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Abstract - Influence of environmental factors on the survival of enteric viruses in seawater. To improve the know- 
ledge of the survival of enteric viruses in a marine environment, the influence of physico-chemical parameters (tempe- 
rature, UV, salinity) on the survival of infectious poliovirus 1 and hepatitis A virus (HAV) in seawater was first studied, the 
influence of suspended solids (SS) on poliovirus adsorption and survival in seawater was then evaluated and the detection 
of rotavirus genome in environmental samples (shellfish, river water, treated wastewater) was finally investigated. The 
results show that temperature has a major impact on virus survival in seawater as the time necessary to inactivate 90 % of 
the virus (T,) is 671 days at 4 “C and only 25 days at 25 “C. Ultraviolet light (42 mW s cm-‘) rapidly inactivates viruses 
but HAV is more resistant (T,, = 2.6 min) than the poliovirus I (T,, = 1.3 min). By contrast, seawater salinity has no effect 
on virus survival. In presence of SS. 90 % to 99.9 910 of the viruses were adsorbed. This adsorption does not provide any 
protection for viruses with low SS concentrations (3 and 15 mg L-l) but a slight increase in virus survival was observed 
with a high SS concentration (500 mg L-l). Finally environmental sample analysis indicated that 20 % shellfish, about 
40 % river water and 40 % treated wastewater tested positive for the rotavirus genome. 0 Elsevier, Paris 

enteric viruses I seawater I survival / environmental factors 

R&urn6 - Ce travail a pour but de mieux comprendre le devenir des virus en milieu marin. Dans ce cadre, I’influence de 
certains parametres physicochimiques (temperature, UV et salinite) sur le pouvoir infectieux du poliovirus 1 et du virus 
de l’hepatite A (VHA) en eau de mer a ete Cvalue, puis I’adsorption du poliovirus 1 sur les mat&es en suspension (MES) 
a Cte CtudiC, ainsi que les consequences sur le pouvoir infectieux du virus et enfin le genome des rotavirus a CtC recherche’ 
en milieu nature1 (eaux et coquillages). Les resultats montrent que la temperature est un parametre important pour la survie 
des virus puisque le temps necessaire a inactiver 90 % des virus (T,,) en eau de mer est de 67 1 ,j a 4 “C alors qu’il est seu- 
lement de 25 j a 25 “C. Le rayonnement ultraviolet (42 mW s cme2) teste en pilote experimental, permet d’obtenir une inac- 
tivation rapide du poliovirus 1 (T,,, = I ,3 min). Le VHA est plus resistant avec un T,(r = 2,6 min. En revanche la salinite de 
I’eau de mer n’a pas d’influence sur la survie des virus. En ce qui conceme I’influence des MES, les rtsultats montrent qu’en 
presence de 3, 15 et 500 mg L-’ de Na-montmorillonite la majorite des virus est adsorbee (90 a 99,9 %). Cet Ctat adsorb6 
ne procure aucune protection aux virus pour les faibles concentrations de MES (3 et 15 mg L-‘) alors qu’une augmentation 
significative de survie est observee pour les fortes concentrations (500 mg L-l). Enfin. l’analyse d’echantillon de I’envi- 
ronnement a montre que 20 % des fruits de mer, environ 40 % des eaux de rivibe et environ 40 c/c des eaux us&es braitkes 
testees contenaient du gtnome de rotavirus. 0 Elsevier, Paris 
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Oceanologica Acta 0399 1784/98/06/o Elsevier, Paris 983 



C. GANTZER et al. 

1. INTRODUCTION 

Plus de 140 skrotypes de virus endriques sont suscep- 
tibles d’@tre retrow& dans le milieu marin. 11s y sont 
apportks soit par les eaux u&es urbaines brutes ou 
e’purkes. soit par les fleuves. Du fait de leurs propriCtCs 
physicochimiques, ces virus pathoggnes pour 1’ homme 
ne peuvcn! se multiplier dans le milieu extkrieur et ils ne 
peuvent que persister dans le milieu extkrieur [27]. 

Leur prksence constitue un risque de contamination des 
coquillages qui s’alimentent par filtration de grandes 
quantite’s d’eau et concentrent les virus dans leur tube 
digestif [31]. Des virus ont ainsi kte’ trouvks dans diffk- 
rentes espkces de coquillage (3, 17, 22. 321. Des etudes 
kpidkmiologiques ont dkmontre’ le r61e des coquillages 
comme facteur de risque dans des CpidCmies de gastro- 
entkrites et d’he’patites virales 16, IS, 241. 

