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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation, de ’environnement et du travail

relatif au projet d'arrété modifiant I’arrété du 30 avril 2020 précisant les
modalités d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines
pendant la crise de COVID-19

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et l'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 19 octobre 2020 par le Ministére de la transition écologique (Direction
générale de 'aménagement du logement et de la nature) pour la réalisation de I'expertise
suivante : « demande d'avis sur le projet d'arrété modifiant I'arrété du 30 avril 2020 précisant
les modalités d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la
crise de COVID-19 » (ANNEXE 2).

Le présent avis fait état des connaissances disponibles au 31 décembre 2020.
1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Depuis le début de I'épidémie de la COVID-19, plusieurs études ont mis en évidence la
présence de génome (ARN viral) du SARS-CoV-2 dans les eaux usées (EU). Cela a conduit
les Ministéres de I'agriculture et de I'alimentation et de la transition écologique a interroger
'Anses sur les risques de propagation du virus via 'épandage des boues urbaines produites
par les stations de traitement des eaux usées (STEU) sur les sols agricoles et les éventuelles
mesures a prendre pour limiter ce risque.

Au cours des mois de mars et avril 2020, 'Anses a été saisie en urgence, en lien avec la
possible présence du virus SARS-CoV-2 (agent de la maladie COVID-19) dans les EU, pour
réaliser des appuis scientifiques et techniques portant d’'une part, sur les risques éventuels
liés a I'épandage de boues urbaines produites par les STEU (Anses 2020a, 2020b) et, d’autre
part, sur les risques éventuels liés a I'épandage de boues produites par les stations de
traitement des eaux industrielles (Anses 2020c).
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Le 23 avril 2020, 'Anses s’est autosaisie pour réaliser I'état des connaissances scientifiques
relatives au virus SARS-CoV-2, dans les domaines de compétences de la Direction de
I'évaluation des risques (DER) (Anses 2020g). Cette note présente I'état des connaissances
disponibles au 21 avril 2020 sur la présence, l'infectiosité et la persistance du virus SARS-
CoV-2 dans les milieux aquatiques (EU, eaux de surface, eaux souterraines, eaux saumatres,
eaux de mer), en lien avec I'excrétion fécale humaine.

Suite a l'avis du 27 mars 2020, un arrété interministériel précisant les modalités d'épandage
des boues issues du traitement des EU urbaines pendant la période de COVID-19 a été pris
le 30 avril 2020.

Cependant, I'hygiénisation des boues, recommandée par ’Agence et reprise dans I'arrété du
30 avril 2020 comme préalable a 'épandage, n’est pas une pratique systématique au sein des
collectivités. Sa mise en ceuvre par ces collectivités demande une certaine organisation et
induit un co(t difficlement supportable s’il n’est pas anticipé.

Dans ce contexte, deux projets de protocole visant a étudier le taux d’abattement de
bactériophages dans les boues dans I’attente d’'une méthode normalisée du suivi du
SARS-CoV-2 ont été adressés a I’Anses par le ministére de la transition écologique le
15 mai 2020 (saisine 2020-SA-0068). La note de I'Anses relative a cette saisine avait pour
objet de porter a connaissance des commentaires et recommandations sur ces deux
protocoles (étude du taux d’abattement de bactériophages dans les boues) visant a valider les
indicateurs d’efficacité des traitements d’inactivation virale (Anses 2020e). Sur la base des
commentaires et recommandations émis dans cette note d’appui technique, le rapport d’étude
présentant les résultats de la mise en ceuvre de ces deux protocoles est adressé a I'Anses
dans le cadre de la présente saisine (cf. ANNEXE 3). De plus, dans cette méme note, ’Agence
préconisait, en juin 2020, « en premiere intention de procéder pour les boues non hygiénisées,
a la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans ces boues » en précisant
que « l'absence de génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues analysées, dans les
conditions de contrble qualité adaptées, est synonyme d’absence de SARS-CoV-2 infectieux
». Les modalités opérationnelles a respecter et a suivre pour la réalisation de ces analyses
RT-PCR mériteraient d’étre confirmées, et le cas échéant complétées, afin que les résultats
obtenus soient suffisamment robustes, pour autoriser, en toute sécurité, 'épandage des boues
sans hygiénisation préalable.

Par ailleurs, considérant que les dates d’entrée en zone d’exposition a risques pour la COVID-
19 ont été définies pour chaque département sur la base du taux d’'incidence hebdomadaire
de la COVID-19 publié chaque semaine par Santé Publique France (SPF), la question de
l'utilisation de cet indicateur pour évaluer la situation épidémique d’'un département et
déterminer si I'épandage des boues est possible ou non se pose, tout comme celle de
I'applicabilité de cet indicateur.

L’ensemble de ces éléments a conduit la Direction générale de 'aménagement, du logement
et de la nature, la Direction générale de la prévention des risques et la Direction générale de
I'alimentation, a élaborer un projet d’arrété modifiant I'arrété du 30 avril 2020 (ANNEXE 4) afin
de faire évoluer le cadre réglementaire relatif & 'épandage des boues urbaines pendant la
crise sanitaire.

Dans ce contexte, ’Anses est sollicitée pour donner son avis sur le projet d’arrété transmis, et
particulierement sur les éléments suivants :
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m Question 1

La pertinence d’appliquer le taux d’incidence hebdomadaire de la COVID-19 d’'un département
pour déterminer la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées provenant d'une STEU de
ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100 000 habitants envisagé.

| uestion 2
De préciser les modalités d’échantillonnage et d’analyse du génome du SARS-CoV-2 prévues
au 3° de l'article 1 du projet d’arrété proposé.

[ uestion 3
La possibilité, sur la base du rapport présentant les résultats de I'abattement des
bactériophages dans les boues de STEU, d’épandre des boues non hygiénisées (au sens de
I'arrété du 8 janvier 1998) dés lors qu’elles ont fait I'objet d’un des traitements suivants, dans
les conditions qui ont permis de montrer un taux d’abattement suffisant des bactériophages, a
savoir :
¢ les boues ayant fait 'objet d’'un chaulage avec un taux d’incorporation minimum de
chaux de 30 % équivalent CaO/MS, puis d’'un stockage d’'une durée minimale de 3
mois ;
¢ les boues ayant fait 'objet d’'un séchage solaire avec plancher chauffant permettant
d’atteindre une siccité minimale de 80 %.
La possibilité d’épandre des lots de boues non hygiénisées (au sens de l'arrété du 8 janvier
1998) a Iissue d’'une analyse par lot confirmant un taux abattement en coliphages somatiques
supérieur ou €gal a 4 log, dés lors qu’ils ont fait I'objet d’'un des traitements suivants :
e un séchage sur lit, puis un stockage d’'une durée minimale de 1,5 mois ;
e une digestion anaérobie mésophile, puis un stockage d’une durée minimale de 4 mois.

m Question 4

De formuler des recommandations concernant I'utilisation de la RT-PCR :

e la ou les fréquences minimales d’analyse du génome du SARS-CoV-2 qu’il convien-
drait de faire figurer dans le futur arrété ;

¢ la méthode de préparation des échantillons, la prise d’essai, la méthode d’extraction
du virus de la matrice boue ainsi que la méthode d’extraction des acides nucléiques
qu’il conviendrait de préciser dans le protocole d’échantillonnage et d’analyse du gé-
nome du SARS-CoV-2 ;

¢ la matrice pour laquelle I'accréditation sur la méthode RT-PCR est requise.

Le présent avis vient en réponse aux questions 1 et 3. Les questions 2 et 4 ont fait 'objet
d’un rapport d’appui scientifique et technique des laboratoires dédiés du Péle
Recherche et Référence de I’Anses (Laboratoire d’Hydrologie de Nancy) (Anses 2021)
(cf. Annexe 5).

Cet avis compléte les produits d’expertise de I'’Anses précédemment émis (Anses 2020c,
2020b, 2020g, 2020e, 2020f).

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise -
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise a été coordonnée par la Direction d’évaluation des produits réglementés (DEPR)
en collaboration avec la Direction de I'évaluation des risques de I'Anses (DER).
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L’expertise reléeve du domaine de compétences des comités d’experts spécialisés (CES)
« Matiéres fertilisantes et supports de culture (MFSC) » (CES pilote) et du CES « Eaux ».
L’Anses a confié I'expertise de la question 3 a plusieurs experts rapporteurs. Ces experts
rapporteurs et 'Anses se sont réunis par visioconférence le 9 décembre 2020 et le 18 janvier
2021 et ont échangé par voie électronique. Sur la base de ces échanges, un projet d’avis a
été rédigé. Les travaux ont été présentés aux CES « Eaux » et CES MFSC tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques, respectivement les 2 et 4 février 2021. Ils ont été adoptés
par le CES « MFSC » réuni le 4 février 2021.

L’expertise s’est appuyée sur :

o |la littérature scientifique (accessible dans les conditions d’'une expertise en urgence et
dans I'état des connaissances au 31 décembre 2020, sans viser une recherche biblio-
graphique exhaustive) ;

¢ le rapport d’étude transmis avec la saisine de suivi d’abattement des bactériophages
dans les boues de STEU, du laboratoire national de métrologie et d’essais (LNE) réa-
lisé en collaboration avec I'Université de Lorraine/CNRS, la FNCCR! et la FP2E? (LNE
2020) (cf. Annexe 3);

e Les éléments complémentaires demandés au Ministére de la transition écologique a
savoir : la description de la file eau des stations ayant participées a I'étude, la confor-
mité en équipement et en performance des stations sur I'année 2019, la quantité de
matiere séche de boues produites par les stations sur I'année 2019, la commune d'im-
plantation de la station et son code INSEE.

L’Anses a analysé les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'Anses
(https://dpi.sante.gouv.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS

QUESTION 1 :

3.1. Taux d’incidence hebdomadaire de I’épidémie de COVID-19 et épandage

En ce qui concerne la pertinence d’appliquer le taux d’incidence hebdomadaire de la COVID-
19 d’un département publié chaque semaine par Santé publique France pour déterminer la
possibilité d’épandre des boues non hygiénisées provenant d’'une STEU de ce département
et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100 000 habitants, 'Anses considere que
l'utilisation de cet indicateur pour estimer I'absence de virus dans les boues des STEU
présentes sur ce département, pendant la période de production des boues, présente trop
d’incertitudes.

Le taux d’incidence correspond au nombre de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours
glissants. |l existe plusieurs sources d’incertitude, notamment une incertitude temporelle :

Fédération nationale des collectivités concédantes et régies.
2 Fédération Professionnelle des Entreprises de I'Eau.
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d’une part le SARS-Cov-2 peut étre détecté trés précocement dans les eaux usées générant
des boues bien avant les indicateurs épidémiologiques et d’autre part le taux d’incidence
hebdomadaire étant une moyenne, il ne représente que partiellement I'évolution possible
rapide de I'épidémie.

Il existe également une incertitude de nature spatiale, relative aux difficultés dans certaines
situations, a établir une correspondance entre I'incidence hebdomadaire d’'un département,
qui représente une valeur moyenne sur le département, et des contaminations potentiellement
différentes entre des stations de traitement des eaux situées en différents lieux dans ce
département.

QUESTION 3 :

3.2. Actualisation des connaissances en lien avec la question 3

Les analyses bibliographiques faites dans le cadre des précédents avis de '’Anses (Anses
2020c, 2020b, 2020g, 2020e, 2020f) ont été actualisées pour les deux thématiques
suivantes :

o devenir du SARS-CoV-2 depuis la contamination des EU jusqu'au traitement des
boues, en accordant une attention particuliere au suivi de son caractéere éventuelle-
ment infectieux dans le réseau d'assainissement des EU (boues des STEU en particu-
lier) ;

« effet des différentes techniques d'hygiénisation des boues sur la présence du virus et
son caractere infectieux.

La recherche bibliographique couvre la période du 1° juillet au 31 décembre 2020.

Si de nombreuses revues bibliographiques ont été publiées dans ce domaine, peu d'études
nouvelles ont été conduites sur le devenir du SARS-CoV-2 dans les stations d'épuration des
EU depuis début juillet 2020. La plupart ont pour finalité la surveillance épidémiologique du
SARS-CoV-2 et/ou l'optimisation des solutions de traitements des EU. Trois seulement
fournissent des estimations de la présence du virus dans les boues (Carrillo-Reyes, Barragan-
Trinidad et Buitrén 2020; P. M. D'Aoust et al. 2020; Kocamemi et al. 2020) sans toutefois
s'intéresser a l'efficacité des procédés d'hygiénisation. Toutes ces études s'appuient sur des
données de quantification de la présence de génome du virus (RT-gPCR ou RT-ddPCR). Au
vu de la revue de la littérature scientifique, il semble qu’uniquement Westhaus et al. (2021)
aient estimé la survie des particules infectieuses de SARS-CoV-2 (persistance du caractére
infectieux) dans les filieres de traitement des EU.

> Devenir du SARS-CoV-2 dans les STEU

Compte tenu de la diversité possible des filieres de traitement des EU, le nombre restreint des
études scientifiques ne permet pas de dégager des conclusions univoques.

