 & 4 jours a taux constant.

Iefficacité de I'élimination des virus varie avec le type de sol. Des calculs montrent
que ce taux d’élimination est corrélé négativement avec la vitesse d’infiltration des
eaux usées (tableau 3-10).

Type de sol type de virus flux taux d’élimination
(cm/fj) {log) pfem)*

Flushing Meadows Echo 1 (V239) 76 0,027

(sable)

Flushing Meadows Echo 1 (V239) 88 ~0,026

(sable)

Pomello (sable) Echo 1 (V239) 118 0,022

Pomello (sable) Echo 1 (V239) 222 0,019

Rubicon (sable) Echo 1 (V239) 282 0,007

Anthony (terreau sablenx) Polio 1 33 -0,040

Flushing Meadows Polio 1(V239) 75 -0,027

(sable)

Flushing Meadows Polio  (V239) 153 -0,020

(sable)

Pomello (sable) Polio 1 194 -0,019

Pomello (sable) Polio 1 204 -0,016

Rubicon (sable) Polio 1 314 0,009

Rubicon (sable) Polio 1 1352 0,007

* dans une colonne de 87 cm de long.

Tableau 3-19 - Taux d’élimination des virus dans les colonnes de sol (WANG et al., 1981).
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Le taux d’élimination des virus dans les effluents aprés percolation est en rapport
direct avec leur adsorption dans les colonnes. Ainsi, lorsque la vitesse d’infiltration
augmente entre 33 et 314 cm/fj, Padsorption des virus diminue (fig. 29). Par contre,
un taux de 1352 cm/j influe peu par rapport & un taux de 314 cm par jour.

0.00
-0.02

0,04

taux d'élimination

-0.06 | S N U S SR B |
0 50 100 150 200 B0 30 350

vitesse d'infiltration (cm/j)

Fig, 29 - Relation entre la vitesse d’infiltration et le taux d’élimination (WANG et al., 1981).

L'influence du taux d’infiltration sur I'élimination des poliovirus a été évaluée dans
un bassin de recharge d'un aquifére 4 Medford.

Le bassin d'infiltration est composé de gros sable et de gravier. D'addition de
solides en suspension a permis de diminuer la vitesse d’infiltration. Des systémes
de prélévements placés 4 0,75 m, 2,25 m, 5,34 m et & 7,62 m déterminent un parta-
ge du sol en 4 niveaux.

Les résultats obtenus (tableau 3-11) montrent une adsorption beaucoup plus
importante avec une vitesse de 0,5 cm/h. Un nombre réduit de virus est détecté
dans 'aquifere situé a 7,62 m en dessous du bassin, avec un taux de 75 & 100 cm/h.
Ce nombre faible est vraisemblablement le résultat de la dilution des virus apres
leur arrivée dans la nappe.

Le poliovirus utilisé dans cette expérience est généralement trés bien adsorbé par
les sols. On peut donc supposer que les virus qui sont normalement peu adsorbés
peuvent se déplacer trés profondément dans le sol et & des concentrations élevées
lorsque la vitesse d’infiltration st rapide (WANG et al., 1981).
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Haut taux d’infiltration
75 & 100 crn/h

Bas taux d’infiltration
6 em/h

trés bas taux d’infiltration
1cm/h

0,5 cm/h

— Rétention des V faible

— Fortes concentrations
des V détectés a tous les
niveaux

- Quelques V dans I’agui-
fére (phénoméne de dilu-
tion possible)

— Rétention importante
surtout dans le ler niveaun
—4 a 10 h aprés 'ense-
mencement du bassin, la
concentration récupérée a
0,75 cm est maximale
—Pour le 3&me niveau, le
maximum est atteint au
bout de 24 h

- ppV traversent

— Baisse constante des V
avec le temps

— Aucun V détecié dans le
niveaun 1 avant 24-48 h

— Quelques V pourraient
traverser mais en 143 h

— Chute des V détectés i
tous les niveaux

— Adsorption : a lieu sur-
tout dans le ler nivean

Le V (virus) utilisé est le poliovirus Lsc-2ab ; il est généralement trés bien adsorbé par les sols.
L’aquifére est situé & 7,62 m de profondeur
(d’aprées WANG et al., 1981).

Tableau 3-11 - Observations obtenues avec différents taux d’infiltration.

Type de sol

pH

Cations

Matiéres organiques

Types de virus

Vitesse d’infiltration

Flux saturé cu non

L’adsorption dans les sols sablonneux est inférieure & celle dans les sols finement

texturés

Les oxydes de fer augmentent 1’adsorption

Les sols fumés sont peu adsorbants.

I.’adsorption augmente quand le pH baisse.

L’adsorption augmente en présence de cations.

Elle sont en compétition avec les virus au nivean des sites d’adsorption. Cet effet

n’est pas significatif avec les effluents d’eaux usées.

Les acides humigues et fulvigues diminuent 1’adsorption des virus.

L’ adsorption varie avec le type et la souche de virus.

Un taux de flax élevé diminue Padsorption,

1. adsorption est plus grande quand le flux est insaturé.

Tableau 3-12 - Tableau récapitulatif des facteurs influencant Padsorption (d’aprés BITTON et al.,
1979 ; GERBA et BITTON, 1984).
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Finalement, selon les conditions environnementales, les modalités d’application
des eaux usées et les caractéristiques de I'effluent, 'action des facteurs favorisant
Padsorption (tableau 3-12) sera plus ou moins importante.