La plus grande partie de ces virus se prksente dans le 
milieu hydrique sous forme agrCgCe ou adsorbe’e 2 la sur- 
face de particules (argile, sable, skdiment) [20]. L’asso- 
ciation des particules virales avec des mat&es en 
suspension augmente leur duke de persistance dans 
I’environnement marin 14, 30). 11 est vraisemblable que 
certains facteurs comme la temperature, la salinitk ou le 
rayonnement UV conditionnent le devenir de ces virus en 
influenFant l’adsorption ou la dtisorption. 

Plusieurs techniques mettent en Cvidence une contamina- 
tion virale dans des e’chantillons cliniques ou de I’envi- 
ronnement. A I’heure actuelle les deux principales sont la 
culture cellulaire et la biologic mokkulaire. L’isolement 
sur culture cellulaire prtkente divers inconv&ients tels 
qu’une sensibilite’ IimitCe, un dC1ai de re’sultat pouvant 
atteindre plusieurs semaines, un cotit onkreux : certains 
virus ne peuvent &tre isol& sur culture de cellules. La 
toxicitk de certains pre’lkvements du milieu extCrieur 
envers les cellules en culture rend encore plus diffkile la 
mise en e’vidence des particules virales. Cependant la cul- 
ture cellulaire est la technique de rCf&ence car elle seule 
permet d’affirmer le caractkre infectieux des virus. Le 
de’veloppement de la biologie molCculaire permet d’envi- 
sager des techniques rapides, spkcifiques et trks sensibles 
telles que l’hybridation mokulaire ou I’amplification 
geniyue (PCR) pour l’analyse de la contamination du 
milieu exte’rieur [3, 14, 19, 21, 331. Ces methodologies 
mettent en evidence la prksence de l’acide nucle’ique viral 
mais ne permettent pas de diffkrencier les particules 
infectieuses des non infectieuses. 

Les travaux de’crits ici constituent une premikre tentative 
pour comprendre le devenir d’un virus en milieu marin 

littoral. Trois approches ont ttC rkaliskes : (1) influence 
de facteurs physicochimiques (tempkrature, salinitk et 
rayonnement ultraviolet) sur le pouvoir infectieux du 
poliovirus et du virus de l’hbpatite A (VHA) ; (2) Ctude de 
I’adsorption et de la dCsorption du poliovirus sur des 
mat&es en suspension et des conskquences sur le deve- 
nir du pouvoir infectieux du poliovirus ; (3) Cvaluation in 
situ de la contamination par des rotavirus en utilisant des 
techniques de biologic molkculaire. 

2. MATkRIEL ET MBTHODES 

2.1. Souches virales 

Poliovirus : 11 s’agit du poliovirus de type 1 souche vacci- 
nale LSC 2ab obtenu par culture sur des cellules MA 104. 

Virus de l’hkpatite A : Le virus utilisk est la souche CF 53 
(51 obtenu par culture sur des cellules d’hdpato-carcinome 
humain PLC/PRF/S & 32 “C. 

Rotavirus : une souche de rotavirus simien SAI 1 (souche 
ATCC VR 899) a Ctk multiplike sur cellules MA 104 et 
titrCe par immunofluorescence indirecte. Des rotavirus 
isol& de selles d’enfants infect& ont Ctd fournis par le 
laboratoire hospitalier de Fort-de-France en Martinique. 

2.2. Culture cellulaire 
et quantification du mattkiel viral 

Les poliovirus sont quantifie’s en culture de cellule MA 
IO4 par la mkthode du nombre le plus probable (NPP) en 
microplaques de 96 cupules. Le calcul du nombre le plus 
probable NPP de virus contenus dans un inoculum est re’a- 
IisC en mettant en auvre le programme informatique de 
Maul [25]. Les rksultats sont exprimks en NPPUC mL-‘. 

En ce qui concerne le virus de l’hkpatite A, le titre infec- 
tieux est obtenu par dktermination de la dose infectieuse 
50 % sur cellules PLC/PRF/S aprbs 5 semaines d’incuba- 
tion. Le titre infectieux exprimk en DICT 50 est calculC 
par la mkthode de Reed et Muench. 