L'efficacité partielle de plusieurs étapes de traitement vis-a-vis de I'élimination de la présence
du génome de SARS-CoV-2 dans les EU a été rapportée par plusieurs auteurs :

e traitement secondaire : absence de détection dans les EU apres traitement par boues
activées (Carrillo-Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020; Sherchan et al. 2020)
d’EU contaminées par le virus (1,62 a 5,17 x10° copies de génome/L) ; réduction de
plus d'un log des concentrations en génome de SARS-CoV-2 détectées dans les EU
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brutes (1,8 a 3,5 x 10° copies de génome/L), apres traitement anaérobie puis aération
en comparaison des eaux brutes (Kumar et al. 2021) ;

o traitement tertiaire : absence de détection apres traitement par biofiltre / boues acti-
vées puis chloration (Carrillo-Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020); Westhaus et
al. (2021) annonce également une réduction en concentration de génome aprés 0zo-
nation mais sans I'étayer par des données ;

e Bardi et Oliaee (2021) montrent par ailleurs I'élimination en conditions de laboratoire
(digesteur) de génomes présents dans des urines collectées en hopital (52 x10° copies
de génomel/l) et inoculés dans des boues prélevées en STEU soumises a une diges-
tion en condition anaérobie mésophile (présence du virus indétectable aprés 45
heures).

Si les conclusions de lI'ensemble de ces études s'avérent finalement proches de celles
précédemment publiées (Randazzo et al. 2020; S. G. Rimoldi, Stefani, Gigantiello, Polesello,
Comandatore, Mileto, Maresca, Longobardi, Mancon, Romeri, Pagani, Moja, et al. 2020;
Wourtzer, Marechal, et al. 2020), d'autres auteurs ont rapporté des observations divergentes,
voire contradictoires :

Haramoto et al. (2020) notent la présence du génome de SARS-CoV-2 dans les EU ayant
subi un traitement secondaire (2,4 x10° copies de génome/L) alors que le génome n'est
pas détecté dans les EU brutes. Les auteurs attribuent ces résultats inattendus a des dif-
férences de préparation entre des échantillons d‘EU brutes et d’EU traitées. lls pourraient
aussi s'expliquer par le rble protecteur joué par les matiéres en suspension dans les EU
pour les virus, évoqué par plusieurs auteurs (Kweinor Tetteh et al. 2020; Tran et al. 2021).

Zhang et al. (2020) font un constat similaire en mesurant des concentrations de I'ordre de
102 - 10* copies de génome/L dans une fosse septique, d'un hopital temporaire du Wuhan
et a sa sortie, bien qu'aucune détection du virus n'ait été faite dans les EU alimentant la
fosse.

Les travaux de Westhaus et al. (2021) vont dans le méme sens : faisant état d'une effica-
cité médiocre d'élimination du virus par un traitement conventionnel par boues activées, ils
soulignent l'importance de considérer les particules en suspension dans l'analyse des EU
brutes. lIs montrent qu'avant traitement des EU, le virus est effectivement principalement
associé a la phase solide (25 copies de génome/mL contre 1,8 copie de génome/mL en
phase liquide) tandis qu'il se distribue plus équitablement entre les deux fractions dans les
EU traitées (13 copies de génome/mL pour la phase solide et 8,8 copies de génome/mL
pour la phase liquide). Bien connue dans le cas des virus enveloppés, cette association
résulte probablement de I'adsorption de I'enveloppe virale de nature hydrophobe du SARS-
CoV-2 sur les particules chargées négativement (matiéres organiques en particulier) des
EU, (Kumar et al. 2020; Tran et al. 2021).

> Laprésence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les eaux usées et les boues

Les résultats relatifs & la présence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues
présentent, quant a eux, un tableau plus homogene. Confirmant les travaux de Balboa et al.
(2020) et de J. Peccia, Zulli, Brackney, Grubaugh, Kaplan, Casanovas-Massana, Ko, Malik,
Wang, Wang, Warren, Weinberger et Omer (2020), les trois nouvelles études identifiées a ce
sujet font état de détections fréquentes de génome dans les boues :
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o 792% a 92,7 % des échantillons (n=24) de boues primaires prélevées dans deux
STEU canadiennes et avec des concentrations 1,7 x10 % a 3,8 x10 °® copies de gé-
nome/L3 (P. M. D'Aoust et al. 2020) ;

o 45 % des échantillons de boues activées (n=22) prélevées dans deux STEU de Mexico
(Carrillo-Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020) ;

» a des concentrations significatives (1,17 — 4,02 x 10* copies de génome/L dans les
boues primaires ou secondaires (boues activées) d'une STEU d'Istanbul (Kocamemi
et al. 2020) ;

Ainsi, loin d'étre contradictoire, I'ensemble de ces résultats illustre le probable transfert du
génome viral de SARS-CoV-2 des EU vers les boues au cours du traitement des EU (Carrillo-
Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020; Kumar et al. 2020; Kweinor Tetteh et al. 2020; Tran
et al. 2021). La répartition du virus entre les phases solide et liquide et les différences de choix
méthodologiques entre études en matiére d'échantillonnage et de préparation des échantillons
pourraient expliquer, au moins en partie, les apparentes divergences évoquées
précédemment au sujet de l'efficacité des procédés de traitement mis en ceuvre. Ce
phénoméne de transfert nous indique que la mesure de l'efficacité des solutions de traitements
des EU (appréciée a l'aune des quantités de génome viral présent dans les effluents liquides)
n'est d'aucune aide pour apprécier le devenir du génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues.
Il ne nous dit rien non plus sur le risque sanitaire associé a ces boues puisque I'ensemble des
informations présentées ci-dessus ne porte que sur la présence de matériel génétique sans
précision sur le caractére infectieux du virus. Comme cela a été montré pour d'autres virus
enveloppés (Kumar et al. 2020; Y. Ye et al. 2016a), cette possible adsorption du SARS-CoV-
2 sur les constituants solides des boues pourrait permettre une meilleure protection des
particules virales en les soustrayant de I'effet des produits détergents et antiseptiques présents
dans I'eau (Kweinor Tetteh et al. 2020), expliquant ainsi les résultats de Zhang et al. (2020)
évoqués plus haut.

> Persistance du caractére infectieux du SARS-CoV-2 depuis I'excrétion fécale
jusqu’aux boues produites par les STEU

De nombreuses études font état de la présence dans les selles du génome du SARS- CoV-2
sans toutefois mettre systématiquement en évidence la présence de particules infectieuses
(Wolfel et al. 2020; F. Xiao, Sun, et al. 2020; Zang et al. 2020; Zheng et al. 2020). Dans leur
revue bibliographique, Cevik et al. (2021) soulignent que, malgré des durées d'excrétion en
ARN potentiellement relativement longues (17,2 jours en moyenne avec un maximum a 35
jours), aucune étude n’a détecté dans les selles la présence de particules infectieuses plus de
9 jours apres le début des symptomes, méme si d’importantes charges virales (10° a 108
copies de génome/g) étaient observées. lls en concluent que les quantifications de la présence
du génome (ARN) du SARS-CoV-2 dans les selles ne devraient pas étre utilisées pour évaluer
les risques infectieux liés aux boues.

L'unique article retrouvé quant a l'infectiosité du SARS-CoV-2 dans les EU ne montre pas de
présence de particules virales infectieuses dans les EU malgré la présence d'ARN viral
(Westhaus et al. (2021)). Ce constat est en accord avec les observations faites par S. G.
Rimoldi, Stefani, Gigantiello, Polesello, Comandatore, Mileto, Maresca, Longobardi, Mancon,

3l n'est pas clairement indiqué dans la publication a quel volume se rapporte I'unité de ces résultats. La description « Matériels

et Méthodes » laisse penser gu'il s'agit du volume de boue prélevée dans les installations.
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Romeri, Pagani, Moja, et al. (2020) sur le caractére infectieux du SARS-CoV-2 dans des EU
de STEU de la région de Milan. Compte tenu de la complexité méthodologique nécessaire a
I'extraction des virus des boues, leur mise en culture et la caractérisation de leur virulence,
ces résultats ne permettent toutefois pas de conclure ni a I'absence ni a la présence de risque
infectieux associé aux boues.

Les études in vitro mettent en évidence une persistance des particules virales infectieuses
inoculées dans des EU, de l'ordre de quelques jours (présence détectable jusqu'a 7 jours a
partir d'une concentration initiale de 10° TCID50* / mL a 20 °C dans I'étude de Bivins et al.
(2020); diminution aprées 24 h d'incubation d'un log des TCID50/mL a 4°C et d'un a trois log a
20 °C dans I'étude de Wurtzer, Waldman, et al. (2020)). Ces derniers distinguent trois types
de mesures pour quantifier le virus présent dans les EU : une quantification totale de I'ARN
(RT-gPCR classique), une quantification de I'ARN dit « protégé » et une quantification des
particules infectieuses. lls montrent ainsi que, dans des prélevements effectués en avril 2020
dans les EU de l'agglomération parisienne, la majorité des quantités de génomes mesurées
par RT-gPCR n'est plus sous forme integre (80 % en moyenne), mais que cette proportion
diminue avec la charge virale. lls montrent par ailleurs que I'ARN total ou protégé se révelent
relativement stable sur une durée de 7 jours a 4 °C. Ces résultats confirment ceux de Bivins
et al. (2020) soulignant la plus grande stabilit¢ de I'ARN total par rapport a la fraction
infectieuse. Les quantifications du virus par RT-gPCR constituent ainsi un bon outil de suivi de
la présence du virus dans les EU et les boues mais elles donnent en méme temps une
surestimation probable de l'importance du matériel infectieux dans ces matrices.

> Efficacité des procédés d'hygiénisation des boues

Aucune étude n'a été conduite sur l'efficacité des procédés d'hygiénisation des boues vis-a-
vis du SARS-CoV-2. Toutefois, quelgues enseignements peuvent étre tirés des études de
laboratoire sur les boues et /ou les EU :

o Bardi et Oliaee (2021) montrent l'efficacité d'un procédé de traitement par digestion en
condition anaérobie mésophile qui permet, en moins de 2 jours, une non détection de
I’ARN du virus dans des boues prélevées en STEU ;

o Ahmed, Bertsch, Bibby, et al. (2020), Bivins et al. (2020) et Wurtzer, Waldman, et al.
(2020) soulignent l'influence significative de la température sur la perte d'intégrité de
I'ARN et/ou du caractere infectieux du SARS-CoV-2 dans les boues et/ou EU.

3.3. Analyse du rapport d’étude transmis avec la saisine relative a I’abattement des
bactériophages dans les boues de STEU en lien avec la question 3

Le rapport soumis en appui de cette saisine LNE (2020), présente deux études :

m La premiére étude vise a définir les cinétiques d’inactivation de deux types de bactério-
phages, les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques, dans des
boues activées en aération prolongée (liquides) issues de la STEU de Reims, en conditions
de laboratoire contrdlées. Le suivi est mené a deux températures : 5 °C et 22 °C pendant
96 jours, le suivi a 35°C (température observée notamment en méthanisation mésophile
n’ayant pu étre réalisé en raison de contraintes techniques). Cette étude vise selon le rap-
port a définir des conditions de stockage qui pourraient permettre d’obtenir 4 unités loga-
rithmiques d’abattement (soit 99,99 % d’abattement).

4 Nombre de virus infectant 50% des cellules en culture par mL
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m La deuxiéme étude présentée a été réalisée en conditions réelles (in situ) afin d’évaluer le
taux d’abattement des deux mémes types de bactériophages (coliphages somatiques et
bactériophages ARN F-spécifiques) aprés stockage des boues brutes pour une sélection
de STEU utilisant des procédés de traitement des boues différents (stockage non aéré de
boues liquides, chaulage (filtre presse ou post-chaulage), filtres plantés de roseaux, sé-
chage sous serre, lits de séchage, digestion anaérobie mésophile).

» Rappel préliminaire (Avis saisine 2020-SA-0069)
Il convient de souligner que I'avis de '’Anses (2020f) du 19 juin 2020 portant sur le projet de
protocoles d’études intervient postérieurement a l'initiation et au lancement des études.

Dans cet avis, |’Anses :

e confirmait que, « pour les boues n’ayant pas subi de traitements hygiénisants (au sens
de l'arrété du 8 janvier 1998), les protocoles décrits présentent un intérét pour valider
des indicateurs d’efficacité de traitement d’inactivation virale au titre de I'acquisition
des connaissances. » ;

e soulignait que « le lien spécifique entre la cinétique d’abattement des phages ARN F-
spécifiques et des phages somatiques utilisés comme indicateurs et la disparition des
coronavirus SARS-CoV-2, reste a démontrer et qu’en 'absence de comparaison avec
SARS-CoV-2, les conclusions resteront difficiles & généraliser » ;

e précisait également que « d’autres approches, plus directes, comme la démonstration
de 'absence du génome viral du SARS-CoV-2 dans les boues non hygiénisées pour-
raient permettre de s’assurer de I'absence de SARS-CoV-2 infectieux dans ces der-
nieres »

3.3.1.Validation du protocole d’analyses des bactériophages (coliphages somatiques et
bactériophages ARN F-spécifiques)

Il y a classiquement trois groupes de bactériophages proposés comme indicateurs et utilisés
comme modéles de virus pathogénes dans les études d’inactivation : coliphages somatiques,
bactériophages ARN F-spécifiques et bactériophages de Bacteroides fragilis. Deux groupes
ont été retenus dans I'étude menée par le LNE (2020).