Pour pouvoir envisager la migration des virus, suite 4 une éventuelle élution, il est
nécessaire de connaftre ou se situe leur niveau de rétention dans le sol.

3.1.7 - NIVEAU D’ADSORPTION DES VIRUS DANS LE SOL

Les résultats de toutes les études effectuées sur colonnes ou sur le terrain conver-
gent pour affirmer que P'élimination des virus des effluents d’eaux usées se produit
dans les premiers centimétres du sol (tableaux 3-13 et 3-14).

Virus Caractéristiques de Profondeur Adsorption Références

I’effluent ou du sol {em) Elimination (*.)

Effluents primaire, second™ 5 avec I'effiuent primaire : GERBA et al, 1978
Polio 1 argile sablense » de 1logp

colonne de 240 cm 40 avec I'effluent secondaire

. de 2 logg

argile sableuse (Anthony) 7 +. de2logqp
Polio 1 Sable (Rubicon) 87 . <allogyg WANG et al., 1981
Echo Sable (Pomello) 67 3. de 98%

Sable (Flushing Meadows) 47 *, de 98%

Colonne de 100 cm, '

effluent secondaire 0ai7 élimination la

plus importante
Polio 1 Lsc | Argile sableuse 2 2 6324 90% LANCE et GERBA,
1977

Réovirus Sable - eau de riviére 0-47 Adsorption massive Mc CONNELL et

ensemencée al., 1984

107 Quelques virus présents

Entériques { Sable d’un aquifere de 0-8 Présence de nombreux virus DIZER et al., 1984
Rotavirns | RFA '
SA 1
Polio 1 Lsc | Effluent secondaire, 5 Rétention importante LANCE et al., 1976

sable calcaire

Tablean 3-13 - Adsorption et élimination des virus sur des colonnes.
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Virus Caractéristigues de Profondeur Adsorption Références
Pefflzent ou du sol {cm) Elimination (*.)
Polio I Lsc Coeur de sol 5 77% des virus adsorbés LANDRY et al.,
1980
10 11% en plus
25 = 96% de virus adsorbés
Polio 1 Bassin d’infiltration 2,5 Rétention des virus (rés importanie | HURST et al., 1980 a
rapide - Effluents *. 83% en 2 jours
primaires et secondaires| 2,5- 10 . rapide des virus
10-25 Présence de quelques virus
lers cm majorité des virus retenus BERRON, 1984

Tableau 3-14 - Adsorption et élimination des virus - Etudes sur le ferrain,

Plusieurs hypothéses ont été formulées pour expliquer ce phénoméne d’adsorption
des virus & la surface du sol.

11 est possible que les activités microbiennes et les altérations caractéristiques de
la surface du sol résultant d’une infiltration prolongée créent des conditions
meilleures pour 'adsorption des virus (LANDRY et al., 1980).

Les variations de charge 4 I'intérieur des populations de virus sont responsables de
leurs mouvements. Les particules qui ont une forte charge électrostatique seraient
adsorbées en surface tandis que les autres virus caractérisés par une charge rédui-
te migreraient & des profondeurs plus importantes. Ils survivraient plus longtemps
gue ceux adsorbés a la surface du sol (LANDRY et al., 1980).

En réalité, 'adsorption rn’est que la résultante de 'action de différents parametres
dont la diversité ne permet pas de prévoir avec certitude la quantité de virus asso-
ciés aux particules. De plus, cette rétention des virus differe en fonction des types
de so0l et de virus. Ainsi, les sols sablo-argileux sont considérés comme trés effi-
caces pour éliminer les virus : pourtant, des sols qui ont été classés dans cette caté-
gorie n'adsorbent pas les virus (BURGE et ENKIRI, 1978). Il en est de méme pour
les sols fumés. Le phénoméne d’adsorption des virus n’est pas irréversible et
n’implique pas forcément la perte du pouvoir infectant. Ainsi, leur élution et leur
migration plus profondément dans le sol sont toujours possibles.
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3.2- ELUTION ET MIGRATION DES VIRUS DANS LES SOLS

Lélution des virus adsorbés et leur migration peuvent étre & 'origine de contami-
nations de nappes souterraines. Dans le but de mieux comprendre les mouvements
des virus dans les sols, des études ont été réalisées pour déterminer les facteurs
favorisant Pélution, la migration des virus et P'étendue de leur progression.

3.2.1 - FACTEURS FAVORISANT L'ELUTION ET LA MIGRATION DES VIRUS

@) Nature ei composition du sol

Les sols qui sont peu adsorbants vont favoriser la migration des virus ; c’est le cas
des sols secs sableux (VAUGHN et al., 1981) et des sols fumés. La composition
organique du sol intervient surtout dans les phénoménes d’adsorption - élution.

BURGE et ENKIRI (1978) ont étudié les capacités de cing sols a adsorber les virus.
L'un d’entre eux, & cause de son contenu élevé en matiéres organiques, n’adsorbe
pas les virus, Dans ce sol, les matiéres organiques pourraient inhiber 'adsorption
en bloquant ou en génant 'approche des sites d’adsorption.

