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La pollution virale des eaux usees, de surface
et d'alimentation

Etude effectuee dans le departement fran9ais de Meurthe-et-Moselle

J.-M. FOLIGUET,' L. SCHWARTZBROD 2 & 0. G. GAUDIN3

Des recherches sur la pollution virale du milieu hydrique, destine'es a c'tudier le cycle
de contamination eaux usedes -eaux superficielles - eaux d'alimentation, ont e'th effectuees
dans une zone geographique bien dftermin&e du departement franVais de Meurthe-
et-Moselle.

Sur 697 prelevements obtenus par la methode des ((gazes flottees #, 130 se sont revels
positifs, soit 35,2 % en egouts, 9,1 % en rivieres et 8 % dans les eaux destinJes a la consom-
mation humaine. Parmi les 150 souches d'enterovirus isol6es, le se'rotype coxsackievirus B5
est apparu comme le virus le plus important par sa fre'quence, sa diflision et sa permanence
dans l'espace et le temps.

Cette etude a souligne' le caractere mouvant de l'Jcologie des ente'rovirus dans le milieu
hydrique, reflet plus fidele que l'expression clinique de l'existence et de la circulation de la
flore f&cale humaine originelle, l'impe'rieuse ne6cessite' de leur destruction dans les eaux
usees avant leur rejet dans le milieu exterieur et le danger potentiel qu'ils constituent
d'une fa!Von permanente pour toute collectivite' humaine dans l'eau qu'elle est appelke a
consommer.

Des recherches systematiques sur la pollution
virale de 1'eau ont ete entreprises d'octobre 1961 'a
octobre 1963 dans une zone geographique limitee du
departement de Meurthe-et-Moselle. Leur but essen-
tiel etait d'essayer de montrer tout d'abord dans
quelle mesure les eaux usees, rejetees sans traitement
dans le milieu naturel que constituent les eaux des
rivieres, entrainent leur contamination par les virus
d'origine fecale; ensuite, de mettre l'accent sur le
danger que peuvent presenter ces dernieres dans la
transmission directe ou indirecte de ces virus 'a
la collectivitd humaine par l'intermediaire des eaux
de consommation, meme prealablement traitees.

Les investigations ont porte sur les eaux de la
Meurthe et de la Moselle, ainsi que sur les eaux
d'egout et d'alimentation de certaines grandes
agglomerations: Nancy, Luneville, Blainville, Bac-
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.carat et Toul, riveraines de l'une ou l'autre de ces
deux rivieres.

Certaines considerations ont preside a ce choix
geographique:

1. Toute la vie socio-economique du sud du depar-
tement, et notamment les centres precites, est situee
sur ces deux cours d'eau;

2. Aucune des villes mentionnees ne possede de
station de traitement de ses eaux usees: la Meurthe
se trouve en permanence soumise 'a la pollution
constante d'amont en aval des effluents d'egouts des
villes de Baccarat, Luneville, Blainville et Nancy.
Les eaux-vannes de Toul se deversent dans la
Moselle avant son confluent avec la Meurthe;

3. Nancy preleve ses eaux brutes dans la Moselle
et les traite par l'ozone avant consommation; Lune-
ville les prend dans la Meurthe et les epure par le
chlore;

4. Au cours de l'epidemie de poliomyelite de
1957, la majorite des cas s'est concentree dans le
bassin hydrographique de ces deux rivieres, avec une
nette predominance dans les localites riveraines
etudiees.
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L'6valuation de cette pollution virale a ete menee
sur le double plan quantitatif et qualitatif, dans
l'espace et dans le temps, afin de preciser:

a) l'existence de virus dans les divers milieux
hydriques;

b) l'importance et la permanence de cette pre-
sence;

c) le denombrement des types, leur frequence et
leur repartition;

d) leur rapport avec certains secteurs nevralgiques
urbains;

e) leurs variations saisonnieres;

et d'en tirer quelques enseignements utiles 'a la sante

publique.
MATtiRIEL ET MtTHODES

Prelevements
Rs furent effectue's par la me'thode des # gazes

flottees *, derivee de celle de Moore (1948), rappor-

tee par Foliguet (1962) et par Coin (1963). Immedia-
tement apres la collecte, chaque gaze etait exprimee
sterilement, donnant environ 150 'a 200 ml de
liquide. Apres decantation, 50 ml etaient preleves
et agites avec 2,5 g de resine echangeuse d'ions
basique (Dowex 1, 10 X, 200-400 mesh), et 15 ml
de Subtosan (Specia), solution de polyvinylpyrro-
lidone a 35 pour 1000, pendant 15 minutes. Apres
centrifugation 'a 6000 tr/min pendant 15 minutes a
0°C, le culot etait repris par 5 ml de bouillon nutritif
(Difco) i pH 8,5, soumis ensuite 'a une 2e agita-
tion et une centrifugation identiques. Aux 5 ml
de surnageant constituant l'eluat final etaient
ajoutes 5000 unites de penicilline, 250 jig de strepto-
mycine et 250 tg de neomycine par ml, le tout etant
stocke au congelateur 'a -20°C. Avant chaque
epreuve, 1'eluat etait 'a nouveau centrifuge 'a 3000
tr/min pendant 15 minutes 'a 0°C, puis introduit sous

le volume de 0,1 ml dans les tubes de cultures cellu-
laires ou inocule au souriceau (0,1 ml).

Cultures cellulaires
Chaque echantillon a ete teste sur deux types de

cultures cellulaires: rein de singe et cellules de
souche KB. Certains ont ete passes en cellules
embryonnaires de lapin (rein et muscle).