L'analyse suit les normes NF EN ISO 10 705-1° et NF EN I1SO 10705-2°. Toutefois le
paragraphe « Matériels et Méthodes » aurait mérité plus de précisions.

Les experts estiment que I'étude cinétique aurait gagné en pertinence si, en complément de
la STEU de Reims (station d’'une grande capacité, boues activées faible charge), des petites
stations (< 200 EH) avaient été intégrées dans cette premiére étude. En effet, ces petites
STEU se heurtent a la méme problématique mais avec peu de moyens d’y remédier. Toutefois,
ce choix logistique (notamment le volume des échantillons et la proximité avec le laboratoire
d’analyse) est compréhensible au vu des délais de réalisation.

Le protocole d’élution aurait mérité d’étre plus détaillé, notamment par rapport a la composition
du tampon utilisé. Les calculs des rendements de récupération des bactériophages dans les
boues et les incertitudes de mesures ne sont pas explicités, mais globalement les auteurs

5 AFNOR. 2001. NF EN ISO 10705-1. Octobre 2001 T90-440-1 Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des
bactériophages - Partie 1 : dénombrement des bactériophages ARN F spécifiques.

6 AFNOR. 2001. NF EN ISO 10705-2 Octobre 2001. T90-440-2. Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des
bactériophages - Partie 2 : dénombrement des coliphages somatiques
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semblent suivre les procédures de validation de la norme 1SO 10705-3’. Il est a noter
I'utilisation de duplicats. Les résultats des contrdles positifs et négatifs ne sont pas fournis.

Les deux conditions de température testées semblent raisonnables vis-a-vis de la
connaissance des petites STEU et assez proches des conditions testées dans la littérature.
En effet, des études d’inactivation du SARS-CoV-2 a 4 et 23°C dans les EU sont rapportées
(Bhowmick et al. 2020). Par contre, il est dommage de ne pas avoir testée la température de
mise en ceuvre décrite au paragraphe 4.3.3 du rapport du LNE (2020) (qui serait généralement
de « 35 °C »).

Le protocole n’est pas totalement clair quant aux réplications, mais il ressort a la lecture du
rapport qu’il s’agit de pseudo-réplication (avec a chaque pas de temps 1 flacon, 3 prises
d’essai par flacon et 3 réplicats techniques, sauf a JO avec 3 flacons soit 9 prises d’essai).
Méme s’il ne permet pas a priori la réalisation d’analyses statistiques, il est conforme aux
lignes directrices établies par AQUAREF (laboratoire national de référence pour la surveillance
des milieux aquatiques) pour conduire et valider des études de stabilité des paramétres
physico-chimiques dans le domaine de I'eau (Lardy-Fontan et Lalere 2017). Un calcul des Tgo
aurait été pertinent et aurait permis une meilleure comparaison aux résultats de la littérature.

3.3.2.Validation de I'utilisation des bactériophages ARN-F et des coliphages somatiques
comme indicateurs indirects d’efficacité d’abattement du SARS-CoV-2 dans les
boues

3.3.2.1. Cinétigues d’élimination des bactériophages (1°¢ étude)

» Cinétiques d’inactivation des bactériophages

La premiére partie du rapport vise a définir les cinétiques d’inactivation de deux types de
bactériophages nus (coliphages somatiques et bactériophages ARN F-spécifiques) dans les
boues liquides non traitées en conditions de laboratoire contrdlées. Le suivi est mené a deux
températures : 5 °C et 22 °C pendant 96 jours.

Les résultats de I'étude menée par LNE (2020), montrent que les deux types de
bactériophages ont une persistance différente vis-a-vis de la température. Les coliphages
somatiques semblent résister plus longtemps au stockage a 22 °C (aucune inactivation totale
observée pour les coliphages somatiques sur la durée de I'étude de 96 jours) que les
bactériophages ARN F-spécifiques pour lesquels une inactivation totale (inférieure a la limite
de quantification LQ) est observée au bout de 42 jours. Les observations a 5 °C ne montrent
pas de décroissance notable dans les 96 jours quel que soit le type de bactériophages. Ceci
est en accord avec la littérature : les micro-organismes ont des taux de décroissance plus
élevés au-dessus de 20 °C et plus faibles a des températures < 15°C (Bertrand et al. 2012;
Korajkic et al. 2019; Muirhead et al. 2020). De plus, les coliphages somatiques sont en général
plus résistants aux traitements thermiques que les bactériophages ARN F-spécifiques (Mocé-
Llivina et al. 2003) et persistent plus longtemps a faible température (Lee et Sobsey 2011;
Sokolova et al. 2012).

» Bactériophages et SARS-CoV-2

” AFNOR. 2003. ISO 10705-3:2003 Octobre 2003. Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie
3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages dans I'eau.
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A ce jour, aucune donnée expérimentale ne permet de démontrer que le comportement des
bactériophages lors du stockage ou lors des traitements hygiénisants des boues est
représentatif du comportement du SARS-CoV-2.

Il n'a pas été retrouvé dans la littérature d’études comparant directement la persistance du
SARS-CoV-2 ou d'autres coronavirus dans les boues de STEU a celle des coliphages
somatiques et/ou des bactériophages ARN F-spécifiques

Ainsi, 'approche retenue a été :

o de comparer les données de I'étude cinétique du LNE (2020) pour les bactériophages
étudiés (coliphages somatiques et bactériophages ARN-F spécifiques) aux données
disponibles dans la littérature pour le SARS-CoV-2, mais également pour d’autres virus
ou phages pouvant étre considérés comme modéles du SARS-CoV-2 (tout en prenant
en compte leurs similitudes et leurs différences par rapport au SARS-CoV-2) : virus
nus et enveloppés (dont virus pathogenes entériques et coronavirus) et autres bacté-
riophages (phage T3 (Podovirus, coliphage somatique), phage ®6 (Cystovirus, phage
enveloppé)) et coronavirus animaux MHV, TGEV et FIVP ;

e dans les matrices eaux (EU, les eaux destinées a la consommation humaine (EDCH),
les eaux récréatives et les eaux de surface) et non dans les boues ; toutefois, il faut
noter qu’'une comparaison basée sur le stockage et le traitement des EU ou des EDCH
n’est pas nécessairement représentative du stockage et du traitement des boues qui
constituent une matrice plus complexe.

Depuis le début de cette crise sanitaire, des études ont été menées sur la persistance du
SARS-CoV-2 dans les EU, les eaux de surface et les EDCH en utilisant des outils de culture

cellulaire et de biologie moléculaire (Ahmed, Bertsch, Bibby, et al. 2020; Bivins et al. 2020)

Dans les paragraphes suivants, les valeurs de contamination observées dans les différentes
publications sont données a titre indicatif, comme ordre de grandeur de quantification des virus
habituellement retrouvés dans les EU; elles sont bien évidemment dépendantes des
conditions locales (environnement, traitement, etc.).

Une méta-analyse a montré que les taux de décroissance des coronavirus humains (SARS-
CoV-1 et HCoV) et animaux (virus de I'hépatite murine (MHV), virus de la gastro-entérite
transmissible (TGEV), virus de la péritonite infectieuse féline (FIPV) dans les eaux (solution
aqueuse tampon, eau distillée, EDCH, EU, eaux de surface) sont du méme ordre de grandeur
que ceux du bactériophage ®6 et de virus non enveloppés (entérovirus, rotavirus, norovirus,
virus hépatite A, adénovirus, astrovirus, coliphages F-spécifiques et somatiques) (Silverman
et Boehm 2020). Bivins et al. (2020) rapportent un Ty, (temps nécessaire pour atteindre un 1
log d’abattement) moyen de 2,1 jours pour les particules infectieuses de SARS-CoV-2 en faible
concentration initiale (10°/mL) dans des EU placées a température ambiante et en moyenne
1,6 jour pour une forte concentration initiale (10%/mL). lls ont également estimé un Tgo moyen
de 'ARN du SARS-CoV-2 compris entre 28 et 8 jours dans des EU pour des températures
allant de 4 a 37 °C. Le coronavirus SARS-CoV-1 suivi par culture peut persister 14 jours dans
les EU a 4 °C et 2 jours a 20 °C et son génome (ARN) peut étre détecté encore pendant 8
jours alors que le virus est inactivé (Wang et al. 2005).

Un travail d’analyse bibliographique pour comparer SARS-CoV-2, des virus nus et enveloppés
dont des phages est disponible dans les précédents avis de 'Anses (Anses 2020c, 2020g).
Des revues de la littérature sont disponibles sur la comparaison de la persistance respective
des virus nus et enveloppés dans différents milieux incluant les EU et les eaux de surface
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(Boehm et al. 2019; Wigginton, Ye et Ellenberg 2015; Y. Ye et al. 2016a). Elles montrent que
les virus entériques sont plus résistants au stockage en dessous de 50 °C que les coronavirus
(Anses 2020c). Au vu de ces travaux bibliographiques et particulierement de la figure 3 de
avis Anses (2020 c¢) comparant l'inactivation de virus nus, de virus enveloppés et des
coliphages somatiques en fonction de la température, les experts estiment que les coliphages
somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques persistent sur une durée comparable
aux virus entériques et le plus souvent sur une durée plus longue que celles rapportées pour
les coronavirus (virus enveloppés).

Ye et al. (2016) montrent que des phages nus (MS2 et T3) présentent une meilleure survie
dans les EU que des bactériophages enveloppés (MHV et ®6). Silverman et Boehm (2020)
indiquent que le taux de décroissance du bactériophage ®6 est trés proche de celui des
coronavirus dans les eaux, mais n’ont pu conclure sur la pertinence de considérer ®6 comme
indicateur de traitement des eaux (traitements considérés : chloration et rayonnement UV). |
n’est donc pas un meilleur indicateur d’efficacité de traitement que les coliphages somatiques
ou les bactériophages a ARN F-spécifiques, dans ce cas précis.

Les bactériophages peuvent étre détectés dans l'eau par des méthodes normalisées,
relativement rapides et peu colteuses (NF EN ISO 10 705-1 et NF EN ISO 10705-2). Leur
utilisation comme indicateurs de la présence de virus entériques pathogénes humains dans
les eaux (eaux de surface, eaux souterraines, eaux de mer et eaux usées) a donné lieu a une
syntheése bibliographique (Jofre 2016). Il y apparait que les corrélations possibles entre la
présence et les abondances des deux types de bactériophages et de virus entériqgues humains
dans I'eau donnent des résultats contrastés. Toutefois, Jofre (2016) estime que les coliphages
somatiques et les bactériophages ARN F-spécifigues sont de meilleurs indicateurs de la
contamination virale d’origine fécale que les bactéries indicatrices fécales actuelles (i.e.
entérocoques intestinaux et Escherichia coli) dans les eaux de I'environnement (eau de
surface, eaux souterraines, eaux de mer) et les eaux usées. En revanche, Carducci, Arrighi et
Ruschi (1995) indiquent que les coliphages somatigues ne sont pas nécessairement un bon
indicateur des entérovirus dans les EU. Les preuves épidémiologiques montrent
une corrélation entre les concentrations de bactériophages dans les eaux récréatives (eaux
douces et eaux de mer) et 'excés de maladies pouvait étre d’origine hydrique (gastro
entériques, fievre, nausées) (US-EPA. 2015).

Les données obtenues lors des études de cinétique menées par le LNE (2020) montrent une
persistance plus forte des bactériophages étudiés comparée a celle observée dans les eaux
rapportées pour les virus et phages listés ci-dessus et notamment SARS-CoV-1 et SARS-
CoV-2.

La question sous-jacente a ces études est de savoir si le comportement des coliphages
somatiques et/ou les bactériophages ARN F-spécifiques peut étre représentatif de
I'inactivation du SARS-CoV-2 suite a un traitement et/ou un stockage des boues.

» Conclusions au regard de cette premiére étude et de la bibliographie disponible
L’état actuel des connaissances n’apporte pas d’éléments faisant la démonstration du lien
spécifique entre la cinétique d’abattement, dans les boues, des bactériophages
(bactériophages ARN F spécifiques et coliphages somatiques) et la disparition du SARS-CoV-
2.
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L’état actuel des connaissances ne permet pas d’assurer que du SARS CoV2 infectieux puisse
étre retrouvé dans les selles dans les EU ou les boues traitées.