2.2. I. Analyw statistigue 

Pour 1’Ctude des survies, des rkgressions 1inCaires sent 
calculkes en tenant compte de tous les points expCrimen- 
taux et il est vCrifX que les coefficients de corrklation 
sont significatifs au seuil de 5 %. Les Cquations des 
rkgressions sont de type : 

LogN,=ar+logNO (eq 1) 
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N, : titre viral au temps t (NPPUC mL-‘) 

N, : titre viral initial (NPPUC mL-‘) 

t : temps (jours) 

a : pente 

L’equation 1 permet de calculer T,,, temps au bout duquel 
le titre viral chute de 90 %, correspondant a l’inverse de la 
pente des droites (a). Les pentes, ou les T,,,, sont compa- 
res entre eux deux a deux a l’aide d’un test de Student. 

2.3. Analyse par biologie mol6culaire 

2.3.1. Extraction et purijcation des acides nucle’iques 

La lyse des capsides virales est effect&e par action de la 
proteinase K en presence d’un melange detergent sur 
410 uL de concentrats de coquillages ou d’eaux [22]. 
Apres extraction et purification par adsorption sur cellu- 
lose granulaire CC41 [22], le culot d’acide nucleique est 
repris dans de l’eau sterile traitte au DEPC. 

2.3.2. Amorces et sondes 

Trois amorces et une sonde ont et6 selectionnees B partir 
de la sequence du gene de la proteine VP7 des rotavirus 
du groupe A [7]. 

2.3.3. RT seminested-PCR. 

L’ARN db des rotavirus est d’abord soumis a une denatu- 
ration prealable a l’aide de l’hydroxymethylmercure pour 
&parer les deux brins d’ARN [22]. Les acides nucleiques 
sont ensuite transcrits en ADN complementaire (ADNc) 
a l’aide dune reverse transcriptase selon les protocoles 
preconises par le fabricant (Stratagene). 

L’amplification est effect&e selon le protocole prtconise 
par Perkin Elmer (Cetus) [l, 221. Pour la detection dans les 
Cchantillons naturels une seconde amplification ou semi- 
nested PCR est realiste avec une amorce interne [ 231. 

2.3.4. Hvbridution 

Le marquage des oligosondes est realise a l’extremitt 3’ 
selon le protocole DIG oligonucleotide tailing kit (Boe- 
hringer Mannheim, France). Apres Clectrophorese sur gel 
de polyacrylamide, les acides nucleiques sont transfer& a 
l’aide d’un courant tlectrique (Fast Blot, Eurogentec) sur 
une membrane de nylon. L’hybridation et la revelation 

par chemiluminescence sont realisees selon le protocole 
preconise par le fournisseur (Boehringer Mannheim, 
France). 

2.3.5. Analyse par RFLP 

Le profil de restriction des sequences amplifiees pour le 
rotavirus, a e’tt analyse par quatre enzymes de restriction : 
AluI, RsaI, Suu3AI et Taql (Eurogentec). Dans le cas ou 
une seule sequence est fortement amplifiee, I’action enzy- 
matique s’effectue directement sur le produit de PCR 
selon les indications fournies par le fournisseur (Euro- 
gentec). Si l’amplification a Cte insuffisante et/au non 
specifique, une &ape de purification avant une nouvelle 
amplification est appliquee. La bande specifique d’acide 
nucleique amplifiee est puritiee puis analysee par les 
memes enzymes que celles cittes ci-dessus. 

2.4. Analyse en eau de mer synthhtique 

2.4. I. Influence des parurn&res ph~sicochimiques 
sur le devenir du poliovirus et du virus de 1 ‘hr’patite A. 

L’eau de mer est constitute d’eau desioniste additionnee 
dune quantite variable de sels marins synthetiques 
(Instant Ocean) selon la salinite souhaitee (14, 24, 33). 
L’eau de mer est ensuite sterilisee par filtration sur filtre 
Millipore de 0.22 pm et conservee B +4 “C jusqu’a utilisa- 
tion. L’hydratation des sels entrainant une ditference 
entre la quantite de produit pese pour 1 L d’eau et la sali- 
nit& celle-ci a et6 systematiquement mesuree a I’aide d’un 
densimetre et dune table de correspondance densite- 
salinite. 

Influence de la temperature et de la salinite : les differen- 
tes eaux obtenues sont contaminees avec une quantite 
connue de poliovirus puis reparties, a raison de 100 mL, 
dans des flacons de 125 mL bouches hermetiquement et 
places a l’obscurite. Les conditions d’analyse sont : 

- la temperature : 4 “C. 19 “C, et 25 “C nvec tine salinite 
de 24. 

- la salinite : 14, 24, et 33. a une temperature de 25 “C. 