Cellules de rein de singe. Ces cellules de babouin,
de primo-explantation, etaient obtenues sur milieu
a l'hydrolysat de caseine, type Lepine (1956), avec
3% de serum de poulain, et maintenues dans le
meme milieu sans serum.

Cellules KB. Ces cellules de souche, entretenues
au laboratoire, etaient cultivees dans le meme milieu
de croissance que pr&cedemment, mais avec 10% de
serum de poulain. Cette concentration etait ramen&e
'a 3% apres ensemencement des cultures.

Souriceaux
Les animaux de souche Swiss, ages de moins de

48 heures, etaient inocules par portees de 6 it 8 par
la seule voie intracerebrale. Apres observation de dix
jours, les souriceaux ne presentant aucune anomalie
etaient broyes pour effectuer un 2e passage. Les
animaux malades etaient evisceres et un broyat de
matiere cerebrale ou musculaire utilise pour un

passage ulterieur. Un examen anatomo-pathologique
etait concurremment pratique.

Isolements
Chaque tube incube en position stationnaire a

37°C etait controle quotidiennement pendant dix
jours et elimine apres trois passages successifs
negatifs. Tout effet cytopathogene etait confirme
par une subculture supplementaire et le surnageanit
stocke 'a -20°C.

Identification
Pour le classement des enterovirus isoles en cul-

tures, les souches etaient d'abord engagees en tubes
dans des epreuves de neutralisation avec les anti-
serums antipoliomyelitiques. Les virus non polio-

TABLEAU I
REPARTITION DES ENTtROVIRUS ISOLtS DANS LE MILIEU HYDRIQUE

PrMIbvements Souches isol6es
Nombre

de Coxsackie- ICoxsackie- Virus
Nom- Posi- souches Poliovirus virus A virus B Echovirus R6ovirus non class6s
bre tifs isol6e

Nombrel % Nombrel % Nombrel % Nombrel % INombrel % Nombrel %

697 130 150 21 14 11 7,3 60 40 27 18 5 3,3 26 17,3
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TABLEAU 2
DISTRIBUTION G9OGRAPHIQUE DES PRtLEVEMENTS POSITIFS EN FONCTION DU SECTEUR HYDRIQUE EXPLOR9

1961-1962 1962-1963 1961-1963

Lieu Nombre Prd6Ivements Nombre Pr6I6vements Nombre Pr6lvements
de prelevement de pre- positifs d pr6- positifts de pr6- positifs

t6vements Nombre % I6vements Nombre % 16vements Nombre %

A. Isolements en 6gouts
Nancy 110 51 46,3 _ -_ 110 51 46,3

Lun6ville 29 13 44,8 - -_ 29 13 44,8

Toul 27 10 37,0 57 9 15,8 84 19 22,6

Baccarat 24 7 29,1 - - - 24 7 29,1

Blainville 14 2 14,3 - - - 14 2 14,3

Total 204 83 40,6 57 9 15,8 261 92 35,2

B. Isolements en rivikres
Meurthe a Baccarat 22 4 18,1 - - - 22 4 18,1

Lun6ville 22 3 13,6 87 4 4,5 109 7 6,4

Blainville 19 1 5,3 - - - 19 1 5,3

Nancy 25 11 44,4 79 0 0,0 104 11 10,5

Moselle & Toul 20 2 10,0 - - - 20 2 10,0

Total 108 21 19,4 166 4 2,4 274 25 9,1

C. Isolements en eaux destin6es & I'alimentation
Nancy

Eau brute

Postfloculation

Postfiltration

Postozonisation

Total

9

10

10

5

34

1

2

I

0

4

11,1

20,0

10,0

0,0

11,8

9

10

10

5

34

2

0

4

11,1

20,0

10,0

0,0

11,8

Lun6ville

Eau brute 8 1 12,5 22 0 0,0 30 13,3

Postfloculation 9 1 11,1 12 1 8,3 21 2 9,5

Posffiltration 9 1 11,1 12 0 0,0 21 1 4,7

Postchloration 9 0 0,0 12 0 0,0 21 0 0,0

Total 35 3 8,5 58 1 1,7 93 4 4,3

Autre origine 10 2 20,0 25 3 12,0 35 5 14,2

Total 79 9 11,3 83 4 } 4,8 162 13 8,0

myelitiques etaient classes par neutralisation sur RESULTATS
plaques en presence de pools de divers serums
neutralisants, puis de serums monovalents anti- Resultas quantitatifs et qualitatfs
coxsackievirus et anti-echovirus. Ceux isoles sur Sur 697 prelevements effectues, 130 s'av6r6rent
souriceaux ont ete identifies pro parte sur l'animal positifs (tableau 1). Le tableau 2 resume leur reparti-
en presence d'antiserums de reference. tion geographique selon le secteur hydrique explore
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pendant la double periode 1961-1962 et 1962-1963.
Les 130 echantillons positifs permirent l'isolement
de 150 enterovirus dont 124 purent etre classes
(tableaux 1 et 3). La predominance des coxsackie-
virus (47,3%) par rapport aux echovirus (18%) et
aux virus poliomyelitiques (14%) est 'a souligner
d'emblee. Par ailleurs, les coxsackievirus B appa-
raissent bien plus frequents que les coxsackievirus A
(40% contre 7,3 %) avec une preponderance marquee
des serotypes B5 (60% des coxsackievirus B), B3
(13,3%) et B1 (1,6%). Dans les echovirus, les types
I et 7 sont trouves avec une frequence identique
alors que dans les virus poliomyelitiques le type I
predomine (57,1 %).
Un certain nombre de ces enterovirus (17,3 %) n'a

pu etre classe. Pour 14 d'entre eux, il s'agit de
souches perdues au cours des differents passages ou
stockages, dont celles cultivees sur cellules embryon-
naires de lapin qui n'ont pu etre subcultivees sur les
autres systemes cellulaires utilises.
Aucun autre virus pouvant etre eventuellement

rencontre dans les matieres fecales (adenovirus, virus
de herpes, etc...) n'a ete isole dans les eaux etudiees.