Néanmoins, les phages pourraient étre considérés comme représentatifs d’'un certain nombre
de virus nus (notamment des entérovirus). Le SARS-CoV-2 est supposé étre inactivé
beaucoup plus rapidement que les virus entériques humains non enveloppés avec une
transmission d'origine hydrique connue (WHO 2020a, 2020b). Les bactériophages peuvent
donc étre considérés comme des indicateurs indirects qui pourraient permettre d’estimer
I'efficacité des traitements/stockage vis-a-vis de l'inactivation du SARS-CoV-2.

Ainsi, dans lattente d’études capables d’apporter des éléments permettant de faire la
démonstration du lien spécifique entre cinétique d’abattement des bactériophages et cinétique
d’abattement du SARS-CoV-2 dans les boues, la mesure de I'abattement en bactériophages
comme indicateurs indirects permettant d’estimer [lefficacité des filieres de
traitement/stockage vis-a-vis des virus, et notamment du SARS-CoV-2, constitue le
déploiement d’'une approche théorique de I'abattement considérée comme acceptable.

» Seuil d’abattement

Un abattement supérieur ou égal a 4 log en coliphages somatiques est proposé dans le projet
d’arrété, avant épandage des boues traitées (avec un séchage puis un stockage d’'une durée
minimale de 1,5 mois ou traitées avec une digestion anaérobie mésophile, puis un stockage
d’'une durée minimale de 4 mois). L’efficacité d’'un traitement des eaux peut se mesurer par le
taux d’abattement qu’il permet d’atteindre et une réduction de 4 log du titre viral est
communément admise pour qualifier un traitement des eaux d'efficace (Afssa 2007;
Santé_Canada. 2019). On définit ainsi une faible réduction quand le taux de réduction est
inférieur a 2 log, une réduction moyenne entre 2 et 4 log, une réduction bonne a excellente
quand le taux de réduction est supérieur a 4 log. Les processus d’inactivation virale sont le
plus souvent validés lorsqu’un abattement logarithmique de 4 est atteint d’aprés le livre édité
par 'Ademe en 1994 (Elissalde et al. 1994). Ce seuil de 4 log est un seuil réglementaire
francais (Arrété du 2 aot 20108) pour I'abattement en bactériophages ARN F-spécifiques, en
entérocoques intestinaux et en spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices avant
réutilisation des eaux usées, mais seulement pour celles d’un niveau de qualité sanitaire A
(seul niveau de qualité permettant une réutilisation des EU pour lirrigation des cultures
maraichéres, fruitieres et légumiéres non transformées par un traitement thermique industriel
adapté et pour lirrigation des espaces verts et foréts ouverts au public (hotamment golfs).

Il pourrait étre ainsi considéré que les traitements/stockages permettant de conduire a un
abattement supérieur ou égal a 4 log en bactériophages (coliphages somatiques et/ou
bactériophages ARN F-spécifiques) dans les boues pourraient permettre de s’assurer qu’un
abattement en SARS-CoV-2 suffisant (supérieur par rapport aux bactériophages) est
également obtenu. Toutefois, aucune des conditions testées en laboratoire dans cette
premiére étude cinétique du LNE (2020), ne permet d’obtenir un abattement de 4 log (soit
99,99 %).

8 Arrété du 2 aoQt 2010 relatif a I'utilisation d'eaux issues du traitement d'épuration des eaux résiduaires urbaines pour l'irrigation

de cultures ou d'espaces verts. NOR : SASP1013629A. JORF n°0201 du 31 aodt 2010
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3.3.3.Suivi du stockage des boues in situ (2°™¢ étude)

La deuxiéme étude présentée a été réalisée en conditions réelles (in situ). Elle propose de
mesurer les teneurs en bactériophages (coliphages somatiques et bactériophages ARN F-
spécifiques) entre des échantillons en amont et en aval d’un traitement/stockage et d’estimer
ainsi un taux d’abattement. Cette étude a été menée sur une sélection de STEU utilisant des
procédés de traitements de boues différents. Cette partie de I'étude a été sous-traitée au
laboratoire Eurofins Expertise Microbiologie France concernant les analyses des
bactériophages ARN F-spécifiques, des coliphages somatiques et de la matiére séche.

3.3.3.1. Choix et représentativité des stations d’épuration d’eaux usées

Seules des STEU situées en métropole ont été prises en considération dans le rapport du LNE
(2020);

Par ailleurs, comme le montre la figure 1, les échantillons de STEU utilisés dans cette étude
ne sont pas représentatifs du parc frangais en termes de capacité nominale de traitement. Les
STEU de capacité nominale supérieure a 2 000 EH sont surreprésentées et les trés petites
STEU (< 200 EH) sont absentes de I'étude ce qui est regrettable car ces derniéres sont
également concernées par les objectifs du projet d’arrété.

50%

40% M France (2016) m®LNE (2020)

30%

ion

Proport

<200 200-<2000 2000-<10000 10000 -< 100000 >100 000

Classe des capacités nominales des STEU (EH)

Figure 1. Répartition des STEU selon leur capacité nominale en France en 2016 (source site internet du
Ministére chargé de I'écologie - base de données Roseau d’aprés site internet®) et dans I’échantillon de
I’étude de LNE (2020)

Les prélévements ont été réalisés par les exploitants des STEU, comme cela est prévu dans
la réglementation (Arrété du 8 janvier 1998). Néanmoins, méme si la méthode employée
semble permettre d’obtenir des échantillons représentatifs, il aurait été judicieux que les
prélevements soient réalisés selon les dispositions prévues par la norme

¢ Page internet « L’environnement en France — Rapport sur I'état de I'environnement. L’assainissement collectif des eaux
usées » (fiches thématiques mises a jour le 24 mai 2019. Consultée le 9 janvier 2021.https://ree.developpement-
durable.gouv.fr/themes/economie-verte/activites-de-l-economie-verte/traitement-des-eaux-usees/article/lI-assainissement-
collectif-des-eaux-usees
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NF EN ISO 5667-13'°. Ceci est notamment important pour les lits plantés de roseaux
(rhizocompostage). Pour cette filiere de traitement/stockage, dont 'age des boues doit étre
d’environ 4 ans avant extraction pour atteindre une bonne siccité et une bonne minéralisation
(EPNAC 2011), la prise d’échantillon doit se faire par carottage avec un nombre de carottes
proportionnel au volume de boues a vidanger. Ainsi, par exemple, les prélevements sur un site
n‘ont pas respecté ces dispositions les temps de séjour n’étaient que de quelques mois
(alimentation débutée en janvier 2020 et derniére alimentation faite le 12 juin, avec un
prélevement le 16 juin 2020). En toute rigueur, les résultats concernant cet échantillon ne
devraient pas étre pris en considération.

Le transport des échantillons a été assuré par le laboratoire Eurofins (conditionnement et
température controlée pendant le transport). A la réception au laboratoire, un controle de la
gualité des conditions de transport des échantillons a été réalisé.

Le nombre de filieres de traitement/stockage des boues échantillonnées est compris entre 1
et 10 (cf. tableau 1).

Tableau 1. Filiéres de stockage et de traitement des boues suivis dans I’étude du LNE (2020) et nombre
de STEU correspondant. Extrait de LNE (2020)

Stockage non aéré de boues liquides 10
Centrifugation et stockage en benne 1
Boues chaulées

- Filtre presse 5

- Post chaulage 4
Lit de séchage 3
Filtre planté de roseaux (FPR)

- Rhizofiltration 3

- Rhizocompostage 6
Serre solaire 4
Serre avec plancher chauffant 3
Digestion anaérobhie mésophile 3

De maniere générale, les procédés de traitement et/ou stockage appliqués aux boues sont
décrits, toutefois pas toujours de maniére homogéne (ex : pour la méthanisation le temps de
séjour dans le digesteur n’est pas précisé de la méme maniere sur les 3 sites). Les critéres de
sélection des sites inclus dans I'étude sont précisés : il a été choisi d’étre représentatif des
diverses situations géographiques (localisation et nombre d’habitants) et des procédés de
traitement existant sur le sol métropolitain. Mais les critéres d’inclusion ne prennent pas en
compte un nombre minimal souhaitable pour permettre une approche statistiquement
acceptable (ex : un seul site pour la centrifugation et le stockage en benne). Ce point n’est que
peu discuté dans le rapport. La recherche de représentativité n’est pas aisée et ce point ne
remet pas en cause la validité des choix faits.

Enfin, les sites sont intégrés de maniéere volontaire dans I'échantillonnage des STEU et il n’est
pas précisé si les renseignements fournis sur le fonctionnement de la file « Boues » sur la

0 AFNOR. 2011. NF EN ISO 5667-13 Juillet 2011. T90-511-13. Qualité de I'eau - Echantillonnage - Partie 13 : lignes directrices
pour I'échantillonnage de boues.

page 15/ 172



Avis de I’Anses
Saisine n°2020-SA-0137

Saisine(s) liée(s) n°2020-SA-0037, 2020-SA-0043, 2020-SA-0056,
2020-SA-0058, 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

STEU étaient issus d’'un questionnaire identique envoyé a toutes les STEU par les
organisateurs de I'étude ; tel que prévu dans la version initiale du protocole d’étude du LNE
utilisée pour I'expertise de I'Anses (2020e).

Afin de s’assurer de la rigueur et de la représentativité des résultats de I'étude, 'Anses a
demandé des données complémentaires qui ont été fournies par le ministere en janvier 2021.
Ces données concernent les différentes STEU (pour I'année 2019 : production de boues,
conformités en équipement et en performance, commune d’implantation de la STEU et filiere
« Eau » de la STEU). A partir de ces données, il apparait notamment que la production de
boues de plusieurs STEU (STEU 1- 500 EH ; STEU 2—-4 000 EH ; STEU 3 — 5000 ; STEU 4
-5 500 EH et STEU 5 —-41 000 EH) est relativement faible, soit 12 % de I'échantillon de STEU.
En effet, de maniére générale (DEB 2009), un EH produit annuellement entre 15 et 20 kg de
matieres seches, soit 0,015 &4 0,020 TMS/an/EH ; au vu des données fournies par le ministére,
les STEU citées ci-dessus ont des productions comprises entre 0,001 et 0,005 TMS/an/EH.
Vu les quantités de boues produites par les STEU sélectionnées dans I'étude, la
représentativité au niveau national n’est pas assurée.

Ces différents éléments de méthode mettent globalement en avant la difficulté de la réalisation
d’une telle étude dans un temps contraint autant pour le choix des STEU que pour la bonne
application des méthodes de prélevement des boues qui restent une matrice complexe.

Malgré I'impossibilité de fournir des conclusions statistiquement validées a partir des données
disponibles, les résultats obtenus, adossés a ceux recensés dans la bibliographie, permettent
d’établir plusieurs recommandations sur les différentes filiéres de traitements/stockages des
boues suivies.

De maniére générale et quel que soit le traitement appligué aux boues de STEU, les
abattements obtenus pour les coliphages somatiques et les bactériophages
ARN F-spécifiques sont trés comparables. Il est ainsi considéré suffisant de n’utiliser a minima
que les coliphages somatiques comme indicateurs indirects de I'efficacité de traitement des
boues de STEU vis-a-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante
dans les boues non traitées et une persistance légérement supérieure vis-a-vis de l'inactivation
thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques.

3.3.3.2. Taux d’abattement en bactériophages et efficacité relative

A noter que cette étude in situ les taux d’abattement mesurés pour les bactériophages ne sont
pas de réels taux d’abattement, les analyses n’ayant pas été réalisées sur un méme lot suivi
dans le temps (analyse des boues non traitées (Co) puis analyse de ces mémes boues aprés
traitement/stockage (C)).

Les mesures ont été réalisées sur deux lots différents. Un lot fraichement produit avant
traitement (Co) et un autre lot ayant été traité/stocké (C). La comparaison ainsi effectuée dans
le rapport ne peut donc étre considérée comme un taux d’abattement au sens strict du terme
mais plutét comme une efficacité relative du traitement/stockage.

Ainsi, avec des systemes a I'équilibre, des temps de séjour au moins égal au temps de réaction
et des entrées relativement constantes, ce calcul d’efficacité relative permettant d’avoir des
valeurs et de comparer des lots entre eux est utilisable pour estimer I'abattement. La valeur
obtenue ne saurait valider I'efficacité réelle d’'un procédé a I'encontre des coliphages mais
pourrait, le temps de la pandémie, permettre une gestion des boues.
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Il est ainsi considéré que ces deux méthodes de mesures (taux d’abattement et efficacité
relative) peuvent permettre d’estimer le seuil d’abattement en bactériophages.

Toutefois, il est a noter que la mesure de l'efficacité relative n'est pas celle actuellement décrite
dans le projet d'arrété qui indique que pour chaque lot de boues épandu, le taux d’abattement
en coliphages somatiques est calculé en comparant sur ce méme lot la concentration en
coliphages somatiques mesurée dans les boues brutes non traitées (CO) et celle mesurée
dans les boues traitées apres stockage (C). La mesure de I'efficacité relative mériterait d’étre
également prévue dans le projet d’arrété.