Influence du rayonnement ultraviolet : le pilote de desin- 
fection est constitue d’un circuit fermi equip6 dune 
lampe UV germicide (longueur d’onde 254 nm) de I5 W 
et dans lequel circule l’eau. Le debit de fonctionnement 
est de 4 L.min’ et le temps de passage du volume de 
liquide dans tout le circuit est de 45 s. Pour un debit de 
4 L.min’, la dose germicide est de 42 mWscm-‘. L’eau 
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de mer de salinite 24 a et6 contaminee dune part avec du 
poliovirus, d’autre part avec du virus de I’hepatite A. 

2.4.2. ktude de l’adsorption et de la dL~orption 
du poliovirus 

L’argile utilisee comme mod&e de matieres en suspen- 
sion (MES) est la Na-montmorillonite SX.1 purifiee 
selon le protocole decrit par Gantzer et al. [ 111. 

Pour e’tudier la cinetique d’adsorption, des lots de cinq 
flacons sont prepares contenant de l’eau de mer de sali- 
nit6 33 a des concentrations respectives en Na-montmo- 
rillonite de 3, 15 et 500 mg L-l et une quantite’ connue de 
poliovirus. Les flacons sont soumis & une agitation 
magnetique et des echantillons du melange <( eau-virus- 
argile D sont pre’leve’s pour chaque lot apres I, 5, 10, 30 et 
60 min d’agitation. La quantification est realisee dune 
part sur la suspension (T,), d’autre part sur le surnageant 
de centrifugation de la suspension (20 000 g, +4 “C, 
30 min) qui represente le titre du virus libre (T,). Le 
pourcentage d’adsotption est ensuite calcule selon la for- 
mule : 
1 -T, 

Tl 
x 100 = o/o d’adsorption 

Pour etudier la desorption, deux liquides d’elution ont et6 
utilises : un tampon borate-extrait de bceuf pH 9 et de 
l’eau desionisee. La de’sorption a et6 etudiee sur des 
culots de Na-montmorillonite-poliovirus obtenus avant 
ou apres congelation de ceux-ci dans de l’eau de mer de 
salinite 33. Les culots Na-montmorillonite-virus sont 
soumis B une agitation magnetique en presence de 
l’eluant pendant 30 min. Un aliquote de la suspension 
obtenue est alors titre’ pour determiner le tine viral de la 
suspension tandis que la suspension est centrifugee 
(30 min, 20 000 g, +4 “C). La quantite de virus d&orb& 
est alors determinee par titrage du surnageant de centrifu- 
gation. 

Le devenir du poliovirus en presence de MES a et6 Ctudie 
en preparant huit litres d’eau de mer de salinite 33, addi- 
tionnes de Na-montmorillonite i‘ la dose voulue, contami- 
nes avec une quantite connue de poliovirus puis repartis a 
raison de 100 mL dans des flacons en verre de 125 mL 
fermes hermetiquement. Le stockage est effectue a I’abri 
de la lumibre et a 2.5 “C. 

2.5. Analyse in situ 

Les recherches ont et6 realides sur deux types de 
prelevements : 

- Fchantillons d’eaux de surface (eaux de rivieres et 
effluents de stations d’epuration) prtlevds, en mars 1993, 
autour de la baie de Fort-de-France en Martinique 
(jigwe f). 

- Coquillages (huitres et palourdes) collect& dans la 
region du Morbihan, aux mois de mai, juillet et octobre 
1992 et trait& comme decrit precedemment par Le Guya- 
der et al. [22]. 

3. Rl%ULTATS 

3.1. &de in vitro 

3.1.1. Influence des jbcteurs physicochimiques 
sur le devenir du poliovirus et du virus de 1 ‘hkpatite A. 

Influence de la temperature : les differentes temperatures 
Ctaient 4, 19 et 25 “C en eau de mer de salinite 24 conte- 
nant du poliovirus, a l’abri de la lumibre. Les resultats 
(tableau r> montrent que, dam les conditions exp&imen- 
tales utilistes, le devenir des virus en eau de mer depend 
largement de la temperature (les trois T,, sont significati- 
vement differents au seuil 5 %). En effet, pour le poliovi- 
rus, une augmentation de temperature de +4 “C a +25 “C 
entraine une chute du Tgo d’un facteur 20 environ. L’inac- 
tivation de 90 70 de la population virale initiale est done 
vingt fois plus rapide B +2S “C qu’a +4 “C. 11 faut souli- 
gner la remarquable stabilite du virus a +4 “C puisqu’a 
cette temperature le Tgr, est de 671 j alors qu’il est de 25 j 
3. +25 “C (tableau /). 