Aspect virologique des isolemnents

Ces recherches virologiques dans le milieu
hydrique ont mis en evidence deux faits qu'il convient
de developper: les infections mixtes des echantillons
et la sensibilite des systemes d'isolement empleyes.

Infections mixtes. Sur 130 echantillons, 18 (soit
17 fois en egouts et 1 fois en rivieres) montrerent
une infection muiltiple. Elle fut triple dans 2 cas, l'un
avec les poliovirus 1 et 3 et le coxsackievirus B,
I'autre avec les ,oxsackievirus A et B5 et l'echo-
virus 1; double dans 16 cas, avec dans 3 cas le
coxsackievirus B5 et 1'echovirus 1, dans 2 cas le
poliovirus I et le coxsackievirus B5, les autres
associant indifferemment deux types de l'un ou
l'autre groupe d'enterovirus.

SensibilitJ des systeumes d'isolement. L'tude com-
parative de la frequence des enterovirus isoles par
rapport aux systemes cellulaires employes et a la
maladie experimentale obtenue chez le souriceau
nouveau-ne a donne les resultats suivants (ta-
bleau 3).
Les cellules de rein de singe se sont montrees plus

sensibles aux poliovirus (80,90%) que les cellules de
souche KB (19 %). A l'inverse, ces dernieres se sont
revelees d'une sensibilite superieure vis-a-vis des
coxsackievirus B (54,90% des souches) par rapport
aux cellules de rein de singe (7%). Cette double

constatation est en contradiction avec toutes les
conclusions admises jusqu'a present, en particulier
celles de Kelly, Winsser & Winkelstein (1957). La
totalite des echovirus et des reovirus a ete isolee en
cellules de rein de singe, alors que tous les coxsackie-
virus A ne se sont manifestes que sur souriceaux.
Deux souches ont donne simultanement un effet
cytopathogene sur cellules embryonnaires de lapin.

Sur les 60 souches de coxsackievirus B, 25
(41,6 %) ont ete identifiees sur souriceaux, a 1'excep-
tion des types B3 alors que les types B5 ont donne
34 fois des resultats positifs en cellules contre 9
seulement sur l'animal. Par ailleurs plusieurs souches
d'origine cellulaire reinoculees au souriceau sont
restees sans effet et un certain nombre de celles iso-
lees sur souriceaux n'a pu etre adapte aux cultures
cellulaires (15 %).

Enfin 17 % seulement des souches ont montre un
effet cytopathogene sur cellules de rein de singe au
I r passage contre 93% au deuxieme. Sur les
cellules KB, trois passages successifs ont donne res-
pectivement: 30 %, 55% et 15% de positivite.

Enterovirus et environnement hydrique
Le tableau 3 indique comment se repartissent les

differents types d'enterovirus selon les categories
d'eau examinees. Les virus poliomyelitiques repre-
sentent 16,3% des enterovirus isoles dans les eaux
d'egouts, avec parite des types 1 et 3, et 1 1,5% de
ceux rencontres en rivieres.
La distribution des coxsackievirus s'etablit comme

suit: dans les egouts, 44,5% avec 22,7% du type B5;
dans les rivieres, 46,1 % dont 15,3% du type B5; en
eaux d'alimentation, 71,4% dont 50% du type BS.
Pour les echovirus, la repartition est de 21,8%

pour les egouts avec double predominance des
types 1 et 7 (8,1 %); de 11,5% pour les rivieres oui
l'on retrouve les deux types precites. Mais aucun
echovirus n'a ete trouve en eau d'alimentation.
Le pourcentage des enterovirus non classes est

plus important en rivieres (30,7%) et en eaux d'ali-
mentation (21,4%) qu'en egouts (13,6%). 11 convient
de souligner certaines difficult6s rencontrees au
cours des typages qui peuvent laisser supposer
l'existence de serotypes difficilement classables.

L'etude du cycle successif de pollution virale eaux
d'egouts - eaux de rivieres eaux destinees a la
consommation fait apparaitre comme caracteris-
tiques essentielles:

a) l'importance et le polymorphisme de la flore
enterovirale en egouts, confirmation d'un fait dej"a
anterieurement amplement demontre;
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TABLEAU 3