3.3.3.3. Seuil d’abattement

Un abattement de 4 log (soit 99,99 %) en coliphages somatiques, est le seuil retenu dans le
rapport du LNE (2020) pour valider Tlefficacité du traitement/stockage considéré.
Cet abattement considéré plutdt comme une efficacité relative est obtenu en comparant la
concentration en coliphages somatiques dans des boues non traitées et dans des boues aprés
traitement/stockage.

Dans le cas ou la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieure
a 10* UFP'Y/ g de matiére brute :

o la vérification de I'absence de coliphages somatiques avant épandage (dans les limites
de détection de la méthode) pourrait servir a valider la possibilité d'épandre la boue
traitée/stockée ou ;

e une augmentation de la prise d’essai lors de I'étalement sur boite ou lors de la dilution
des boues pourrait permettre de mesurer I'efficacité relative.

La mesure des abattements doit étre gérée pour chaque lot de boues. La notion de « lots de
boues » mériterait d’étre définie dans le projet d’arrété. Les experts ont utilisé la définition
suivante de la commission permanente des épandages (CPE) du bassin d’Artois Picardie
(CPE-Artois-Picardie 2017) : « Un lot représente une quantité de matieres produites sur une
période identifiée dans des conditions analogues. Il est caractérisé par une analyse
représentative de la période de production. Son cheminement de la production a I'épandage
sur une ou plusieurs parcelles agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une
analyse des paramétres agronomiques et des éléments traces métalliques. On veillera a ce
que cette (ces) analyse(s) soi(en)t représentative(s) du lot produit sur une période donnée.
Dans le cas des boues liquides, un lot sera nécessairement restreint a la capacité du stockage.
Si le nombre de vidanges du silo exceéde le nombre d’analyses demandé réglementairement,
des analyses complémentaires seront nécessaires a une bonne gestion par lot. ».

3.3.3.4. Boues « chaulées » suivi d’un stockage

Avis sur la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées (au sens de I’arrété du 8
janvier 1998) ayant fait I'objet d’un chaulage avec un taux d’incorporation minimum de
chaux de 30 % équivalent CaO/MS puis d’un stockage d’une durée minimale de 3 mois.

Dans cette étude, deux types de traitement ont été appliqués aux boues : un post-chaulage et
un conditionnement a la chaux préalable a la déshydratation par filtre presse.

11 Unité Formant Plage
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En _ce qui concerne le post-chaulage, le descriptif théorique donné dans le rapport du LNE
(2020) est le suivant: « le chaulage est basé sur le malaxage de la boue avec de la chaux vive
(chaux issue directement de la calcination du calcaire), stockée dans un silo dont la capacité
est généralement supérieure a 20 m®. Il se produit une réaction chimique exothermique
(dégageant de la chaleur) permettant I'obtention d’un produit hygiénisé (pH > 12) et solide
(siccité supérieure a 30 %) ». Ce descriptif de traitement correspond bien & un traitement
hygiénisant (pH > 12 et siccité > 30 %) (ADEME 1994). Dans 3 des 4 sites retenus pour ce
traitement, les boues ont été traitées avec de la chaux vive (taux d’incorporation de 13 a
30 %). Dans le dernier site, les boues ont été traitées avec du lait de chaux (taux incorporation
non précisé). Le stockage de ces boues traitées est de 3 mois environ. Le suivi du pH sur les
sites n’est jamais précisé dans le document du LNE (2020).

En ce qui concerne les traitements préalables & une déshydratation par filtre-presse, la
description faite dans le rapport du LNE (2020) précise que les boues sont préalablement
égouttées avec ajout de différents réactifs (polymeére, chlorure ferrique et lait de chaux), avant
d’étre pressées entre des plateaux dotés de toiles filtrantes, a une pression voisine de 15 bars.
Toujours selon ce rapport, la boue ainsi produite est solide, stabilisée et riche en chaux. La
siccité moyenne attendue est supérieure a 30 %. Sur les 5 sites retenus pour ce traitement, la
description du type de chaux utilisé n’est pas toujours détaillée (lait de chaux (2 sites ; taux
incorporation 37 a 45 %), chaux incorporée a 30 % (sans précision sur la nature de la chaux)
pour 1 site, conditionnement minéral pour 1 site et aucune précision pour le dernier site). Les
boues ainsi traitées sont stockées environ 3 mois a I'exception d’'une boue stockée seulement
35 jours.

Seule la siccité des boues est mesurée et suivie. Les boues ainsi chaulées (post-chaulage ou
conditionnement préalable a la déshydratation par filtre-presse), présentent des siccités
globalement supérieures a 30 %.

Seuls 4 des 9 sites étudiés montrent un traitement des boues conforme a la proposition du
projet d’arrété soit un traitement a la chaux supérieure ou égale a 30 % équivalent CaO/MS,
suivi d’'une durée de stockage de 3 mois. Les quantités de chaux apportées sont parfois
moindres et les durées de stockage ne sont pas toujours a 3 mois minimum. La description
des procédés ainsi mis en ceuvre est disparate et incompléte.

L’analyse des donnés soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement
supérieur a 4 log pour les coliphages somatiques et supérieur a 3 log pour les bactériophages
ARN F-spécifiques pour les deux traitements a la chaux considérés (post-chaulage et
conditionnement préalable a un passage en filtre presse) pour 'ensemble des boues étudiées
(bien que seulement 4 des 9 sites répondent aux exigences définies dans le projet d’arrété :
taux minimum d’incorporation de chaux et durée minimale de stockage).

A noter qu’environ 1 log d’écart dans les concentrations initiales en coliphages somatiques
(6,5 - 7,5 log UFP/g MS) et les bactériophages ARN F-spécifiques (4-6 log UFP/g MS) avant
traitement est observé. L’analyse détaillée des données du rapport du LNE (2020) montre qu'’il
y a une efficacité relative moyenne d’abattement, similaire pour les deux types de
bactériophages.

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues, ayant fait I'objet d’'un post-
chaulage ou d’une incorporation de chaux préalablement a une déshydratation par filtre-
presse avec un taux d’incorporation minimum de chaux de 30 % équivalent CaO/MS suivi d’'un
stockage d’une durée minimale de 3 mois, pourraient étre épandues. La représentativité des
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STEU choisies, le nombre d’échantillons de boues analysées et la description des procédés
sont considéreés insuffisants pour établir une recommandation formelle et générale par rapport
au traitement/stockage proposeé. Ainsi, dans le cadre de I'annexe 2 du projet d’arrété, pour
chaque lot de boues, il conviendra de s’assurer qu’un abattement en coliphages somatiques
supérieur ou égal a 4 log est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues.

Un suivi des conditions d’exploitation est recommandé (suivi du taux d’incorporation en chaux
dans les boues, de la siccité des boues et de la durée de stockage avant épandage).

A noter que tous les traitements a la chaux ne peuvent étre considérés comme hygiénisants.
L’hygiénisation suite a un chaulage est effectivement dépendante du type de chaux utilisée
(vive ou éteinte), du pH atteint (pH > 12), de la durée de maintien de ce pH et également de
la montée en température observée apres chaulage. Ainsi, les données présentées dans le
rapport du LNE (2020) ne permettent pas de s’assurer du caractére hygiénisant, mais
seulement d’apprécier les abattements en bactériophages pour les traitements considérés.

3.3.3.5. Séchage solaire sous serre (simple ou avec plancher chauffant)

Avis sur la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées (au sens de I’arrété du 8
janvier 1998) et ayant fait I'objet d’un séchage solaire avec plancher chauffant
permettant d’atteindre une siccité minimale de 80 %.

Dans ce procédé, I'énergie solaire captée au niveau de serres est utilisée pour évaporer I'eau
des boues placées en couche mince sur le sol (séchage solaire simple) ou sur un plancher
chauffant alimenté par une pompe a chaleur. La serre est équipée de ventilateurs/extracteurs
permettant un renouvellement de l'air et 'évacuation de I'humidité. Selon le rapport du LNE
(2020), la siccité des boues ainsi stockées dépasse les 70 %.

En ce qui concerne le séchage en serre solaire « simple », 4 sites ont été étudiées. Selon les
sites, les boues sont restées sous serre 2 semaines, 3 mois, 36 semaines et 12 mois.

En ce qui concerne le séchage en serre solaire avec plancher chauffant, 3 sites ont été étudiés.
Le temps pendant lequel les boues sont restées sous serre n'est pas clairement précisé
(5 semaines, précisé pour seulement 1 des 3 sites).

La description des procédés mis en ceuvre est toutefois considérée trés incompléte, il n’est
par exemple pas précisé si les boues sont retournées au cours de ces séchages, combien de
fois et a quelle fréquence.

Ces boues sont caractérisées par des taux de matiere séche élevés (entre 70 et 95 %). La
siccité la plus importante est observée aprés stockage en serres avec plancher chauffant.

L’analyse des données soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement
supérieur a 4,9 log pour les coliphages somatiques et supérieur a 4 log pour les
bactériophages ARN F-spécifiques pour les deux traitements considérés (serre solaire simple
ou avec plancher chauffant) et 'ensemble des boues étudiées.

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues ayant fait I'objet d’un
séchage solaire simple ou avec plancher chauffant et permettant d’atteindre une siccité
minimale de 80 % pourraient étre épandues. La représentativité des STEU choisies, le nombre
d’échantillons de boues analysées et la description des procédés sont considérés insuffisants
pour établir une recommandation formelle et générale par rapport au traitement/stockage
proposé. Ainsi, dans le cadre de I'annexe 2 du projet d’arrété, pour chaque lot de boues, il
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conviendra de s’assurer qu’un abattement en coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log
est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Un suivi des conditions
d’exploitation est recommandé (suivi de la siccité des boues).

3.3.3.6. Séchage sur lit suivi d’'un stockage

Avis sur la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées (au sens de I’arrété du 8
janvier 1998) et ayant montré a lissue d’une analyse par lot, un taux d’abattement en
coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log et ayant fait I'objet d’un séchage sur
lit puis d’un stockage d’une durée minimale de 45 jours.

Les boues produites sont placées dans des ouvrages constitués de bacs en béton dont le
plancher est rendu étanche. Dans la partie inférieure, le massif filtrant, non colmatant, est
composé de couches superposées de galets, graviers et sable grossier. La durée moyenne
de séchage est estimée a 3 semaines (fonction des conditions climatiques). La siccité
moyenne attendue est supérieure a 30 %.

Sur les 3 sites présentés dans le rapport du LNE (2020) la durée de stockage pour deux sites
est de 45 jours. Pour un site, il semble qu’aucun stockage n’ait été réalisé (date de production
= date de prélevement pour analyses).

L’analyse des données soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement
supérieur a 5 log pour les coliphages somatiques et supérieur a 3 log pour les bactériophages
ARN F-spécifiques pour 'ensemble des boues étudiées. Le trés faible nombre d’échantillons
de boues analysées, I'écart trés important observé concernant les teneurs en matiéres séches
(20 et 90 %) entre les deux boues aprés stockage démontrant une absence probable de
maitrise du procédé, ainsi que le niveau de maitrise jugé faible du traitement par lit de séchage
ne permettent pas de se prononcer formellement par rapport a ce type de procédé.

La définition précise d’un lot est par ailleurs capitale pour ce type de traitement.

3.3.3.7. Digestion anaérobie mésophile suivi d’un stockage

Avis sur la possibilité d’épandage de boues non hygiénisées (au sens de I'arrété du 8
janvier 1998) ayant montré a l'issue d’une analyse par |ot un taux d’abattement en
coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log et ayant fait I'objet d’une digestion
anaérobie mésophile puis d’un stockage d’une durée minimale de 4 mois.

Les boues sont placées préalablement dans un digesteur en conditions anaérobies a une
température d’environ 35 °C. A l'issue de sa digestion, la boue est stockée.

Trois sites ont été étudiés. Les boues ainsi produites ont ensuite été stockées entre 3
semaines et 4 mois selon les sites. Pour un site, la boue est chaulée avant la méthanisation
(ce site ne peut donc étre pris en compte). La description des procédés de méthanisation est
assez sommaire (le temps de séjour par exemple n’est pas toujours préciseé).

L’analyse des donnés soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement
supérieur a 4 log pour les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques et
'ensemble des boues étudiées.

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues, ayant fait I'objet d’'une
digestion mésophile anaérobie suivi d'un stockage minimal de 4 mois, pourraient étre
épandues. La représentativité des STEU choisies et le nombre d’échantillons de boues
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analysées sont considérés insuffisants pour établir une recommandation formelle et générale
par rapport au traitement/stockage proposé. Ainsi, dans le cadre de I'annexe 2 du projet
d’'arrété, pour chaque lot de boues, il conviendra de s’assurer qu’un abattement en coliphages
somatiques supérieur ou égal a 4 log est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de
boues.

Bibby et Peccia (2013) ont montré que I'abattement du coronavirus humain HKU1 est élevé
dans les digesteurs anaérobies. L'ltalian national institute of health (INIH) suggére d’attendre
15-21 jours a 30-35°C de digestion anaérobie avant utilisation des boues en agriculture
(INIH 2020). Le coronavirus murin (MHV) et le phage ®6 persistent entre 10-20 jours apres
une digestion anaérobie des boues a 35 - 45 °C (Balboa et al. 2020).