Influence de la salinite : l’etude a et6 effectuke avec des 
Cchantillons d’eau de mer de salinite 14, 24 et 33 conta- 
mince avec du poliovirus. L’analyse des resultats 
(tableau /) ne montre aucune difference significative 
entre les trois T,,, ce qui prouve que la salinite de l’eau de 
mer n’a pas d’influence sur le pouvoir infectieux du polio- 
virus. 

Influence du rayonnement ultraviolet : l’etude a et6 reali- 
see avec de l’eau de mer de salinite 24. Les essais sont 
faits en duplicats. dune part avec le poliovirus, d’autre 
part avec le virus de I’hepatite A. II apparait (tableau I) 
que l’effet virucide des UV dans une eau de mer non tur- 
bide est extremement important puisque les deux virus 
testes sont inactives en quelques minutes dans les condi- 
tions experimentales. L’analyse des resultats met en evi- 
dence une difference significative au seuil de 5 % de 
sensibilite des deux virus. Le T,, est environ deux fois 
plus eleve pour le VHA, demontrant une plus grande 
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Tableau I. D&e de survie (T,) des virus en eau de mer &rile. 

Virus Caractkristiques de I’eau de mer DurCe de survie virale 
(Td 

Poliovirus 1 

4 671 j 
SalinitC 24 Tempkrature 18 76j 
MES* 0 mg.L-’ (“C! 25 25 j 

14 30j 
Tempkrature 25 “C Salinite! 24 23 j 
MES* 0 mg.L-’ 33 26j 

SalinitC 33 
Temperature 25 “C 

Salinitt? 24 
TempCrature ambiante 
MES* 0 mgL’ 

0 28 j 
MES (mgK’) 3 26j 

15 3lj 
500 36j 

U.V. 42 I,3 min 
mW+.cm-’ 

HAV SalinitC 24 
Temperature ambiante 
MES* 0 mg,L-’ 

MES* : Na-montmorillonite 

c’.V. 42 2.6 min 
mW+,crn-’ 

resistance de ce virus a l’action du rayonnement ultra- 
violet. 

3.1.2. Influence des mat&-es en suspension 

Atin d’envisager le devenir du poliovirus en presence de 
mat&es en suspension, la cinetique d’adsorption et la 
desorption du poliovirus ont et6 ttudiees sur de la Na- 
montmorillonite prise comme modele de MES. 

Dans un premier temps, un dosage de MES dans une eau 
de mer provenant dune zone conchylicole atlantique a 
permis de constater que la concentration en MES variait 
entre 3 et 15 mg L-’ Compte tenu de ces valeurs, toutes 
les experimentations ont Cd menees avec des concentra- 
tions de 3, 15 et 500 mg L-’ de Na-montmorillonite. 

Les resultats montrent une adsorption virale rapide 
(< 30 min), quelle que soit la concentration de Na-mont- 
morillonite. En revanche, les pourcentages d’adsorption 
varient avec la concentration d’argile. 11s sont respective- 
ment de 71, 95 et > 99,9 % pour 3, 15 et 500 mg L-’ de 
Na-montmorillonite apres 1 min d’agitation (tableau If). 

En presence de 15 et 500 mg L-‘, les pourcentages 
d’adsorption sont maximaux d&s la premiere minute 
d’agitation. En revanche, pour 3 mg L-‘, le pourcentage 
augmente de 71 % apres une minute d’agitation pour 

atteindre 87 % apres 60 min d’agitation. Cela peut &re 
explique par le fait que l’adsorption virale dependrait de 
la probabilite de rencontre virus-particule. 

La dtsorption a CtC &tudiCe a l’aide de deux liquides 
d’elution. Lorsque le culot de Na-montmorillonite conte- 

Tableau II. Pourcentage d’adsorption du poliovirus en fonction du 
temps d’agitation en prksence de 3, 15 ou 500 mg L-’ Na-montmo- 
riilonite. 