TYPES DE VIRUS ISOLtS SUR CELLULES ET SUR SOURICEAUX SELON LE MILIEU HYDRIQUE

Virus isol6s Isolements obtenus en
Eau d'ali-

Sur cellules Sur sou-
Egouts Rivibres mentationType Nombre riceaux

RSa| KB ELb Nombrel % Nombrel % Nombrel %

Poliovirus 1 12 11 1 0 0 9 3

2 1 1 0 0 0 1-

3 8 5 3 0 0 8-

Total 21 17 4 0 0 18 16,3 3 11,5

Coxsackievirus A 11 0 0 2c 11 6 5

Coxsackievirus Bi 1 0 1 0 1 1 -

B3 8 1 7 0 0 7 -

B5 36 3 31 0 9 25 22,7 4 15,3 7 50,0

B non typds 15 0 0 3 c 15 10 3 2

Total 71 4 39 5 c 36 49 44,5 12 46,1 10 71,4

Echovirus 1 10 10 0 0 0 9 8,1 1

3 1 1 0 0 0 1 _

4 1 1 0 0 0 1 2

6 1 1 0 0 0 1-

7 11 11 0 0 0 9 8,11 2

12 1 1 0 0 0 1 -

Echovirus non typ6s 2 2 0 1 0 2 -

Total 27 27 0 1 0 24 21,8 3 11,5 -

R6ovirus 5 5 0 0 0 4 3,6 - 1 7,1

Virus non classes 26 9 5 14 0 15 13,6 8 30,7 3 21,4

Total 150 62 48 20 36 110 26 14

a RS = cellules de reins de singe. b EL = cellules embryonnaires de lapin.
c Effet cytopathogene simultan6 en cellules embryonnaires de lapin.

b) la perte progressive, pour un nombre de
prelevements sensiblement identique, de la diversifi-
cation des types rencontres en rivieres, encore plus
accentuee dans les eaux d'alimentation. Mais il ne
s'agit la, certes, que d'une image tres inexacte de ce
qui existe reellement, etant donne le faible volume
d'eau explore par des methodes tres rudimentaires,
la dilution et la dispersion des particules et, en
definitive, le rapport de 1 'a 4 entre le nombre de
souches isolees en rivieres et en egouts est nettement

superieur au coefficient de dilution des derniers par
les premieres;

c) la permanence et la persistance d'un type parmi
tous les autres, le coxsackievirus B5, dont le pour-
centage de positivite s'accroit d'une fa9on sensible
selon les diverses categories d'eaux.

Enterovirus et points nevralgiques urbains
Il semble de quelque interet de montrer comment

la pollution virale du milieu hydrique peut, au regard
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TABLEAU 4
ISOLEMENT D'ENTEROVIRUSa DANS LES EAUX D'EGOUTS DE DIVERS SECTEURS URBAINS

ET INFLUENCE SAISONNIERE

Oct.- Nov. Dec. Janv. Fev. Mars Avril Mai Juin Juill. AoGt Sept. Total

Nombre de pr6l6vements 14 12 10 - 8 10 9 10 9 10 8 10 110

Pr6l6vements Nombre 8 9 1 - 3 2 2 1 8 5 7 5 51
positifs % 57,11 75 10 - 37,5 20 22,11 10 88,8 50 87,5 50 46,3

3 collecteur NC, B BI E6 B3 5

Administrations E - B5 P1 B5 El 5

March6 A, B B, P1,P3 - B5, El B5,NC E7 10

Grand ensemble N' 2
(5500 hab. environ) - NC B5, El B5 B5 E7 6

H6pital militaire NC NC _ 2

Casernes NC NC - E7 E3 B3, B5 B5 7

2' collecteur
et grand ensemble N 1
(11 000 hab. environ) A, B5 A, B P1i R El, B5 R B5 E12 11

Vieille ville A, B, P1 E7 _ R B NC E7, P3 9

11' collecteur E7 - B B5 B5 El 5

Centre hospitalo-universitaire B - B5 E4 3

Total des souches isol6es 63

a A = coxsackievirus A; B = coxsacklevirus B; E = 6chovirus; P = poliovirus; R = r6ovirus; NC = virus non class6.

de certains points sensibles ou nevralgiques d'une
agglomeration (secteurs socio-economiques, eaux de
la riviere receptrice, station de traitement des eaux
de consommation), etre consideree comme le reflet
de l'hygiene collective ou comme un facteur influen-
cant defavorablement la sante publique.

Secteurs socio-economiques urbains et eaux
d'egouts. Le tableau 4 represente la repartition
geographique des 63 souches isolees de 110 preleve-
ments effectues en differents points du reseau
d'egouts, de type unitaire, de la ville de Nancy,
durant la periode allant d'octobre 1961 'a septembre
1962. Ces points de prelevements ont ete choisis
comme representatifs de divers secteurs socio-
economiques desservis par le reseau. La densite de
population, les conditions hygieniques et sociales y
sont extremement variables, mais ils englobent pra-
tiquement la totalite de la capitale lorraine.
Tout le reseau aboutit sans traitement prealable

dans les eaux riveraines de la Meurthe par trois
collecteurs qui reunissent entre autres: le premier,

les eaux usees des casernes, de l'h6pital militaire, du
grand ensemble N° 2 (5500 habitants environ), du
quartier du marche et de celui des administrations;
le deuxieme, les effluents du Centre hospitalo-
universitaire avec le service des contagieux et un
cimetiere; le troisieme, les eaux-vannes de la vieille
ville et d'un grand ensemble moderne (N° 1) de plus
de 11 000 habitants.
Pour la totalite des secteurs, la diffusion des

differents groupes et types d'enterovirus, dans l'es-
pace et dans le temps, est evidente. Si certains types
ne sont rencontr6s que dans une partie du reseau,
comme le reovirus isole dans la vieille ville et au
2e collecteur, les plus fortes proportions de souches
isolees correspondent approximativement soit aux
plus grandes concentrations de populations (grand
ensemble No 1, marche, casemes), soit aux quartiers
a hygiene plus precaire (vieille ville). Les trois
collecteurs enfin ne revelent pas d'une faqon
evidente la somme et la variete des virus trouves
dans le meme temps aux differents points d'echan-
tillonnage.
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A chacun des secteurs socio-etconomiques corres-
pondent quelques caracteristiques:

a) la fluctuation importante des groupes et des
types avec permanence de certains pour les uns,
disparition ou variabilite plus marquee pour d'au-
tres: pour le marche, par exemple, presence des
poliovirus 1 et 3 d'abord, puis sur un fond constant
de coxsackievirus B5, apparition des echovirus 1
et 7; pour le grand ensemble N° 1, le poliovirus 1 et
le coxsackievirus A disparaissent pour ulterieure-
ment faire place a un reovirus, au coxsackievirus B5
et aux echovirus 1 et 12;

b) l'absence de poliovirus aux differents preleve-
ments correspondant aux effluents du centre hospi-
talo-universitaire oiu etaient cependant traites durant
le temps de l'enquete de nombreux cas de polio-
myelite.