3.3.3.8. Stockage non aéré de boues liguides, centrifugation suivi d’un stockage
en benne ou filtres plantés de roseaux

Les analyses réalisées sur les boues ayant subi ces traitements/stockages ne permettent pas
un abattement considéré comme suffisant en bactériophages (< 2 log que ce soit pour les
coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F-spécifiques). Ces boues ne peuvent
donc entrer dans le cadre du projet d’arrété.

A noter toutefois que le protocole de suivi des phages n’est pas adapté aux filtres plantés de
roseaux. Le temps de stockage étant de l'ordre de I'année voire de plusieurs années, le
protocole de suivi n’est pas adapté et il n’est donc pas possible de conclure pour cette filiere
de traitement/stockage au regard de I'abattement en bactériophages. Par ailleurs, les experts
considérent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent
dans ces conditions est considérée extrémement faible. Les experts considérent que ces
boues pourraient donc étre épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.

3.4. Conclusions par rapport ala question 3

> Boues traitées a la chaux suivi d’un stockage de 3 mois minimum, boues obte-
nues par séchage solaire sous serre et boues obtenues par digestion mésophile
suivi d’un stockage de 4 mois minimum
Bien que les données du LNE (2020) montrent un abattement en coliphages somatiques
supérieur a 4 log, les données soumises ne permettent pas d’établir de recommandations
formelles et générales par rapport aux boues obtenues suite a ces traitements/stockages.

En effet, il n’est pas possible de s’assurer de la représentativité de ces boues et des données
soumises, considérant :

« le faible nombre de STEU étudiées au regard de la diversité des conditions de traite-
ment et de stockage pouvant étre retrouvées dans les différentes STEU en France ;

o |e faible nombre de boues analysées ;

¢ la description sommaire des procédés mis en ceuvre pour obtenir ces boues.
Ainsi, dans le cadre de I'annexe 2 du projet d’arrété, pour chaque lot de boues produites il
conviendra de s’assurer qu’un abattement en coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log
soit bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Le taux d’abattement est mesuré
conformément a la méthodologie décrite en annexe 3 du projet d’arrété ou a une méthodologie
équivalente.
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Les experts soulignent la nécessité d’'une « bancarisation » des données'? techniques et
analytiques afin de permettre une éventuelle exploitation ou ré-exploitations a posteriori des
résultats.

> Boues obtenues par séchage sur lit suivi d’'un stockage de 45 jours

Le faible nombre de données disponibles et la disparité du peu de données mesurées sur les
boues (teneur en matiéres séches notamment) ne permettent pas de s’assurer de la maitrise
des procédés et ne permettent donc pas de se prononcer formellement par rapport a ce type
de procédé.

> Boues obtenues suite a un stockage non aéré de boues liquides, centrifugation
suivi d’un stockage en benne ou par filtres plantés de roseaux.
Les analyses réalisées sur les boues ayant subi ces traitements/stockages ne montrent pas
un abattement considéré comme suffisant en bactériophages (< 2 log que ce soit pour les
coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F-spécifiques). Ces boues ne peuvent
donc entrer dans le cadre du projet d’arrété.

A noter toutefois que le protocole de suivi des phages n’est pas adapté aux filtres plantés de
roseaux. Le temps de stockage étant de I'ordre de I'année voire de plusieurs années, le
protocole de suivi n’est pas adapté et il n’est donc pas possible de conclure pour cette filiere
de traitement/stockage au regard de I'abattement en bactériophages. Par ailleurs, les experts
considerent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent
dans ces conditions est considérée extrémement faible. Les experts considérent que ces
boues pourraient donc étre épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.

» Synthése des filieres de traitements/stockage retenues

Une synthése des filieres de traitements/stockage pouvant étre retenues sur la base du rapport
du LNE (2020) est présentée en tableau 2.

12 Processus permettant de conserver les données dans le cadre organisé d'une base de données d'oli il est aisé de les extraire
au moyen de requétes.
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Tableau 2 : Synthése des filieres de traitements/stockage pouvant étre retenues sur la base du
rapport du LNE (2020) de suivi des bactériophages.

. Conditions minimales Possibilité d’épandage et
Filieres L
de stockage conditions
Boues chaulées 3 mois
] = Epandage possible de ces

Serre solaire ou avec Teneur de matieres boues si et seulement si

plancher chauffant séche > 80 % confirmation d'un taux

Lit de séchage 1.5 mois abattement en coliphages
somatiques de 4 log pour

Digestion anaérobie . chaque lot

X . 4 mois

mesophile

Stockage non aéré de boues

S Aucune

liquides
Pas de possibilité d’épandage

Centrifugation et stockage

Aucune

en benne
Pas de possibilité d’épandage
sur la base du rapport du LNE
(2020).

Filtres plantés de roseaux Aucune TOUt?f?'S’ les experts
considérent que ces boues
pourraient étre épandues sans
conditions préalables de suivi
des bactériophages.
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail a
été saisie le 19 octobre 2020 par le Ministere de la transition écologique (Direction de
l'aménagement du logement et de la nature) pour la réalisation de I'expertise suivante :
« demande d'avis sur le projet d'arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage de
boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de COVID-19 ».

I était plus précisément demandé a 'Agence dans le cadre de cet avis :

o d’évaluer la pertinence d’appliquer le taux d’incidence hebdomadaire de la COVID-19
d’'un département pour déterminer la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées
provenant d’une station de ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de
10/100 000 habitants envisagé (question 1) ;

e d’évaluer la possibilité, sur la base du rapport du LNE (2020) présentant les résultats
de 'abattement des bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux
usées, d’épandre des boues non hygiénisées (au sens de l'arrété du 8 janvier 1998)
deés lors qu’elles ont fait I'objet d’'un traitement et/ou d’'un stockage permettant de mon-
trer un taux d’abattement suffisant des bactériophages (question 3).

Une actualisation des connaissances a également été réalisée dans le cadre de cette saisine.

Les questions 2 et 4 ont fait Pobjet d’un rapport d’expertise scientifique et technique
par les laboratoires dédiés du Pdole Recherche et Référence de I’Anses (Laboratoire
d’hydrologie de Nancy) (Anses 2021). (cf Annexe 5)

Taux d’incidence hebdomadaire de I’épidémie de COVID-19 et épandage

En ce qui concerne la pertinence d’appliquer le taux d’incidence hebdomadaire de la COVID-
19 d’'un département pour déterminer la possibilité d’épandre des boues non hygiénisées
provenant d’'une STEU de ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100
000 habitants, 'Anses considére que l'utilisation de cet indicateur pour estimer 'absence de
virus dans les boues des STEU présentes sur ce département, pendant la période de
production des boues, présente trop d’incertitudes.

Le taux d’incidence correspond au nombre de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours
glissants. Il existe plusieurs sources d’incertitude, notamment une incertitude temporelle :
d'une part le SARS-Cov-2 peut étre détecté trés précocement dans les eaux usées générant
des boues bien avant les indicateurs épidémiologiques et d’autre part le taux d’incidence
hebdomadaire étant une moyenne, il ne représente que partiellement I'évolution possible
rapide de I'épidémie.

Il existe également une incertitude de nature spatiale, relative aux difficultés dans certaines
situations, a établir une correspondance entre l'incidence hebdomadaire d’'un département,
qui représente une valeur moyenne sur le département, et des contaminations potentiellement
différentes entre des stations de traitement des eaux situées en différents lieux dans ce
département.
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Actualisation des connaissances concernant le virus SARS-CoV-2 dans les boues

m L’analyse de la bibliographie, arrétée au 31 décembre 2020, confirme une nouvelle fois la
présence de génome du SARS-CoV-2 dans des EU brutes, dans les EU traitées ou dans
les boues des STEU, sans toutefois préciser ni la persistance, ni I'intégrité du virus dans
les boues traitées, ni le risque infectieux associé. Elle indique que, malgré une potentielle
persistance relative (quelques jours) dans les EU comme dans les selles, le virus semble
perdre dans les EU une partie de son intégrité et de son caractére infectieux.

= Aucune donnée retrouvée au 31 décembre 2020 ne permet d’actualiser la liste des procé-
dés qui pourraient conduire a un abattement du SARS-CoV-2 (durée de stockage ou tem-
pérature).

L’Agence souligne a nouveau le nombre limité d’études et données disponibles concernant le
virus SARS-CoV-2 dans les boues issues des STEU. L’acquisition de données expérimentales
et/ou d’informations complémentaires sur la quantification, l'infectiosité et la persistance du
virus SARS-CoV-2 dans les différents milieux (notamment eaux usées brutes et boues), ainsi
que chez 'Homme (tropisme digestif, excrétion de virus infectieux dans les selles) pourrait
permettre de lever un grand nombre d’incertitudes.

Analyse globale du rapport d’étude du (LNE 2020) relatif a I’étude de I’'abattement des
bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux usées

L’Anses rappelle la recommandation de sa précédente note d’AST (Anses 2020d) de réaliser
'étude de cinétique également a la température de 35°C (température observée en
méthanisation mésophile notamment).

Les STEU retenues dans cette étude ne sont pas totalement représentatifs du parc francais
en termes de capacité nominale de traitement. Les STEU de capacité nominale supérieure a
2 000 EH sont surreprésentées et les trés petites STEU
(< 200 EH) sont absentes de I'étude. Par ailleurs les quantités de boues produites par les
STEU sélectionnées dans I'étude, ne couvrent pas I'’hétérogénéité des pratiques nationales.

Si certains résultats sont mobilisables pour suivre [lefficacité des différents
traitements/procédés de stockage, la généralisation des résultats d’analyse observés pour un
traitement/stockage donné a I'ensemble de ces mémes traitements/stockages en France
présente une certaine incertitude. En effet, le nombre d’échantillons de boues analysés reste
faible, les traitements appliqués aux boues ou encore les conditions de stockage ne sont
souvent que partiellement décrits et ne permettent que d’observer des tendances pour les
traitements ou conditions de stockage étudiés par rapport aux abattements constatés.

Intérét du suivi des bactériophages comme indicateur de SARS-Cov-2

Les deux groupes de bactériophages étudiés dans le rapport du LNE (2020) (coliphages
somatiques et bactériophages ARN F-spécifiques) peuvent dans [I'état actuel des
connaissances étre considérés comme des indicateurs d’efficacité de traitement. Les
arguments présentés par I'’Anses (2020f) et dans I'état actuel des connaissances scientifiques
publiées conduisent a considérer que les bactériophages sont plus résistants que les virus
enveloppés dont font partie les coronavirus, incluant le SARS-CoV-2 et a formuler I'hypothése
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suivante : utiliser la cinétique d’élimination des bactériophages comme indicateur du SARS
COV-2 est acceptable.

L'Anses souligne toutefois que le raisonnement considéré précédemment est un raisonnement
théorique s’appuyant sur les connaissances actuelles. Le lien spécifique entre la cinétique
d’abattement des phages ARN F-spécifiques et des phages somatiques utilisés comme
indicateurs et la disparition des coronavirus SARS-CoV-2 restant encore a démontrer
expérimentalement.

Par ailleurs, les conclusions de l'avis en réponses aux questions 2 et 4 de cette saisine
soulignent que la quantification dans les boues du génome de SARS-CoV-2, méthode
recommandé par 'Anses (2020d) en premiére intention pour les boues non hygiénisées
présente des incertitudes fortes (Anses 2021) (Annexe 5) :

« Aucune structure normative, académique ou de référence n’est actuellement en mesure de
proposer une méthode de référence. Par conséquent, les laboratoires qui ont analysé des
échantillons de boues pour rechercher du génome de SARS-CoV-2, se sont basés sur leur
propre expérience et leur propre développement, ce qui explique le constat d’hétérogénéité
gui se dégage des retours du questionnaire adressé aux laboratoires et des auditions. La
diversité constatée dans les pratiques analytiques des laboratoires a toutes les étapes des
modes opératoires, pourrait conduire a des performances significativement différentes. Une
évaluation des performances des laboratoires serait donc particulierement utile mais
actuellement, un seul laboratoire dispose d’une accréditation dans le domaine de la
microbiologie des boues, et elle ne concerne que la recherche des entérovirus cultivables et
de leur génome par RT-PCR. Qu'il s’agisse des MF/SC ou des boues, en dehors du laboratoire
mentionné ci-dessus, I'état actuel des accréditations ne permet donc pas d’identifier de
structures disposant de compétences analytiques par biologie moléculaire (PCR ou RT-PCR)
pour les paramétres microbiologigues sur ces matrices. Tenant compte de cette configuration,
il serait difficile et long d’aboutir a I'accréditation de laboratoires pour la détection/quantification
du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. ».

Recommandations de I’Agence par rapport a I’'annexe 2 du projet d’arrété

L’Anses rappelle que l'article 1 du projet d’arrété prévoit qu’'une « méthodologie équivalente »
puisse étre utilisée pour détecter le génome du virus SARS-Cov-2 dans les boues en sus de
la méthodologie décrite en annexe 2 du projet d’arrété.