Pour les quatre autres sols, il existe une corrélation positive enter le contenu en
carbone organique et 'adsorption. Ceci est en conflit avec d’autres auteurs, qui
pensent que Padsorption augmente quand le carbone organique baisse. Ces diffé-
rences pourraient étre expliquées par les diverses tailles des virus (BURGE et
ENKIRI, 1978). ' '

Les substances humiques pourraient aussi “complexer” les groupements a la surface
des virus et, ainsi, les empécher de réagir i la surface du sol. La fraction humique
qui a un poids moléculaire inférieur a 50 000 serait en cause (SCHEUERMAN et al.,
1979). Ces substances entrent probablement en compétition avec les virus pour les
sites d’adsorption du sol (HURST, 1989 a) ; ainsi, la migration des virus est plus
importante.

b) Le pH
Un pH élevé favorise I'existence des virus sous forme libre et donc permet leur

migration (DUBOISE et al., 1979). 1] peut rompre les interactions virus-solide
(SHIELDS et FARRAH, 1983).

Cette propriété a été mise en pratique pour éluer les virus des prélevements de sol
lors de leur dénombrement. Comme il existe des sols qui sont de bons adsorbants 2
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tous les pH, I'élution des virus fera intervenir d’autres facteurs dont la composition
de Peau.

¢) Composition de Peau

Les virus adsorbés sur les solides peuvent étre élués lors d’'une baisse de la force
ionique du milieu (TURK et al., 1980 ; BITTON et al., 1979). Plusieurs solutions
ont donc été testées pour évaluer leur capacité & désorber les virus : effluents
d’eaux usées, eau du robinet, eau distillée et eau de pluie, présence de détergents,
solutions protéiques.

Effluent secondaire et eau du robinet (tableau 3-15)

Leffluent secondaire entraine une désorption plus importante que ’eau du robinet.
Elle serait due & la présence de matiéres organiques dans 'effluent qui-interférent
avec les interactions virus - sol (BITTON et al., 1976).

Eau distillée (tableau 3-15)

L'eau distillée a été utilisée pour évaluer linfluence des pluies sur la désorption
des virus (BITTON et al., 1979). Elle entraine une augmentation importante des
mouvements dans le sol.

Eau de pluie (tableau 3-15)

L'eau de pluie est un paramétre important influencant la redistribution des virus
adsorbés dans la matrice du sol.

Elle a une force ionique beaucoup plus faible que les effluents d’égout. Elle dimi-
nue 'adsorption et favorise la désorption (GERBA et BITTON, 1984).

L'application d’eau de pluie sur des colonnes entraine des mouvements localisés
des virus. Il semble que les virus adsorbés loin de la surface des colonnes soient
plus facilement mobilisés que ceux adsorbés en surface. L'adsorption, & la surface
du sol, des ions des fluides percolant, jusqu’a ce que le point de saturation soit
atteint, pourrait expliquer ce phénoméne (LANDRY et al., 1980). En général, les
virus mobilisés sont réadsorbés plus loin.

Détergents
Les détergents se trouvent en grande quantité dans les eaux usées. Leur action sur

Iadsorption des virus dans le sable d’'un aquifere d’Allemagne (ex-RFA) a 6té étu-
diée par DIZER et al., (1984).
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VIRUS Sol Eluant Observations Références
Bactério- Sol sableux Effluent Aprés passage de 1,5 1 d'effiuent
phage T, ensemencé avec }secondaire secondaire, 6,5 & 7,5% des BITTON et al.
une suspension  {Eau du robinetjphages T, sont élucs (1976)
virale de petit Désorption effluent 27 >
volume désorption eau
Polio 1 Sable calcaire Inondation Désorption des virus, augmenta- | LANCE et
Lsc ensemencé avec de I'ean |tion de leur mouvement, puis GERBA
distillée réadsorption {1976)
Polio 1 Argile Eau distillée  |Désorplion similaire sur les sols GERBA et LANCE
sableuse recevant des effluents 17 ou 2™ | (1978)
Polio 1 Sol de Long Pluie Migration limitée LANDRY et al.
Lsc Island (1980)
Polio 1 Lsc | Sols pen adsorbants|Pluie Les sols trés adsorbanis ne SOBSEY et al,
Réovirus 3 | Sols trés adsorbants lib&rent pas leurs virus. (1980)
Pour les autres, 'élution est
plus importante
Virus Parcelle de sol  jPluie Sans pluie : pénétration des DUBOISE
entériques Sol sableux virus a 1,52 m (5 pieds) et al.
Pluies abondantes : virus détec- (1979}
tés dans des puits de 3,05 m et
6,10 m

Tableau 3-15 - Elution des virus et composition de l'eau.

Les concentrations en détergents sont similaires & celles trouvées dans un effluent

secondatre de Berlin.

Quand les poliovirus et le sable sont incubés en présence de surfactants, 'adsorp-

tion est diminuée (fig. 30).
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ARBS : Alkylbenzylsulfonate
= SDS : Dodécy! sulfate de sodium
= 100 sans addition NP : Nonylphénol
g
g 804
a3
3
g
E NP

L0 . .
Jodigen
20 225 i
H w 1|

Fig. 30 - Pourcentage de virus adsorbés par le sable en présence de surfactants (100 mg par litre).

Tous ces détergents empéchent I'adsorption mais ce sont Yalkyl-benzylsulfonate et
le dodécyl sulfate de sodium qui agissent le plus. Ils vont donc permettre une
migration plus profonde des poliovirus dans le sol.

Dans certains cas, ils peuvent favoriser I'élution en empéchant la formation d’agré-
gats ou en entrainant la rupture des liaisons virus - solide.