Ainsi donc 1'etude des eaux d'egouts desservant
des secteurs socio-economiques bien determines de
la cite nanceienne conduit 'a souligner le caractere
extremement mouvant de l'ecologie de leur flore
enterovirale a la fois dans le temps et dans l'espace,
ou persistent cependant d'une fagon remarquable
certains serotypes, en l'espece le coxsackievirus B5.
Des echantillonnages plus rapproches et plus nom-
breux auraient certes permis d'avoir une idee encore
plus precise de l'influence des concentrations intra-
urbaines sur cette fluctuation.

Secteurs ne'vralgiques urbains et eaux de rivie're. Le
point sensible est represente ici par la Meurthe dans

laquelle se deversent sans aucun traitement d'epura-
tion les eaux usees des trois collecteurs d'egouts de la
ville riveraine de Nancy, auxquelles s'ajoutent celles
de la ville voisine de Maxeville.
La figure 1 indique la repartition des virus isoles

sur une distance de 2000 m dans cette riviere a partir
du plus gros des collecteurs, en quatre points diff&
rents situes 'a 1000 m et 'a 1100 m 'a 0,50 m de pro-
fondeur, 'a 1500 m 'a 1 m de la surface, enfin 'a 2000 m
au fond du cours d'eau. Sur 25 prelevements de mai
a d6cembre, 12 souches d'enterovirus ont ete isoles
a tous les niveaux explores du plan d'eau, soit
2 poliovirus de type 1, 4 coxsackievirus A, 4 cox-
sackievirus B, dont 3 de type B5, et 2 virus non
classes.

Bien que l'on ne puisse etablir une correlation
certaine entre ces types de virus et ceux emis par les
differents collecteurs et rejetes dans la Meurthe, il
n'en apparait pas moins, avec une evidence certaine
et dans les conditions de l'experience, que sur 2000
metres la pollution de la riviere receptrice est fort
importante et constante, sans que sur cette distance
on puisse faire etat d'une capacite auto-epuratrice
efficace quelconque.

Points ne'vralgiques au cours du traitement des
eaux destinees a' l'alimentation. Les recherches ont
interesse ici les usines de traitement des eaux de
Nancy et de Luneville, mais aussi des eaux d'alimen-
tation d'origines differentes, soit eaux de sources,
soit eaux superficielles trait&es par le chlore ou par
l'ozone. Leur echantillonnage a ete effectue, pour

FIG. I

SECTEURS NEVRALGIQUES URBAINS ET EAUX DE RIVIERE

8
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les premieres aux griffons ou dans les chambres de
captage, pour les secondes dans le circuit de distri-
bution. I1 convient encore de preciser sur le plan
hydrologique:

a) que Nancy tire ses eaux brutes de la Moselle A
11 km de sa station d'epuration. Apres coagulation
et floculation par le sulfate d'aluminium, prefiltra-
tion et filtration sur filtres lents, l'eau est soumise a
une sterilisation par l'ozone;

b) que Luneville preleve ses eaux brutes dans la
Meurthe. Elles subissent ensuite une filtration lente
(filtres degrossisseurs, prefiltres et filtres finisseurs),
sans coagulation chimique, avant d'etre chlorees.

Le tableau 5 montre dans quelles conditions et A
quels stades du traitement, aussi bien a Nancy qu'A
Luneville, il a ete possible de mettre en evidence des
enterovirus. Dans la premiere localite, 4 isolements
positifs sur 34 prelevements, dont 3 coxsackievirus B
avec 2 de type B5; dans la deuxieme, 4 enterovirus
sur 93 echantillons, dont 3 coxsackievirus B5.
Mais le resultat le plus important apparait realise

par les souches isol&es apres ozonisation (un entero-
virus non classe et un coxsackievirus B5) et apres
chloration (un reovirus) dans les 25 prelevements
provenant des stations d'epuration differentes, et les
2 coxsackievirus B3 et B5 recoltes dans la chambre
de captage d'une eau de source reputee comme
( bacteriologiquement potable)) et distribuee ainsi A
la population.

Ente'rovirus et saisons

La figure 2 represente la repartition globale des
diff6rents groupes et types isoles pendant la Ire an-
nee de l'enquete, d'octobre 1961 a septembre
1962, groupes par trimestres:

a) d'octobre a decembre (32,5%), predominance
tres nette des coxsackievirus (14,3 %), en majorite du
groupe B. S'il existe une assez forte proportion
d'enterovirus non classes (9,8 %) du moins peut-on
souligner le nombre restreint de poliovirus;

b) de janvier a mars (7,5%), reduction d'en-
semble des groupes sans prevalence de l'un d'entre
eux, avec persistance de fond de certains serotypes
(coxsackievirus B5, echovirus 7, poliovirus 1);