Concernant le protocole de I'annexe 2 du projet d’arrété, ’Anses estime qu’il est préférable
d'utiliser les coliphages somatiques comme indicateurs indirects de I'efficacité de traitement
des boues de STEU vis-a-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante
dans les boues non traitées et une persistance légérement supérieure vis-a-vis de l'inactivation
thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques. Les abattements obtenus pour
les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques étant trées comparables.

Un abattement de 4 log (soit 99,99 %) est le seuil retenu pour valider I'efficacité d’un
traitement.

Ainsi, sur cette base et considérant les résultats présentés dans le rapport du LNE (2020),
'’Anses estime gue les boues non hygiénisées (au sens de l'arrété du 8 janvier 1998)
peuvent étre épandues a l'issue d’'une analyse par lot confirmant un taux d’abattement en
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coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log, dés lors qu’elles ont fait I'objet d’'un des
traitements suivants :
e boues ayant fait I'objet d’'un traitement a la chaux avec un taux d’'incorporation minimum
de chaux de 30 % équivalent CaO/MS suivi d’'un stockage d’'une durée minimale de 3
mois ;
e boues ayant fait 'objet d’'un séchage solaire sous serre avec ou sans plancher chauf-
fant permettant d’atteindre une siccité minimale de 80 % ;

e boues ayant fait 'objet d’'une digestion anaérobie mésophile suivie d’'un stockage d’une
durée minimale de 4 mois.

Toutefois, pour chagque lot de boues produites, il conviendra de s’assurer qu’un abattement
en coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log est bien obtenu avant tout épandage.

Dans le cas ou la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieur
a 10* UFP/ g de matiere brute la vérification de I'absence de coliphages somatiques avant
épandage (dans les limites de détection de la méthode) pourrait servir a valider la possibilité
d'épandre la boue traitée/stockée ou alors une augmentation de la prise d’essai lors de
I'étalement sur boite ou lors du traitement de I'échantillons pourrait permettre de mesurer
I'efficacité relative.

Le taux d’abattement doit étre mesuré conformément a la méthodologie décrite en annexe 3
du projet d’arrété ou a une méthodologie équivalente.

Il conviendra de « bancariser » les données (i.e enregistrements des données au niveau
national) pour permettre une éventuelle utilisation des résultats.

Par ailleurs il est recommandé de suivre :

- Pour les boues chaulées : les conditions d’exploitation (suivi du taux d’incorporation en
chaux dans les boues, de la siccité des boues et de la durée de stockage avant
épandage).

- Pour les séchages solaires sous serre : les conditions d’exploitation (suivi de la siccité
des boues).

- Pour les digestions anaérobies mésophiles : les conditions d’exploitation (temps de
rétention hydraulique minimum, température, durée de stockage).

En ce qui concerne les autres boues et filieres de traitements étudiés dans ce rapport :

= Boues obtenues par séchage sur lit suivi d’un stockage de 45 jours

Le faible nombre de données disponibles sur les boues (teneur en matiere séche notamment)
et leur disparité ne permettent pas de s’assurer de la maitrise des procédés et ne permet donc
pas de se prononcer formellement par rapport & ce type de procédé.

m Boues obtenues suite & un stockage non aéré de boues liquides, a une centrifuga-

tion suivi d’un stockage en benne ou a un traitement par filtres plantés de roseaux

Les analyses réalisées sur les boues ayant subi ces traitements/stockages ne montrent pas
un abattement considéré comme suffisant en bactériophages (< 2 log que ce soit pour les
coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F-spécifiques). Ces boues ne peuvent
donc entrer dans le cadre du projet d’arrété et doivent donc obligatoirement répondre aux
exigences de l'arrété du 30 avril 2020 avant de pouvoir étre épandues.

A noter par ailleurs que le protocole de suivi des phages n’est pas adapté aux filtres plantés
de roseaux. Le temps de stockage étant de I'ordre de I'année voire de plusieurs années, le
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protocole de suivi n’est pas adapté et il n’est donc pas possible de conclure pour cette filiere
de traitement/stockage. Cependant, la probabilité que les virus survivent dans ces conditions
est considérée par les experts comme extrémement faible.

Autres recommandations

La notion de « lots de boues » doit d’étre précisée dans le projet d’arrété. Une définition basée
sur celle de la commission permanente des épandages (CPE) du bassin d’Artois Picardie
(CPE-Artois-Picardie 2017) est proposée dans le présent avis :

« Un lot représente une quantité de matiéres produites sur une période identifiée dans des
conditions analogues. Il est caractérisé par une analyse représentative de la période de
production. Son cheminement de la production a I'épandage sur une ou plusieurs parcelles
agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une analyse des parameétres
agronomigues et des éléments traces métalliques. On veillera a ce que cette (ces) analyse(s)
soi(en)t représentative(s) du lot produit sur une période donnée. Dans le cas des boues
liquides, un lot sera nécessairement restreint a la capacité du stockage. Si le nombre de
vidanges du silo excede le nombre d’analyses demandé réglementairement, des analyses
complémentaires seront nécessaires a une bonne gestion par lot. »

La mesure de l'efficacité relative mériterait d’étre introduite et définie dans le projet d’arrété au
méme titre que le taux d’abattement.

Par ailleurs, 'Anses restera attentive aux études et informations a venir susceptibles de faire
évoluer cette évaluation.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, assainissement, hygiénisation, station d’épuration,
eaux usées, STEU, boues, transmission, épandage, protocole, bactériophage.

SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, sewage, wastewater, sewage treatment plant, sewage
sludge, experimental protocol, land application, bacteriophage.
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ANNEXE 2 : LETTRE DE SAISINE

2020-5A-0137

MINISTERE Direction générale de 'aménagement,
DE LA TRANSITION du logement et de la nature
ECOLOGIQUE

Liderrd

Egaiieé
Frarteraisd

Direction da 'sau &l de la biodiversié pa e 1 3 OCT. 2020

Sous-direction de la protection el de la gesfion de l'eau,
des ressowrces minérales ef des écosyslémas aqualigues

Bursau de la lutte contre les polluticns domestigues et La directrice générale de I'aménagement du
industnefes logement et de la nature
a

Mansieur le Directeur général
Agence nationzle de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de 'environnement et du travail
Mos rif. ; 2020 457 EARMA LM Lettre de saisine de 'ANSES projet
d'arrété modifiant "arrété boues covid
Affaire suivie par | lucle. marsolliendevelgppamant-durabla, gouw fr
TéL 001 40 51 35 08

Objet : demande d’avis sur le projet d arrété modifiant l'arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités
d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de covid-19

Pz

- projet d'arrété modifiant "arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage de boues pendant
la erise sanitaire

- rapport d'étude relatif  I'abattement des bactériophages dans les boues de stations de traitement des
faux usées

Depuis e début de |'épidémie de covid-19, plusieurs études ant mis en évidence la présence d'ARN viral du SARS-
COV 2 dans les eaux uséas, Cela 2 conduit I'Etat 2 interroger IANSES sur les rsgues de propagation du virus via
I'épandage des boues d'épuration urbaines sur les sols agricalas el les éventuelss mesuras & prendra pour limiter
ce risque. L'ANSES a rendu son av s ke 27 mars 2020, Sur cette base, I'Etat a conditionné, via 'amrété du 30 avril
2020, I'épandage de boues sur les sols agricoles, en forét ou 4 des fins de végétalisation ou de reconstitution de
sals & leur hyglénisation préalable. Cette disposition concarne toutes les boues exiraites aprés la date d'entrée en
zone d'exposition & risgua pour le COVID-18.

Ces nouvelles exigences posent des difficultes aux collectivités du fait des dépsnses imprévues et parfois élevées
gu'elles occasionnent, en fonctionnement etiou &n investissement. Face & celte sitluation et considarant que cette
crise sanitaire pourrait perdurer, il nous faut envisager des pratiques plus adaptées au contexte local.

Aussi, dans le cadra d'une saisine complémentaire de notre part, mes services vous ont adressé le 15 mai 2020
deux projets de protocales dans le but d'étudier le taux d'abattement de bactériophages dans les boues dans
Iattente d'une méthode normalisée du suivi du SARS-CoV-2. Dans ses conclusions, publiges le 19 juin 2020,
'agence confirmait lintérét des protocoles pour valider les indicateurs d'efficacité de traitements d'inactivation
virale. Sur la base des commentaires et recommandations émis dans cette rote dappui technique, nous vous
adressons en piéce jointa, le rapport d'étude présentant les résultats de la mize en ceuvre de ces deux protocoles.

De plus, dans caette méme note du 19 juin 2020, 'agence préconisait « en premiére intention de procéder pour les
boues non hygiéniséss, & la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans ces bouss » en
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précisant que « F'absence de génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues analysées, dans les conditions de
controle qualité adaptée, est synonyme d'absence de SARS-CoV-12 Infectieux ». Des échanges entre nos
services ont parmis de préciser quelques modalités opérationnelles & respecter et a sulvre pour la réalisation des
ces analyses PCR. Ces modalités mériteraient d'étre confirmées et, le cas échéant complétées, par 'Agence afin
que les résultats obtenus soient suffisamment robustes, pour autoriser, en tout sécurité, I'épandage des boues
sans hygiénisation.

Par ailleurs, considérant que les dates d'entrée en zone d'exposition & risques pour le covid-19 ont été définies
pour chaque département sur la base du taux d'incidence hebdomadaire du COVID-19 publié chaque semaine
par Santé publique France, il est apparu envisageable et cohérent d'utiliser & nouveau cet indicateur pour évaluer
la situation épidémique d’'un département et déterminer sl I'épandage des boues est possible ou non. Cependant
des difficultés ont été mises en avant sur l'applicabilité de cet indicateur, défini pour chaque département, &
I'échelle d’une station de traitement des eaux usées en raison des éventuelles zones de concentration du virus
qui pourraient étre masquées a I'échelle départementale mais qui auraient un effet sur la qualité des boues
localement.

L'ensemble de ces éléments a conduit la direction générale de I'aménagement, du logement et de la nature, la
direction générale de la prévention des risques et la direction générale de |'alimentation, a élaborer un projet
darrété modifiant l'arrété du 30 avril 2020 afin de faire évoluer le cadre réglementaire relatif a 'épandage des
boues pendant la crise sanitaire.

Aussi, nous sollicitons votre avis sur le projet d'arrété ci-joint, et particuliérement sur les éléments suivants :

- laperiinence d'appliquer le taux d'incidence hebdomadaire du covid-19 d'un département pour déterminer
la possibilité d'épandre des boues non hygiénisées provenant d'une station de ce département et le cas
échéant la pertinence du seull de 10/100 000 habitants envisagé.

- les modalités d'échantillonnage et d'analyse du génome du SARS-COV-2 prévues au 3° de l'article 1 du
projet d'arrété. Ces dispositions ont été définies sur la base des échanges avec vos services et a partir
des modalités d’échantilionnage et d'analyse décrites dans I'arrété du 8 janvier 1898.

- lapossibilité d'épandre des boues non hygiénisées (au sens de |'arrété du 8 janvier 1998) dés lors qu'elles
ont fait I'objet d'un des traitements suivants, dans les conditions qui ont permis de montrer un taux
d'abattement suffisant des bactériophages, a savoir :

o les boues ayant fait I'objet d'un chaulage avec un taux d'incorporation minimum de chaux de 30%
équivalent CaO/MS puis d’un stockage d'une durée minimale de 3 mois.

o les boues ayant fait l'objet d'un séchage solaire avec plancher chauffant permettant d'atteindre
une siccité minimale de 80%. '

- la possibilité d'épandre des lots de boues non hygiénisées (au sens de l'arrété du 8 janvier 1988) & l'issue
d'une analyse par lot confirmant un taux abattement en coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log,
dés lors qu'ils ont fait 'objet d'un des traitements suivants

o un séchage sur lit puis un stockage d'une durée minimale de 1.5 mois.
o une digestion anaérabie mésophile puis un stockage d'une durée minimale de 4 mois.