SHIELDS et FARRAH (1983) ont montré que des solutions contenant des déter-
gents ou celles contenant des sels & pH 4 ne sont pas capables d’éluer des poliovi-
rus adsorbés sur des filires membranaires. Par contre, les solutions contenant & la
fois un sel tel que le chlorure de magnésium (MgCls) ou le chlorure de sodium
(NaCl) et un détergent entrainent I'élution. 1l en est de méme lorsque le pH est
augmenté (fig. 31).

Au niveau du sol, on peut supposer que les détergents agissent par des procédés
similaires pour diminuer 'adsorption.
Elution des virus du sol en laboratoire

Les virus adsorbés dans les sols sont élués avec un faible volume d’éluant, généra-
lement de nature protéique ou un tampon glycine fortement alcalin.

Parmi les principaux éluants utilisés, on trouve le bpuillon tryptose phosphate, la
glycine - EDTA (acide éthyléne diamine tétracétique), extrait de beeuf, la caséine
(GERBA et BITTON, 1984).
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Groupes hydrophobes

- filtre

non ionique

A gauche, le virus est adsorbé sur le filtre 3 pH 4, en présence d’un détergent non ionique (Tween 80).
Les liaisons hydrophobes sont rompues, mais les interactions électrostatiques subsistent. A droite, leur
rupture par augmentation du pH ou par addition de cations provoque 1’élution des virus.

Fig.31 - Effets des agents antichaotropiques, des cations et du pH sur les interactions entre les virus

el la surface du filtre (GERBA, 1984).

Les techniques d’élution nécessitent d’avoir recours a des systémes d’agitation

pour étre efficaces : sonication, agitateurs magnétiques.

L’élution a lieu en milieu alcalin mais il est nécessaire de travailler dans la zone de

pH optimal (tableau 3-16).

Eluant (glycine 0,05 M) % de virus élués
pH 10,0 56
pH 10,5 63
pH 11,0 84.
pH 115 16

Tableau 3-16 - Elation de poliovirus type 1 adsorbés sur des flocs de boues activées (HURST et al.,

1978).

Dans ce cas, I'élution est maximale 4 pH 11,0.
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d) Auitres facteurs
Les conditions d’application des eaux usées agissent aussi sur la migration des
virus. Une vitesse d'infiltration rapide et des conditions de flux saturé favorisent

les mouvements des virus.

Au total, Pensemble de ces paramétres contribue & la migration des virus dans le
sol & des profondeurs variables.

3.2.2 - ETENDUE DE LA MIGRATION DES VIRUS DANS LES SOLS

Le sol peut étre traversé de deux fagons par les eaux chargées en micro-organismes :
dans le sens vertical et dans le sens sub-horizontal.

a) Migration verticale des virus

La majorité des virus sont arrétés dans les premiers centimétres du sol, mais
quelques uns peuvent dépasser plusieurs métres (tableau 3-17).

Il apparait des différentes études qui ont été menées que les virus peuvent migrer
verticalement sur des profondeurs considérables de sol. Ainsi, les virus sont
capables de traverser les bassins peu profonds.

b) Migration horizonitale des virus

Un entrainement horizontal des virus dans le sol est toujours possible et peut se
produire sur des distances appréciables (plusieurs dizaines de metres) (tableau 3-
18).

Selon la pente du terrain, cette migration sera accentuée ou quasi inexistante,

Au total, les virus qui, dans le sol, peuvent étre adsorbés peuvent aussi étre élués

et vont migrer plus profondément dans le sol, d’oi le risque de contamination des
nappes souterraines.
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4 - RISQUE DE CONTAMINATION DES NAPPES
PAR LES VIRUS

La contamination microbienne des systémes d’'eaux souterraines représente une
source majeure pour la survenue de maladies suite & I'ingestion de ces eaux. Dans
la plupart des cas, la contamination des nappes peu profondes est le résultat direct
de 'application d’eaux usées a la surface ou prés de la surface du sol. Cette pollu-
tion éventuelle des nappes constitue donc une étape importante du cycle de conta-
mination de eau.

Dans ce paragraphe, nous envisagerons le cas de la réutilisation des eaux usées en
agriculture, qui représentent un systéme d’infiltration - percolation a grande échelle.

L'utilisation agricole des eaux résiduaires est trés ancienne ; elle remonterait a
PAntiquité. A T'heure actuelle, sa place dans le monde est trés variable (voir
annexe 12) et est souvent limitée aux climats arides ou semi-arides. En France, ce
procédé occupe une place trés réduite (RODIER et BRISSAUD, 1989).

Le risque de contamination des nappes lors de la réutilisation des eaux usées en
agriculture provient en réalité de trois facteurs qui sont dépendants les uns des
autres : la survie, 'adsorption et la migration des virus. Le réle joué par chacun
d’eux varie en fonction des conditions environnementales incluant la géologie, la
nature du sol, I'ensoleillement, la température et la pluvioniétrie.

4.1 - GEOLOGIE

La présence de grandes quantités de virus dans les eaux souterraines peut étre
due & une perméabilité trés importante du sol, mais surtout a la présence de fis-
sures ou de fractures qui facilitent 1a progression des virus (GERBA et BITTON,
1984). Ce sont les aquiféres les moins profonds qui sont le plus propices a la conta-
mination,

En milieu karstique, le substratum est trés fissuré. Les rejets de station d’épura-
tion peuvent ainsi rejoindre directement les nappes souterraines et les contaminer
de facon significative (RODIER et BRISSAUD, 1989).