c) d'avril a juin (23,4%), augmentation sensible
du nombre des coxsackievirus qui depasse le niveau
du Ier trimestre (15,1 %), avec B5 predominant;
accroissement parallele, mais discret des groupes
echovirus et reovirus;
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FIG. 2
ENTgROVIRUS ET SAISONS
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d) de juillet 'a septembre (36,3 %), accentuation de
la poussee du trimestre precedent: 20,4% de cox-
sackievirus avec forte predominance des types B5
et B3, et des echovirus (9%) avec pluralite des types.
Les poliovirus montrent une discretion constante.
L'examen d'un secteur plus restreint, tel que celui

des egouts de Nancy (tableau 4), montre la meme
fluctuation saisonniere, quantitative et qualitative.
Certains virus disparaissent au cours des mois
d'hiver et de printemps, puis 'a partir de juin reappa-
ralt une flore importante et polymorphe, oui tour 'a
tour predominent certains groupes ou certains types.
S'il n'est pas possible d'affirmer qu'un groupe donne
est remplace par un autre, du moins peut-on remar-
quer que durant le mois de septembre, dans les
conditions de l'experience, it n'a ete isole que des
echovirus dans les differents secteurs de la ville.

Cette variation saisonniere des types au cours

d'une meme annee, deja decrite par d'autres
(Melnick et al., 1954), existe aussi d'une annee 'a
l'autre. L'exemple qui a ete observe dans les egouts
de la ville de Toul est assez suggestif 'a cet egard
(fig. 3) oiu l'on constate d'avril 'a septembre 1962
une predominance quasi totale des coxsackievirus B
(B3 et B5), puis des la fin de l'ete, existant simulta-
nement mais discretement avec le groupe precedent,
l'apparition d'une flore de type echovirus qui va
subsister seule d'octobre 1962 'a mars 1963, pour
disparaitre definitivement et laisser la place aux
poliovirus avec majorite de types 3 d'avril 'a sep-
tembre 1963.

II est a noter dans les deux cas de Nancy et de
Toul le fait assez significatif, dejLa signale par
Gelfand (1961), de I'apparition plus tardive, hiver-
nale, des echovirus parmi les diff6rentes populations
d'enterovirus.
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Poliovirus 3
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FIG. 3
VARIATIONS SAISONNItRES
DES ENTgROVIRUS
(9GOUTS DE LA VILLE DE TOUL)

* NT = non typ6s.

COMMENTAIRES

L'etude virale du milieu hydrique dans son
ensemble permet la confirmation de donnees dejA
connues et enoncees par d'autres auteurs au sujet des
enterovirus, mais aussi de faire quelques commen-
taires interessant certaines necessites techniques dans
ce genre de recherche et les imperatifs nouveaux
qu'elle pose en matiere de sante publique.

DonneJes deja connues sur les enterovirus
Ce sont leur ubiquite et leur constance dans le

milieu exterieur, la variation de leur nombre, des
difflrents groupes et types dans l'espace et dans le
temps, leur fluctuation saisonniere, enfin le divorce
entre leur frequence et leur expression clinique. Un
travail recent de Lamb, Chin & Scarce (1964)
conclut dans le meme sens.
Leur ubiquite et leur constance font qu'on les

rencontre partout dans le milieu hydrique. Ils sont
presents 'a des taux relativement eleves (35,2 %) dans
les egouts. Encore convient-il de souligner le rapport
qui existe entre ce taux de pollution et la densite de la
population desservie. Ainsi, de Blainville a Nancy,
la charge en enterovirus dans les eaux usees aug-
mente regulierement dans le meme sens que le
nombre d'habitants et en fonction des groupes
socio-economiques des localit6s considerees (ta-
bleau 6). Les rivieres oLi se deversent ces egouts
sans traitement epurateur prealable offrent une
contamination non moins evidente qui, sans etre
aussi notable, parce que plus diluee, apparait tout

TABLEAU 6

PRgLtVEMENTS POSITIFS ET NOMBRE D'HABITANTS

Ville ~ Nombre Pr6lbvements
d'habitants positifs (%)

.1
Blainville 4 321 14,3

Baccarat 6 164 29,1

Lun6ville 24 463 44,8

Nancy 133 532 46,3

aussi importante (9,1 %). Encore faut-il tenir compte
dans cette appreciation du fait que l'exploration n'a
touche qu'une infime partie des cours d'eau inte-
resses, et que le mode de prelevement des ( gazes
flottees* reste fort imprecis malgre l'amelioration
qu'il a apportee dans ce domaine. L'eau destinee 'a
l'alimentation de l'homme, qu'elle soit de surface
ou d'origine profonde, est, elle aussi, incontestable-
ment souillee. Bien que cette contamination soit
plus intermittente et infiniment moindre, il faut
souligner qu'elle existe a des degres divers 'a tous
les stades du traitement d'epuration, et que dans
14,2% des cas des enterovirus ont e't isoles dans le
reseau de distribution d'adductions publiques.
La variation 'a la fois quantitative, qualitative et

saisonniere se retrouve quel que soit le milieu
interesse. Les pourcentages de positivite sont tres
nettement plus eleves en periode estivo-automnale,
avec cependant un certain decalage dans les rivieres
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vers le debut de l'hiver. Peut-etre faut-il y voir le delai
necessaire aux enterovirus pour diffuser dans les
eaux superficielles. I1 semble opportun par ailleurs
de mentionner la discordance constat&e, d'une part
entre la Meurthe et la Moselle, dont les regimes sont
tres dissemblables, d'autre part d'une annee a
l'autre pour la seule Meurthe, mais entre deux
secteurs differents de son cours:

a) a Luneville, 13,6% de prelevements positifs la
ire annee de mai ai septembre contre 4,5% la 2e
annee d'octobre A fevrier exclusivement;

b) a Nancy, oiu les resultats positifs ont &e res-
pectivement de 44,4% contre 0%. L'application du
test du xa a cette derniere variation a permis de
confirmer qu'elle n'etait pas due au hasard. S'il est
difficile d'expliquer une telle opposition d'une ann'e
ia l'autre dans une riviere pourtant reputee pour sa
pollution de toute nature, du moins peut-on suggerer
l'intervention possible des effluents de salines situees
ia une quinzaine de kilometres en amont, precisement
entre Luneville et Nancy.