Pourcentage d’adsorption en ptisence 
de Na-monbuorillouite 

Temps 
&agitation (min) 

3 mg L-’ 15 mg L-l 500 mg L-’ 

1 71,o 
(61,7 : 78,0)* 

5 83.6 
(78.3 : 87.5) 

10 71,0 
(61,7 ; 78,0) 

30 67,3 
(56,8 ; 75.2) 

60 87,2 
(83, I : YO,3) 

95,2 > 99,9 
(93.7 ; 96,4) 

93,7 > 99,9 
(92.5 : 95,2) 

94,3 99,8 
(92.5 ; 95,7) (99,7 ; 99,8) 

94,4 > 99,9 
(92,6 ; 95,7) 

90,6 98,5 
(83,l ; 90,3) (98,O ; 98,8) 

* Intervalle de confiance 2 95 % 
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nant le virus adsorb6 est traits’ directement par les kluants, 
le pourcentage de dksorption est de 75.6 % avec le tam- 
pon borate et de 46.1 % pour l’eau dCsionisCe. Aprks con- 
gklation du culot dans I’eau de mer, les pourcentages sont 
respectivement de .50,3 et 52,8 ‘%. 

Cette mise au point a permis d’ktudier le devenir d’une 
souche de poliovirus en prksence de MES. Les rtsultats 
montrent que, quel que soit le milieu, une chute rapide du 
titre viral est observ&e (tnhlet~u 0. Ainsi, les T,, du 
tCmoin, 3, 15 et 500 mg L-’ de Na-montmorillonite sont 
respectivement de 28, 26, 31 et 36 j. I1 s’avitre que, 
dans les conditions expkrimentales, les faibles concentra- 
tions (3 et 15 mg L-l) de Na-montmorillonite n’ont pas 
d’influence sur l’inactivation virale, mais avec une 
concentration beaucoup plus importante (500 mg L-l), le 
T,,est Ikgkrement augment6 (environ 8 j). 

3.2. Analyse en milieu nature1 

3.2.1. Sensibilite’ de la recherche de rotavirus par RT- 
.serninested PCR sur des pr&vements de coquillages 

Un lot de coques ne donnant pas de redaction positive par 
RT seminested PCR a Cte’ contamine’ artificiellement 
(injection de la dilution virale dans l’htpatopancrkas) par 
du rotavirus simien de titre connu, la concentration virale 
dans les coquillages variant de 6 x 1 O6 B 0,6 Foci Fluores- 
cents (F.F.) pour 2.5 g de chair. Apres Clution des virus. 
extraction des acides nuclkiques et purification sur cellu- 
lose granulaise CC41, puis mise en ceuvre d’une RT semi- 
nested PCR, la limite de sensibilitk de la technique a Ctt 
tvalu&e B 6 x lo3 F.F. 25 g-’ de chair de coques. 

3.2.2. Recherche de rotavirus dam les coquillages 

Huit lots d’huitres et douze lots de palourdes prkleve’s sur 
les &es du Morbihan ont &C analysks par RT semi-nes- 
ted PCR g des fins de dktection de I’ARN de rotavirus. 
Deux Cchantillons d’huitres et deux tkhantillons de 
palourdes se sont rCvClCs positifs, ce qui traduit la prC- 
sence de gtnome de rotavirus dans ces coquillages et 
done l’existence d’une contamination plus ou moins 
rtcente par des rotavirus. 

3.2.3. Recherche de rotavirus duns des eaux de surface 

Des prklkvements d’eau de rivikre et d’effluents de sta- 
tions d’e’puration ont tStk collect& dans la baie de Fort-de- 
France en Martinique (&we I). L’analyse de ces 
19 Cchantillons montrent la prksence d’ ARN de rotavirus 

Figure 1. Points de prCl&vement en Martinique. l : eau de rivihre. 
: effluent de station d’kpuration. 

dans 8 pre’kvements, 4 sur 10 pour les effluents de la sta- 
tion d’epuration et 4 sur 9 Cchantillons d’eau de rivikre 
(tubleau III). 

3.2.4. CarmctCrisation des souches virales par RFLP 

La comparaison des protils de restriction de 6 des 
8 skquences virales isol&es (3 provenant de rivitres et 
3 d’effluents de station d’kpuration) met en Cvidence des 
similitudes pour cinq d’entre elles (3 rivikres et 
2 effluents) avec un profil de souche d’origine humaine. 
Une skquence virale isolCe d’un effluent prksente un pro- 
fil de souche animale. 

Ces skquences c( environnementales )) ont e’tk compardes 
?I celles obtenues & partir de selles d’enfants atteints de 
rotaviroses (figure 2). Parmi les dix selles e’tudikes, trois 
types de profil ont CtC obserks. Aucune similitude n’a pu 
&tre mise en Cvidence entre ces se’quences virales isokes 
de selles et les sLquences provenant des eaux. 