4.2 - NATURE ET COMPOSITION DU SOL

La survie des virus est corrélée avec I'étendue de leur adsorption dans les sols. Le
pH, le niveau de saturation du sol, la présence de cations, le contenu en argile, la
teneur en oxydes de fer (magnétite) sont autant de paramétres qui influencent la
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stabilisation des virus dans les sols. Donc ces virus qui sont adsorbés sont moins
facilement inactivés, mais migrent moins profondément.

A Topposé, les sols qui adsorbent peu les virus (sols fumés) favorisent leur migra-
tion, et sous forme libre les virus sont plus facilement dégradés.

Les sols qui limitent les risques de contamination des nappes sont ceux dont les
capacités d’adsorption sont importantes (sols argilo-sableux dont le contenu en
matiéres organiques n'est pas trop élevé). Ce sont généralement des sols a texture
fine (BITTON et al., 1979).

4.3 - ENSOLEILLEMENT

Les virus sont inactivés par la lumiére solaire mais seulement & la surface des sols.
Son réle est donc mineur, en comparaison avec les autres facteurs environnemen-
taux (GERBA et BITTON, 1984).

4.4 - TEMPERATURE

La température du sol est 'un des facteurs les plus importants affectant 'inactiva-
tion des virus.

En effet, & des températures de 3 4 10 °C, les virus survivent plus facilement qu'a
18-23 °C (GERBA et BITTON, 1984). Les virus peuvent survivre dans les sols irri-
gués par des effluents pendant 11 jours pendant I'été et 96 jours pendant I'hiver
(HURST et al., 1980 a). Mais les périodes d’irrigation qui varient avec les cultures
choigies se situent plutét d’avril - mai & octobre. En hiver, ol les besoins en eau
deviennent nuls, et en période de préparation culturale, d’'ensemencement ou de
récolte, les eaux d’'égouts sont dirigées vers les peupleraies et les prairies (RODIER
et BRISSAUD, 1989) ou sont stockées. Le risque de contamination des eaux sou-
terraines apparafit surtout quand les virus sont désorbés par les pluies
(DAMGAARD-LARSEN et al., 1977).

4.5 - PLUVIOMETRIE

L'incidence de la pluviométrie sur la survie des virus se situe a deux niveaux: la
désorption des virus et le taux d’humidité du sol.
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4.5.1 - DESORPTION

Leau de pluie a une force ionique plus faible que les effluents d’égout et peut favo-
riser la désorption des virus et donc leur migration (ELLIOTT et ELLIS, 1977).
Ceci permet d’expliquer pourquoi les taux de contamination des eaux de puits sont
plus élevés en période de fortes pluies (GERBA et BITTON, 1984).

Des virus ont été détectés, aprés de fortes pluies, dans des puits de 3,05 m et
6,10 m situés dans un sol sableux arrosé avec des effluents secondaires. Le rapport
sol sur eau serait trés important dans le maintien de I'adsorption des virus sur les
particules du sol (ELLIOTT et ELLIS, 1977).

Les virus adsorbés peuvent donc &tre élués prés de la surface du sol par les pluies
abondantes et migrent plus profondément.

Pour prévenir ou limiter la désorption, des périodes d’asséchement des sols ont été
instaurées ; elles se traduisent par une baisse du taux d’humidité.

4.5.2 - HUMIDITE

Des petites variations de texture des sols peuvent entrainer des changements
importants dans leur capacité & retenir Ueau (GERBA et BITTON, 1984). Elles
vont donc plus ou moins favoriser la survie des virus.

Un déclin plus rapide des virus est observé au cours des saisons séches et non des
saisons humides (BITTON et al., 1984). Ainsi, au cours des périodes d’asséchement
d’un bassin d'infiltration, 'abattement des virus est de 0,11 a 0,52 log par jour
contre 0,04 & 0,15 log par jour en période d’'inondation (HURST et al., 1980 a).
Cette inactivation des virus est liée a la baisse dhumidité du sol. Elle permet d’évi-
ter apparition de teneurs en virus trop élevées dans le sol. Il en est de méme lors
de Vasséchement des boues d’eaux usées sur les terrains (HURST et al., 1978). Le
risque de contamination des nappes souterraines est ainsi diminué.

4.6 - TECHNIQUES D’IRRIGATION

Selon les techniques d'irrigation utilisées, le risque de contamination des nappes
varie.
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4.6.1 - IRRIGATION A FAIBLE DOSE OU IRRIGATION PROPREMENT DITE

Dans ce cas, la quantité d’eau apportée compense uniquement les besoins de la
plante. Elle correspond & I'évapotranspiration. De plus, les rejets dans les eaux de
surface ou les infilirations dans les nappes souterraines sont évités. Il y a done
garantie de la protection du milieu naturel {RODIER et BRISSAUD, 1989).

4.6.2 - IRRIGATION A MOYENNE OU A FORTE DOSE OU “IRRIGATION - PERCOLATION”

Dans ce cas, une partie de I'eau apportée est utilisée par la plante et I'effluent en
excés traverse le sol tout en y étant épuré. Il peut soit atteindre la nappe et concou-
rir & sa recharge, soit étre drainé et réutilisé ou rejeté dans les eaux de surface.

Le systéme d'irrigation par les eaux d’égout de la ville de Paris est basé sur ce der-
nier principe (voir annexe 13) (RODIER et BRISSAUD, 1989).

En France, les effluents épandus sont parfois des effluents bruts, donc V'épaisseur
et la qualité du massif iltrant doivent éire assez importantes.