Une autre constatation s'impose: le divorce entre
la frequence des enterovirus en circulation et leur
faible expression clinique chez l'homme, c'est-
a-dire entre * enteroviroses-infections *> et < entero-
viroses-maladies *. I1 n'existe en effet aucune con-
cordance entre nos resultats et ceux obtenus au cours
d'investigations virologiques cliniques par d'autres
auteurs pendant la meme periode sur le plan regio-
nal, soit en Lorraine (de Lavergne et al., 1962), soit
en Alsace (Surjus et al., 1963). La responsabilite
clinique des coxsackievirus, en particulier du type
B5, y est infiniment moins accusee et la priorite
etiologique revient aux virus poliomyelitiques.
Lapinleimu & Penttinen (1963) constatent des faits
analogues: dans leur etude, un echovirus de type 11
est retrouve avec regularite pendant plusieurs mois,
alors qu'aucun echovirus de ce type n'est isole chez
les sujets hospitalises. De meme, dans le cas parti-
culier de la ville de Toul, alors que des poliovirus du
type 3 etaient isoles dans les eaux d'egouts, durant la
meme periode aucun cas clinique pouvant y etre
rattache ne fut signale dans la population. Ce fait
suggere de toute evidence qu'en l'absence de cas
typiques, des porteurs, des infections latentes ou
inapparentes, ou des formes frustes circulent dans
une collectivite en excretant des virus que les eaux
d'egouts revelent en amplifiant. DMs lors leur
recherche et leur numeration eventuelle dans les
eaux usees apparait comme une methode pratique
susceptible de donner une image relativement

exacte de la flore fecale et virale d'une population
sus-jacente. Cette notion a du reste et avancee
par Bloom et al. (1959) et reprise recemment par
Clarke & Kabler (1964). Elle paraft d'autant plus
valable que bon nombre d'infections a coxsackie-
virus restent it la fois mineures et non identifiables
cliniquement, passant facilement inaper9ues, et que
le pouvoir pathogene de beaucoup d'echovirus n'est
pas encore parfaitement connu, les types 1 et 7, les
plus frequemment rencontres dans notre etude, etant
parmi les moins pathogenes.

Necessite's techniques

La frequence des infections mixtes surtout en
eaux d'egouts peut creer des complications diagnos-
tiques, en particulier lorsqu'un poliovirus se trouve
associe ia un autre virus it effet cytopathogene plus
lent. Le demier mot revient a la serologie qui par
des reactions de neutralisation successives permet
les differentes identifications, et la methode des
plaques presente alors un grand interet. Neanmoins,
dans notre experimentation, il s'est produit frequem-
ment (13 fois sur 18) qu'a partir d'un meme echan-
tillon a infection mixte, un virus d'un type donne
ait ete isole sur un systeme cellulaire et un virus d'un
autre type sur un systeme cellulaire different, bien
que l'un et l'autre de ces syst6mes se soient reveles
sensibles aux deux virus isoles. La contradiction
qui existe dans les isolements plus frequents des
coxsackievirus B5 en cellules que sur souriceaux
n'est sans doute qu'apparente et peut s'expliquer
aussi bien par le nombre trop faible d'animaux
inocules que par l'utilisation de la seule voie intra-
cerebrale d'inoculation. Ces faits, comme la sensi-
bilite diff6rente des cellules aux isolements, con-
firment neanmoins l'absolue necessite dans ce type
de recherches d'associer au minimum a l'inoculation
au souriceau nouveau-ne, et par une triple voie,
l'ensemencement de plusieurs types cellulaires, de
souche et de primo-explantation, selon diverses
modalites et en effectuant trois passages au moins, si
l'on veut obtenir une image reelle de la population
virale des echantillons examines.
Encore n'evoquons-nous pas les autres virus que

le milieu hydrique est susceptible de vehiculer et que
nos moyens d'investigations n'ont pas permis de
reveler. L'influence en pathologie et en epidemio-
logie humaines de certains virus animaux ou vege-
taux, par le canal de l'eau, demanderait ia etre etudi6e
et precisee. Autant d'objectifs pour de futures
recherches.
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Imperatifs en matiere de sante publique-
Cette realite de la pollution virale des eaux,

rajeunie par des methodes modernes d'isolement et
de culture, conditionne une revision de certaines
conceptions largement depassees par les faits, et
conduit 'a enoncer certains imperatifs majeurs qui
semblent s'imposer en matiere de sante publique, au
regard des nuisances potentielles des eaux usees, de
surface ou destinees 'a la consommation.
k Dans les problemes d'assainissement ou d'eta-
blissement de normes pour les eaux destinees a
l'approvisionnement du public, il apparait difficile-
ment possible de perseverer a raisonner, si ce n'est
par commodite technique ou par habitude, en bact&
riologiste. A une epoque ou la pollution chimique
est a l'ordre du jour, il faut harmoniser cette concep-
tion avec celle de la pollution <biochimique et bio-
mol6culaire>) due aux virus et concevoir les pro-
blemes en virologiste.
Les eaux d'egout restant le vehicule majeur, oblige