4. DISCUSSION 

Les r&hats de ce travail apportent quelques ClCments de 
rtponse sur le r6le de certains facteurs environnemen- 
taux dans le devenir en eau de mer de particules virales 
enkriques telles que le poliovirus. Le devenir des virus 
en eau de mer de’pend largement de la temptkature. 11s 
sont extrsmement stables B +4 “C (T,,, = 671 j) et sont 
inactive% vingt fois plus vite B 25 qu’g 4 “C. Ces re’sultats 
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Tableau III. Contamination par les rotavirus des eaux de surface de la Martinique. 

Point I 2 3 4 5 6 7 x 9 10 II 12 13 I-i I5 16 I7 18 I9 
de prelevement” 
ARNdh + + - - + + + + - + - - - - - - - - + 
de rotavirus’ 

a : Les numeros correspondent a ceux de la,figure 1. 
h : Resultats positifs (+) ou negatifs (-) pour la detection d’ARN viral dam les extraits obtenus a partir des prelevements, par amplification et 
hybridation molCculaire. 

sont en accord avec ceux de Enriquez et al. [9]. La sali- une dose de 42 mW.s.cm-2. Le virus de l’hepatite A est 
nit6 apparait en revanche comme un parametre peu plus resistant puisqu’une reduction de 99,9 o/o du titre 
important comme I’indiquait Katzenelson [ 181. infectieux est obtenue au bout de 8 min. 

L’influence du rayonnement ultraviolet testee en pilote Compte tenu du fait que, en eau de mer, la majorite des 
experimental est extremement importante. L’evolution du virus enteriques est associee a des matieres en suspen- 
poliovirus dans une eau de mer de salinite 24 B 19 “C sion, il Ctait interessant de determiner la cinttique 
montre que le titre viral chute de 99,9 % en 4 min pour d’adsorption et les modalites de desorption du poliovirus 

A MWA H s T AU STMW 

R AK S TMW AK S TMW A K S TMW 

Figure 2. Profils de restriction des sequences de rotavirus amplitiees a partir d’echantillons de l’environnement (A) et de prekvements clini- 
ques (B). Les sequences amplifiees a partir de prekvements sent puriliees puis de nouveau amplifiees avant d’@tre incubtes avec les enzymes 
de restriction Ah1 (colonnes A), h’scrl (oolonnes R), S&iAI (colonnes S) ct TaqI (colonnes T). Les produits des reactions de digestion sont 
separes par tlectrophorese en gel de polyacrylamide. Colonnes MW : marqueur de taille V (Boehringer). Les sequences amplifiees a partir des 
points de prelevement I, 2, 5, 7 et 8 presentaient toutes le profil a. Le protil b correspondait au point 19. Le profil I a CtC obtenu a partir de 
quatre prelevements cliniques, le profil deux h partir de deux et Ic prolil 3 3. partir de quatre. 
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sur une argile (Na-montmorillonite) prise comme modkle 
de mat&e en suspension puis d’kvaluer si I’e’tat adsorb6 a 
une influence sur la duke de survie des virus en milieu 
marin. II est clair yue l’adsorption kale est un phCno- 
m&e t&s rapide queile que wit la concentration de Na- 
montmorillonite mais que, en pre’sence de faibles quanti- 
tCs de Na-montmorillonite, It. pourcentage d’adsorption 
augmente avec le temps pour atteindre un maximum dc 
87 % aprks 60 min. Ces r&hats sent en accord avec 
ceux d’ Armon et Cabelli [2] qui observent une adsorption 
de 93 B 99,7 % des bactCriophages f2 sur de l’argile en 
moins de 30 min. Des re’sultats identiques sent observks 
avec le poliovirus par Landry et al. [20] et Metcalf et al. 
(281. Ces virus sent susceptibles d’&tre d&orb& puisqu’il 
a e’te’ observe’ une dksorption. respectivement de 76 et 
46 %, en pre’sence d’un tampon borate-extrait de btleuf 
pH 9 et d’eau ddsionide. 

L’influence de I’e’tat adsorb6 sur la survie du poliovirus a 
e’te’ e’tudiCe dans des conditions de salinite’ et tempkrature 
dkduites des expkriences pr&Gdentes. Une baisse assez 
rapide du titre viral est observte pour les faibles concentra- 
tions en Na-montmorillonite (3 et 15 mg L-l) saris diffk- 
rence significative de survie. En revanche, pour une dose 
de 500 mg.L-’ d’argile. une augmentation I&g&e mais 
signiticative de la duke de survie du virus est constatde. 