Les analyses effectuées concernant les germes pathogénes présents dans les
nappes se limitent le plus souvent aux bactéries. Aucune valeur de I'abattement
des virus n’a pu étre trouvée.

La contamination de I'ean des nappes est toujours possible et est susceptible
d'infecter 'homme. '

4.7- INCIDENCE DE LA CONTAMINATION VIRALE DES EAUX DE DISTRIBUTION SUR LE
DEVELOPPEMENT DE SIGNES CLINJIQUES D’UNE MALADIE

Les virus sont des micro-organismes a faible dose infectante, immédiatement infec-
tieux, donc propices 4 une contamination interhumaine directe. Donc, lorsque 'on
isole un virus & partir de Peffluent domestique d’'une communauté, on peut étre sGr
que tous les membres de cette communauté ont déja été en contact avec lui.

Pour les viroses, le risque réel est celui de 'utilisation par un groupe humain
d’effluents provenant d’'une autre communauté apportant des souches pathogénes
auxquelles les utilisateurs ne sont pas exposés dans leur communauté d’origine

(PROST et BOUTIN, 1989).

L'absorption guotidienne de quelques virus stimulerait les mécanismes immuni-
taires et donc maintiendrait un niveau de protection élevé contre les maladies
(LARKIN, 1982).
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5 - CONCLUSION

Jusqu’a présent, aucune technique d’épuration des eaux usées n’a permis d’obtenir
une élimination totale des virus.

La géoépuration semble étre une méthode efficace, mais les conditions environne-
mentales influent beaucoup sur les performances de ce procédé.

Face a la pollution croissante des eaux, il serait aussi intéressant de pouvoir éva-
luer la part réelle des viroses liées & l'eau et la dose minimale infectante (DMI),
mais cette approche est {rés délicate (enquéte épidémiologique, extrapolation de
Pexpérimentation animale).

De plus, trouver des méthodes rapides et fiables s’avére indispensable pour la sur-
veillance de la qualité virologique des eaux notamment pour certains virus patho-
génes (hépatite A) qui sont difficiles a isoler.

Au total, pour limiter les risques de contamination de 'homme, il convient de bien
choisir les points d’eau destinés & I’'alimentation, d’éviter une charge importante en
virus dans les eaux rejetées, en essayant, dans la mesure du possible, d’optimiser
le traitement des eaux usées.
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, ANNEXE 1
METHODES DE CONCENTRATION
ADSORPTION - ELUTION

Sur filtre en nitrate Sur filtre en micro-

Sur poudre de verre
de cellulose fibres de verre p

granulométrie de 1a poudre de
verre : 1002200 1
{filtre chargé négativement)

seuil de filtration : 8
(filtre chargé négativement)

porosité de la membrane :
0451

) :
] )
] H
1 i
; i
| |
[} 1
I 1
1 ]
1 ]
H ]
' |
Echantillon i Echantillon ! Echantillon
1 1
[}
acidification 5 acidification E acidification
% par HCl | par HCI : par HC1
S | ! ]
2 pH5 g pH3,5 E pH3,5
) ! |
A addition de E addition de :' addition de
< NaCl ; v AICl, ! AlCl,
] 1
1 I
FILTRATION : FILTRATION ! FILTRATION
]
! i
Eluat Filee ;  Eloat Filtre ! Eluat Filtre
| .
Broyage du
filtre Broyage

\ /

ELUTION par une solution a 3% d'EXTRAIT
DE BEUF a pH 9,5

neutralisation

|

décontamination

Rendement moyen de récupération :
~ faible avec les eaux usées,
—proche de 60-70% pour les eaux d’'alimentation.

(d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982).

Méthode relativement effi-
cace (60% de récupération)
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ANNEXE 2
FLOCULATION ORGANIQUE

Floculation d'une solution
d'extrait de beeuf

Floculation d'une solution
de caséine

concentration
secondaire

concentration directe

Solution d'extrait de
beenf obtenu par con-
centration primaire

el /
+ agitation

pH35

Y

Centrifugation

Echantillon + 3%
d'extrait de beenf

Sumageant Culot

+ N32HP04
pH72

DISSOLUTION

Décontamination

Rendement : 70%.
Volume de l'échantillon 1imité 41 1.

Echantillon + lait en poudre écrémé
ou caséine

HC1
+ agitation

pH4,3

v

Centrifugation

T

Culot Surnageant

+ Na,HPO,
pH 9,5

DISSOLUTION

ajustement do pH 3 7-7,2

\

Décontamination

(d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982)
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, ANNEXE 3
DIFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

Cellules de primo-explantation :

Organe animal : rein de singe
rein de porc
rein de lapin
thyroide

Lignées cellulaires établies :

lignées d'origine humaine :
cellules KB (origine : carcinome de la bouche}
cellules Hela (origine : cancer du col de Putérus)
cellules Hep 2 (origine : carcinome du larynx)
cellules RD (origine : rhabdomyosarcome)

lignées d'origine simienne :
cellule Vero, BGM, BSC (origine : rein de Cercopithecus aethiops)

Cellules diploides :

cellules dérivant d’embryons humains :
WI 38 (origine : poumon de feetus femelle de 16 semaines)
MRC 5 (origine : poumon de feetus méle de 14 semaines).