et permanent des virus d'origine humaine, l'hygie-
niste est en droit de se demander s'il peut etre encore
longtemps tolerable que les effluents de toute
agglomeration de quelque importance continuent A
etre rejetes sans aucun traitement epurateur dans le
milieu naturel. Un notable effort devrait etre accom-
pli par les pouvoirs publics non seulement pour
supprimer ces insuffisances dans I'assainissement du
milieu mais encore, et a cette occasion, pour reajuster
une legislation trop imprecise et inadaptee. L'eta-
blissement de tout projet d'installation de traitement
d'eaux usees devrait desormais comporter des carac-
teristiques virologiques tant dans les conditions que
dans les procedes d'epuration. La reduction du
nombre des particules virales dans l'effluent, sinon
leur neutralisation totale, devrait etre le critere d'effl-
cience a atteindre, que toute analyse de surveillance
et de controle devrait s'efforcer de mettre en evidence,
plutot que d'etre limitee a des # determinations
bacteriologiques simples )), de realisation plus facile
certes, mais ne donnant qu'une image tres grossiere
de la reelle qualite des nuisances virales.

Cette maniere de voir doit s'appliquer aux eaux
superficielles, receptable de choix des eaux usees, et
aux eaux souterraines. L'ouverture de lieux de bai-

gnade, l'adoption de points de puisage ou de captage
d'une eau destinee 'a 'alimentation, l'application
du traitement le plus approprie pour en assurer la
potabilite necessitent l'introduction de normes et de
m'thodes d'analyse virologiques. En effet, au regard
de la resistance caracteristique des enterovirus, il
parait evident que tout procede entrainant leur des-
truction sera efficace contre les bacteries d'origine
fecale, alors que l'inverse n'est plus conforme a la
realite d'aujourd'hui.
Dans cette optique virologique de la pollution des

eaux, les recherches a entreprendre (ou a pour-
suivre) peuvent avoir un triple but:

1. La determination d'un <'virus-test )), indicateur
de pollution, dont l'absence, apres traitement ou
non, dans une eau destinee a l'alimentation humaine,
permettra d'y affirmer celle de tous les autres. II
importe de mentionner ici qu'une etude des bact&
riophages (du colibacille, de Shigella, du bacille
typhique), menee dans les diff6rents milieux hydri-
ques parallelement 'a celle des enterovirus, objet de
ce travail, n'a pas permis d'etablir une relation
valable entre ces deux categories de virus fecaux. En
particulier l'inexistence de phages dans une eau
correctement traitee n'autorise en aucun cas 'a
affirmer l'absence parallele d'enterovirus. Des lors
la destruction des bacteriophages ne semble pas
devoir etre consideree comme un test necessaire et
suffisant dans l'appreciation de la < qualite bacte-
riologique ) d'une eau de boisson.

2. L'etablissement de la meilleure methode sus-
ceptible de mettre en evidence la plus petite quantite
de particules virales dans le plus grand volume d'eau
a examiner.

3. La reduction des discordances d'efficacite qui
existent encore entre les resultats experimentaux au
laboratoire et ceux obtenus 'a 1'echelle industrielle
dans les diverses modalites preconisees pour l'epura-
tion virale des eaux.

L'atteinte de ce triple objectif procurera sans
conteste 'a l'hygieniste comme 'a l'epidemiologiste une
assurance de securite et un label de garantie pour le
traiteur d'eaux.

SUMMARY

The investigation described here was carried out to
provide information about the extent to which sewage
discharged without treatment into rivers leads to conta-

mination of water supplies with faecal viruses. The region
investigated was the south of the French department of
Meurthe-et-Moselle, where a number of towns discharge
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untreated sewage into the rivers Meurthe and Moselle;
in the poliomyelitis epidemic of 1957, most of the cases
had been concentrated in the basin of these two rivers.
A total of 697 samples of sewage, river water and water

in the course of purification for drinking purposes were
tested for their viral content in the period from October
1961 to October 1963; 130 of these samples gave a posi-
tive reaction, with double infection in 16 cases, and triple
infection in 2 cases; a total of 150 strains of enterovirus
were isolated. By far the most common group was cox-
sackievirus (47.3 %); others identified were echovirus
(18%), poliovirus (14%) and reovirus (3.3%); 17.3%
could not be classified. The coxsackie group was divided
into 7.3% coxsackie A and 40% coxsackie B; 60% of the
latter were of serotype B5. These figures were subject to
considerable annual, seasonal and local variation, some
of which was not easy to explain. Moreover, the culture
medium used for the detection of the virus (monkey
kidney cell culture, cell culture of strain KB, or newborn
mice) has a considerable influence on the results. The

authors therefore recommend the use of several cell sys-
tems, combined with inoculation in test animals, with
several passages, when testing for viruses.
As might be expected, the pollution rate is highest in

sewage, where 35.2% of the samples gave a positive reac-
tion. The proportion of positive samples in river water
(9.1 %), although lower, shows that dilution and natural
processes are by no means sufficient to remove the pol-
lution. Finally, viruses were found, with a frequency of
8%, in all stages of the purification of drinking water,
in the water in the mains, and in spring water supposed
to be " bacteriologically potable ".
There was no correlation between the proportion of

samples giving a positive reaction and the incidence of
diseases caused by the viruses in question. The authors
conclude that tests like those described in this paper give
a better picture of the enteroviral flora of the water than
clinical ones, and suggest the development and general
use of a " virus test " as the most sensitive means of
determining the degree of pollution of water.
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