Landry et al. (201, travaillant 2 des concentrations de 
1.2 g L-’ de skdiments naturels, avaient observe e’gale- 
ment une augmentation de 11 j du T,, du poliovirus I en 
eau de mer naturelle B 14 “C en presence de skdiments 
par rapport au T,,, en eau de mer seule. 

II est ndcessaire de rappeler que toute cette e’tude a e’tC 
rCalisCe en eau de mer reconstituke, &rile et saris autres 
mat&es en suspension que celles ajoutCes pour les 
besoins de I’expkrimentation. Cela a permis de connaitre 
I’influence de chaque paramtitre. Mais il parait fondamen- 
tal, dans un deuxigme temps, de confronter ces r&uitats 
avec ceux qui pourraient 8tre obtenus dans un environne- 
ment marin naturel. 

La seconde partie du travail a Ct$ consacr6e B la recherche 
de rotavirus dans des eaux (eaux de rivikre et eaux us&es 
@pukes) et des coquillages. Des mises au point mkthodo- 
logiques notamrnent dans le choix des amorces pour la 
dktection du gCnome des rotavirus du groupe A par PCR 
ont permis d’obtenir une sensibilitd comparable B cclle 
d&rite dans la littkature [8, 12, 13, 331. 

L’analyse des coquillages montre une contamination 
virale dans 20 %J des e’chantillons analysk Si les rotavi- 
rus sont t&s rksistants [ 1 O] et si leur pre’sence avait deja 

&tC rapporte’e dans des tchantillons provenant de l’envi- 
ronnement [ 16, 261, la prksence de gknome de rotavirus 
n’avait jusqu’h prksent jamais CtC signalke dans des 
coquillages. 

Les r&ultats nkgatifs ne doivent pas Ztre simplement 
interprktks comme une absence de contamination. En 
effet, la pre’sence d’inhibiteurs de reaction enzymatique 
comme le glycogkne dans les coquillages peut masquer la 
prksence de virus [3]. 

Enfin, ii faut signaler que, sur les quatre dchantillons 
positifs sur 20 test&. deux prksentent une concentration 
Clevke en bacttries enttriques alors que deux autres peu- 
vent @tre consid&& comme salubres sur le plan bactkrio- 
logique, ce qui met en Cvidence la discordance entre 
tkmoins de contamination virale et bactkrienne. 

En ce qui concerne la prksence des rotavirus dans les 
eaux, la recherche a et& effectuk par PCR 5 partir d’eaux 
de rivikre et d’effluents de stations d’kpuration & Fort-de- 
France (Martinique). Les pourcentages de positivite’ sont 
sensibiement Cquivalents dans les deux milieux, aux alen- 
tours de 40 o/o. Une contamination importante, par les 
coliformes thermotolkrants. a ttC d&e&e dans ces 
Cchantillons [29]. II apparait que I’apport contaminant 
dans la baie de Fort-de-France provient d’une manikre 
dquivalente des rivkres et des stations d’kpuration. 
L’observation montre que beaucoup de rejets urbains 
Cchappent aux stations d’epuration qui, par ailleurs, prC- 
sentent des capacitCs de traitement insuffisantes. 

Les se’quences, amplifiCes B partir des prklkvements posi- 
tifs, ont &k typCes par analyse du polymorphisme de res- 
triction. Cette technique, appliquke seulement B une 
petite partie du ge’nome. permet de distinguer les souches 
si le profil est diffe’rent, mais ne permet pas de conclure B 
leur identitC si les protils sont identiques. II faudrait dans 
ce cas analyser une autre partie du ge’nome ou skquencer. 

Dans cette ktude, l’analyse du polymorphisme de restric- 
tion a montrC I’existence d’au moins deux souches diffk- 
rentes dans les eaux de la baie de Fort-de-France. Aucune 
relation n’a &t trouvke entre ces souches et celles carac- 
t&i&es a partir de selles d’enfants malades pendant la 
m&me phiode, mais la comparaison des profils obtenus a 
partir den pr&vements avec ceux de banques de donnCes 
suggkre une origine humaine. 

En termes de prospective ces travaux devraient $tre pour- 
suivis, en particulier pour Ctudier simultane’ment et com- 
parativement, dans les eaux et dans les coquillages, le 
devenir du pouvoir infectieux des virus entkriques, et 
celui du gCnome viral. 
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