{(d'aprés BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982)
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Comportement des virus en géoépuration |

, ANNEXE 5
DELAI D'APPARITION DE L'EFFET CYTOPATHIQUE

Milieu liquide :

Virus de la poliomyélite 24-48 h dégénérescence cellulaire - |
Virus ECHO { partielle

Virus Coxsackie 48-72h destruction totale des cellules

Réovirus 6-7) 16 4 303*

Adénovirus 5-6) 104 30j* |

Milieu gélosé :

Virus de la poliomyélite 2-3j au plus
Virus ECHO 4-12j
Virus Coxsackie plus de 3

* HASSEN et al., 1984 :
BLOCK et SCHWARTZBROD, 1982
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ANNEXE 6
CONTAMINATION DES EAUX DE DISTRIBUTION
APPROCHE EPIDEMIOLOGIQUE

A Delhi, en Inde, en 1955-56, 29 000 cas d’hépatite ont été déclarés suite & la conta-
mination de 'eau de riviére désinfectée par des méthodes traditionnelles (DUBOISE
et al.,1979). Le virus en cause serait un virus de ’hépatite E (HURST, 1989 a).

Aux USA, 45 000 cas cliniques d’hépatite non B sont rapportés chaque année
{DUBOISE et al., 1979).

Une étude statistique portant sur 538 personnes montre que 44% de la population
de Corpus Christi aux USA a des anticorps anti HAV (virus de I'hépatite A). Le fac-
teur le plus significatif est la classe socio-économique (DUBOISE et al., 1979).

En effet, les individus des classes moyennes et basses sont plus disposés dans leur
enfance & acquérir les anticorps contre le virus de I'hépatite A par rapport aux
personnes des classes plus élevées. Il semble que la contamination au niveau des
systémes publics ait surtout lieu dans le réseau de distribution. Par contre, pour
les systémes privés, 'utilisation d’eau souterraine contaminée est le plus souvent
en cause (DUBOISE et al., 1979).

En Finlande en 1984, une épidémie de poliomyélite paralytique a eu lieu suite 4 la
présence de poliovirus dans les eaux de boisson. Aucun cas de cette maladie n’avait
été déclaré depuis 20 ans. Bien que seulement dix individus aient développé les
signes cliniques, plus de 100 000 personnes ont excrété la souche de poliovirus 3 en
cause (POYRY et al., 1988).

En France, une enquéte épidémiologique effectuée en Meurthe-et-Moselle a montré
qu’il y avait une relation entre la pollution de 'eau de distribution et la survenue de
gastro-entérites d’origine virale dans la population (COLLIN, 1981).
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ANNEXE 7

Comportement des virus en géoépuration

CONCENTRATION VIRALE DES EAUX USEES BRUTES ET DES
EFFLUENTS REJETES DANS LE MILIEU EXTERIEUR

Références

Quantité de virus par litre
d’eaux usées brutes

Quantité de virus rejetés dans
le milieu extérienr

ELLIOTT et al., 1977

LARKIN, 1982

FUJIOKA et LOH, 1978

FUJIOKA et LOH, 1978

BERTUCCI, 1983

FUJIOKA et LOH, 1978

11 000 virus/l

5 4 210 000 entérovirus/l

En moyenne aux USA : 2000 4
700011

Autres virus : 4000 a 14 000/1
€n moyenne

27 419 000 UFP/

5,6242,24 108
250 - 2738

6000 - 1 060 000
109 - 427

6 - 268 UFP/I

—5.5. 102/ dans l'effluent
secondaire
—5,5. 10! aprés désinfection

-~ 1200 a 42 000/1 dans 'effluent

— 745222 dans l'effluent traité
par boues activées

—2 4750 dans I'effluent chloré
— 20 A 16 000/1 d'effluent chloré
— 5 459 dans l'effluent traité
—3000 - 940 000

-2-36

-25-34 UFP/
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ANNEXE 8
CONTAMINATION DES EAUX DE SURFACE RECEVANT
DES EFFLUENTS D'EGOUT

Riviére Waikele Riviére Kipapa

A

X : points de prélévement
(débit des rividres non
précisé)

= point de décharge des
effluents d'égouts traités

Sites de prélévements des virus sur l'ile d'Oahu
(d'aprés FUJIOKA et LOH, 1977)

Sites de prélévement Volume de prélévement Echantillons positifs
o ' Echantillons testés
A : décharge de l'effluent 16 173
dans la riviére
B: 1,6 km du point de 16etd 213
décharge
C: 2,4km du point de 4 i3
décharge
D: 1,5t 3 km des points 8 111
de décharge '
E: 5,6 ¢t 8 km des points 20 213
de décharge 40

Isolement des virus dans les eaux naturelles recevant les effluents d'égout.
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‘ ANNEXE 9 ,
ELECTROPHORESE DES PROTEINES DE L'ECHOVIRUS-12
AU COURS D'UNE INCUBATION A 26 °C

VPO
Vp1|=
VP2

VP3 g

VP4 | agas = = Lo

12 3 4 5 6 7

Les échovirus 12 sont incubés dans de 'eau douce non traitée pendant :

Ch —> tracé 1
8h —> tracé 2
16 h —> tracé 3
24 h —> tracé 5
32h —> tracé 6

Echovirus témoins non incubés : tracés 4 et 7.

(WARD et al., 1986)
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ANNEXE 10 |
POINTS ISOELECTRIQUES DE QUELQUES CONSTITUANTS
DU SOL
Solide Point isoélectrique
Quartz o-5109 2-3,5
Corundum o - A.1203 5-9,2
Albite Na Al 5i30g . 2,0
Hématite o - FegOg 4,2-9,3
Pyrolusite o - MnQOg 7.3
Birnessite S - MnQOy 1,5
Tenorite CuQ 9,5
Kaolinite Al (81,04 ¢) (OH)g <2-46
Montmorillonite <25
Allophane 6,5

Lorsque Yon considére senlement le point isoélectrique, les solides qui ont un point
isoélectrique élevé sont de meilleurs adsorbants des virus que ceux qui ont un
point isoélectrique faible. En effet, les constituants ayant un point isoélectrique
élevé ont une forte probabilité d’avoir une charge nette positive aux pH des eaux
naturelles et du sol.

Si les virus ont une charge négative, dans ces conditions, les forces engendrées
sont attractives et entrafnent ’adsorption. Ainsi, 'Al3O3 peut étre considéré
comme un meilleur adsorbant que le quartz (GERBA, 1984).
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ANNEXE 11 ‘
ADSORPTION DES VIRUS APRES
APPLICATION PROLONGEE D’EFFLUENTS

Des échantillons de sols, provenant de parcelles de terrain sur lesquelles des eaux
usées auraient été pulvérisées, ont été prélevés.

Leur capacité a adsorber les poliovirus 1 et le phage Fq a été testée en laboratoire.
La suspension virale a été effectuée avec un effluent secondaire.

Les résultats obtenus révélent que I'adsorption des poliovirus augmente avec la
profondeur du sol. Cette élévation est plus faible avec les sols ayant recu des eaux
usées brutes ou des effluents primaires.

Profondeur du sol des parcelles i % de virus adsorbés sur le sol

inondées par E Poliovirus 1 . Coliphage F,
Effluent secondaire E 99,65 i ¢}

Surface { Effluent primaire | 70,70 : 25,90
Effluent brut E 82,20 E 0
Effluent secondaire i 99,76 E 0

2 em { Efftuent primaire L 9,08 i 11,90
Effluent brut | 97,40 ! 0
Effluent secondaire | 99,98 | 4,80

8 cm { Effluent primaire 99,08 5 0
Effluent brut 1 97,40 ! 23,40

{(d’aprés SCHAUB et al., 1980).
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ANNEXE 12

EXEMPLES DE PAYS UTILISANT LES EAUX USEES EN
AGRICULTURE

1. UsA
On dénombre acteliement environ 3400 plans d'utilisation des caux usees (pour des

acdvités industrielles, agricoles ou a des fins récréatives).

2 . ISRAEL
Environ 10 000 hectares sont irrigués régulitrement avec des caux usées, pour la
producrion de coton (87%), cimons (7%), céréales (3%) et arbres fruiders {1,8%):pour la

culture de légumes consommes criis une autorisation spéciale du Ministere de la Santé est

nécessaire.

L'aspersion est 1a technique la plus utilisée.

3 . INDE
30 2 55% des eaux usées sont réutilisées pour des pratgques agncoies

4 . RF.A
Senlement 3% des eaux usées servent A Vimmigation. Mais. en 1977, MULLER souligne

qu'une grande partic des caux usées non utilisées sont rejetces dans des riviéres, qui
servent elles-mémes 4 [irrigation de cultures.

Afin de protéger la santé publique , ]a RFA a mis en place une réglementation soicie qui
impose pour I'immigation un raitement biologique des caux usées, et exige de surcroit la
chloration pour le cas particulier de l'aspersion.De plus. I'irmigation des champs de

céréales doit étre suspenduc 14 jours avant les moissons ; celle des cultures maraichéres

n'cst pas autorisée.

5 . AMERIQUE LATINE (MEXIQUE)
Pratquée dans queiques cas pour Firrigation des paturiges, ou des culwres de ceréales,

l'utiisation des eaux usées n'est pas autorisée pour la proguction de iégumes .

6 . AFRIQUE DU SUD
Ef 1977. 32% des efflucnts d'eaux usées éaient réwtilisées. dont 16% pour Yimgation de

cultures céréales, de parcs et de terrains de spor.

7 . PAYS DU POURTOUR MEDITERRANEEN
Dans cere partie du monde, l'udlisation des taux usées connait un développement de plus
en plus imporant et a fait 'objet d'un rappornt 3 "O.M.S.{"Inter-country Seminar on
Wastewater Reusc” - Bahrain - 1984)
Au Koweit. des contrdles sanitires trés smricts sont appliques aux mavailleors agricoles.
De plus, toute habitation doit £tre située i une distance minimale de 2-3 km des zones de

culmre.
8 . JAPON
La réutilisation des caux usées au Japon est réalisée essenticliernent dans le domaine
industriel.
(PEPIN, 1989)
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RESUME

Face a la pollution virale des eaux usées, on peut s'interroger sur le devenir des
virus dans 'environnement hydrique et lors du traitement des eaux usées par infil-
tration - percolation a travers le sol, 4 savoir la géoépuration.

Les virus présents dans les eaux usées sont so0it sous forme libre, soit adsorbés sur
des particules solides.

Dans la plupart des sols, au cours de l'infiltration - percolation, les virus sont rete-
nus dans les premiers centimeétres par ce phénoméne. Mais leur adsorption est
réversible et nimplique par forcément la perte de leur pouvoir infectant. Ainsi,
I'élution des virus peut entrainer leur migration plus profondément dans le sol d’olt
le risque de contamination des nappes souterraines.

MOTS CLES :

- virug

- géoépuration
- eaux usées

- sols