Par ailleurs, nous vous remercions de bien vouloir formuler des recommandations concernant 'utilisation de la
RT-PCR:

- laou les fréquences minimales d'analyse du génome du SARS-CoV-2 qu'il conviendrait de faire figurer
dans le futur arrété ;

- laméthode de préparation des échantillons, la prise d’essai, la méthode d'extraction du virus de la matrice
boue ainsi que la méthode d'extraction des acides nucléigues qu'il conviendrait de préciser dans le
protocole d'échantillonnage et d'analyse du génome sur SARS-CoV-2 |

- la matrice pour laquelle 'accréditation sur la méthode RT-PCR est requise.
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L'avis de volre agence sur ces questions est attendu au plus tard le 18 décembre 2020, Cet avis endra compte
de |'évalution des connaissances disponibles sur linfectiosité du SARS-CoV-2 dans les selles humaines, les eaux
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GLOSSAIRE

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
DGAL : Direction Générale de I'Alimentation (Ministére de I’Agriculture et de I’Alimentation)
MTES : Ministére de la Transition Ecologique et Solidaire

DGALN : Direction Générale de 'Aménagement, du Logement et de la Nature (Ministére de la
Transition Ecologique)

DEB : Direction de I'Eau et de la Biodiversité (Ministére de la Transition Ecologique)
FP2E : Fédération Professionnelle des Entreprises de 'Eau

FNCCR : Fédération nationale des collectivités concédantes et régies

STEU : Station de traitement des eaux urbaines

EH : Equivalent habitants

RT-PCR : RetroTranscription-Polymerase Chain Reaction

RT-gPCR : RetroTranscription-Polymerase Chain Reaction quantitative UFP :
unité de concentration en bactériophages (pfu : plaque forming units) NF : norme

francaise
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1 CONTEXTE ET OBJECTIFS

Comme suite a l'avis ANSES du 27 mars 2020 sur les risques liés a I'épandage des boues
durant I'épidémie de Covid 19, une instruction ministérielle a été adressée aux préfets le 2 avril
2020 par la DGALN et le DGAL prévoyant notamment I'interdiction d’épandage de boues non
hygiénisées. Un arrété du 20 avril 2020 est venu confirmer ces nouvelles exigences.

La pratique de déshydratation et d’hygiénisation des boues n’étant pas si fréquente notamment
au sein des petites collectivités, certains exploitants de stations d’épuration se sont organisés
pour transférer leurs boues vers d’autres stations d’épuration pratiquant I'’hygiénisation ou ont
fait appel a des unités de déshydratation mobiles avant compostage ou chaulage. Ces pra-
tiques d’urgence sont onéreuses. Il est donc impérieux d’envisager des pratiques plus adap-
tées au contexte local. D’autant plus que I'Avis de 'Anses du 27 mars 2020 a été conduit en
fonction de I'état des connaissances disponibles, qui restaient trés limitées et en conséquence,
c’est donc le principe de précaution qui s’est appliqué.

Sur la base de certaines recommandations de I'avis Anses du 27 mars 2020, une étude natio-
nale a été construite avec les parties prenantes de cette filiere afin de pouvoir estimer dans
différentes configurations les taux d’abattement du SARS-CoV-2 de maniére indirecte dans
les stations de traitement des eaux usées ne pratiquant pas I'hygiénisation de leurs boues.

Ce rapport présente :

1) le cadre général de gouvernance de cette étude,

2) les deux approches complémentaires a I'’hygiénisation :
A. Etude de la cinétique d’élimination des bactériophages dans les boues liquides de STEU
en laboratoire pour définir des conditions de stockage pour obtenir 4 unités logarithmiques
d’abattement.
B. Etude de I'abattement moyen en bactériophages au cours des processus de stockage
des boues in situ qui ont été ont mises en ceuvre tout en argumentant des choix techniques
qui ont été décidés et appliqués,

3) les résultats, discutés, obtenus par ces 2 approches.

Ce rapport améne des éléments de précisions en réponse a la note d’appui scientifique de
'’Anses du 19 juin 2020.

1.1 GOUVERNANCE
Pour coordonner cette étude, un COPIL a été instauré sous la coordination du MTES.
Membres du COPIL :

Laure SOULIAC (MTES, DEB)

Lucile MARSOLLIER (MTES, DEB)
Emmanuel MORICE (MTES, DEB)
Christophe VENTURINI (MTES, DEB)
Denis SNIDARO (FP2E - SUEZ)
Laurent BRUNET (FP2E - SUEZ)
Régis TAISNE (FNCCR)

Valery ESTIER (FNCCR)

Laure SEMBLAT (FNCCR)

Sophie RAPENNE (Grand Besancgon)
Christophe GANTZER (Université Lorraine/CNRS)
Nathalie GUIGUES (LNE)

Sophie LARDY-FONTAN (LNE)
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Réles et responsabilités :

Tableau 1 : Gouvernance du projet

PARTIES PRENANTES RESPONSABILITES

— Pilotage

DEB — Constitution du COPIL

— Coordination technique de 'étude

— Cadrage technique : établissement de recommandations pour
LNE 'ensemble des opérateurs de la chaine de mesure, du préléevement

alanalyse
— Sélection du laboratoire analyse
— Collecte, interprétation et restitution des données de I'étude

Université de

Lorraine/CNRS — Expert portant appui au LNE
— Sélection des stations
FNCCR — Coordination des campagnes d’échantillonnage

— Collecte des informations sur les filieres et stations sélectionnées

— Sélection des stations
FP2E — Coordination des campagnes d’échantillonnage
— Collecte des informations sur les filieres et stations sélectionnées

Calendrier :

Le COPIL s’est réuni en pléniére 7 fois entre le 15 avril 2020 et le 1°¢" septembre 2020

(Tableau 2).
Tableau 2 : Réunions du COPIL

Date des réunions

pléniéres

15 avril 2020 Présentation de la problématique de I'épandage des boues
A i ére : Y 7

21 avril 2020 Présentation de la 1° version du protocole d’étude

Objet de la réunion

Présentation de la 2™ version du protocole de I'étude + res-

30 avril 2020 titution des réunions sur les capacités analytiques des
laboratoires sollicités

Présentation de la 3°™ version du protocole de I'étude

—> Protocole d’étude validé et lancement de I’étude

5 juin 2020 Etat d’avancement de 'étude

- Présentation des résultats a date et discussion sur le retour
3 juillet 2020 SAISINE ANSES SA068
1 septembre 2020 Discussion et validation du rapport envoyé a I'’Anses

12 mai 2020

En paralléle, des réunions en comité restreint ont été organisées entre les différents membres
du COPIL.

1.2 JUSTIFICATION DE L’UTILISATION DES BACTERIOPHAGES COMME INDICATEURS

1.2.1 Méthodes directes de recherche et de dénombrement du SARS-CoV-2 :
principes, limites et capacité des laboratoires

Il existe deux principes de mesures directes du SARS-CoV-2 : la RT-PCR (RetroTranscrip-
tion-Polymerase Chain Reaction) et la culture cellulaire. Le Tableau 3 présente les prin-
cipes, avantages et limites de ces techniques.
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Tableau 3 : Principes, avantages et limites des méthodes directes de recherche et de dénom-

brement du SARS-CoV-2

RT-PCR (temps réel) Culture cellulaire

Principe Aprés exfraction et purification du Elle est basée sur la multiplication
général génome viral contenu dans un virale sur des cellules sensibles.
échantillon, la technigue de PCR Un inoculum obtenu & partir d'un
permet d'amplifier une séquence échantillon envirennemental est mis
d’ADN specifique du SARS-CoV-2 en  en contact avec un tapis de cellules
plusieurs millions dexemplaires. sensibles a linfection et maintenues
Cette meéthodologie consiste & en culture dans un milieu nutritif
polymeriser de fagcon répétée a l'aide approprie avant de subir une étape de
d'une enzyme thermostable, le brin  dénombrement.
complémentaire  d'un  fragment
d’ADN. Avant I'étape de PCR, il est
nécessaire de réaliser la
transformation de I'ARN viral en
ADNc (ADN complémentaire) a l'aide
d'une enzyme de rétrotranscription et
d'une amorce anti-sens.
Le principe de la quantification
repose sur une émission de
fluorescence proportionnelle a la
quantité de génome produite pendant
la réaction qui permet de déduire la
quantité initiale d’ADN présente dans
I'échantillon.
L'approche permet de mesurer un
niveau de contamination du génome
viral qu'il soit libre ou encapsidé
Avantages  Methode sensible et specifique C’est la methode de référence pour
Rapide (4h) etablir le caractére infectieux des virus
et évaluer I'efficacité des traitements.
Permet de statuer sur la présence de
particules virales infectieuses
Limites Phénoménes d'interférences Complexe a mettre en ceuvre. La
induisant des effets d'inhibition. plupart des protocoles d'extraction des
Pas de normes ou methodes de virus de la matrice boue sont adaptés
référence disponibles. aux wirus nus et non aux virus
Faible volume analysé qui augmente enveloppes.
Ia limite de détection et peut diminuer
la représentativité de I'échantillon. Pas de normes ou méthodes de
Ne permet pas de statuer sur la référence disponibles
presence de parlicules virales
infectieuses et ne permet donc pas
d'évaluer I'efficacité d'un traitement.

En avril 2020, le Laboratoire d’Hydrologie de Nancy a adressé un questionnaire aux 143
laboratoires disposant d’'un agrément du ministére de la santé et/ou du ministére de I'envi-
ronnement afin d’établir un état des lieux des capacités analytiques des laboratoires (Me-
sures directes et indirectes) concernant le SARS-CoV-2 dans les matrices résiduaires. Cette
enquéte montre qu’ «Aucun laboratoire ne déclare étre en mesure de réaliser des analyses
par culture cellulaire de SARS-CoV-2 a partir d’échantillons résiduaires. A noter que 3 labo-
ratoires possedent une accréditation dans le domaine du contrble des matrices résiduaires,
des fertilisants, support de culture ainsi qu’une accréditation en portée flexible pour la dé-
tection/quantification de génome viral par RT-PCR. L'un d’eux propose déja des analyses
gualitatives de génome de SARS-CoV-2 dans les boues, les deux autres souhaitent déve-
lopper ces prestations sur matrices résiduaires.»

Dans une publication scientifique de Kitajima et al. (2020), il est rappelé que de nombreux
travaux scientifiques ont démontré que les méthodes classiques de concentration de virus
dans les matrices de type boues sont inefficaces pour récupérer des virus enveloppés- tel
que le SARS-CoV-2, a partir de ce type d'échantillons. En outre, les auteurs concluent : «
S'il est difficile de déterminer les valeurs de réduction log10 du SARS-CoV-2 lui-méme en
raison de la disponibilité du virus et / ou des restrictions de biosécurité, des modéles de
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virus enveloppés tels que les CoV humains, le MHV ou le phage Pseudomonas ®6 peuvent
étre utilisés pour des expériences en laboratoire ou des études pilotes a grande échelle »
et que

« Actuellement, les tests RT-qPCR développés pour les tests cliniques sont utilisés pour la
détection d’ARN du SARS-CoV-2 dans des échantillons environnementaux. Des études en-
vironnementales récentes ont indiqué que différents tests pouvaient produire des résultats
contradictoires (Ahmed et al., 2020; Medema et al., 2020). De plus, les taux de faux négatifs
(dus a des amorces / sondes mal congues ou a une mutation virale dans la région du gé-
nome ciblée) de ces tests doivent étre évalués par plusieurs laboratoires. Pour une applica-
tion environnementale, la sensibilité de ces méthodes RT-qPCR doit étre évaluée. La prin-
cipale limitation de la gPCR est qu'elle ne fournit pas d'informations sur la viabilité. Un pro-
tocole normalisé pour récupérer et détecter le SARS-CoV-2 a partir d'échantillons de I'envi-
ronnement, y compris la méthode de concentration, I'analyse PCR et les contrdles de pro-
cessus, devrait étre établi. »

Il n’existe au moment de lancement de cette étude (ni a la date de rédaction de ce rapport)
aucune méthode quantitative reconnue disponible pour I’'analyse de SARS- CoV-2 dans
les boues que ce soit par RT-PCR ou cultures cellulaires. En considérant le besoin de
gualité des données et de nécessité de faire référence au caractére infectieux des virus
pour répondre a la question de I’épandage de boues non hygiénisées, le COPIL a par
conséquent décidé de suivre les recommandations de I’avis Anses du 27 mars 2020 en
ciblant certains bactériophages fécaux plus résistants que les coronavirus et pour

1.2.2 Intérét des bactériophages comme indicateurs

Les bactériophages (ou phages) sont des virus bactériens. Trois catégories de bactério-
phages fécaux ont été proposées en tant qu’indicateurs alternatifs de pollution fécale d’ori-
gine virale dans le milieu hydrique : il s’agit des coliphages somatiques, des bactériophages
a ARN F-spécifiques et des phages de Bacteroides fragilis. Seuls les deux premiers ont été
considérés pour cette étude.

Les bactériophages ARN F-spécifiques appartiennent a la famille des Leviviridae regrou-
pant plusieurs génogroupes. lls ne possédent pas d’enveloppe et sont constitués unique-
ment d’'une capside de nature protéique a l'intérieur de laquelle se trouve un acide nucléique
(ARN) qui est le support de I'information génétique. Ces virus de 20-30 nm de diametre font
partie des virus les plus petits connus a I'heure actuelle. lls infectent certaines entérobacté-
ries par I'intermédiaire de leurs pili sexuels (F pili). Ces bactériophages sont utilisés comme
modéles car ils présentent des tailles proches de celles de virus nus tels que le poliovirus
ou le virus de I'hépatite A.

Les coliphages somatiques appartiennent a quatre familles différentes : Myoviridae, Si-
phoviridae, Podoviridae et Microviridae. lls sont définis par leur capacité a infecter les enté-
robactéries par l'intermédiaire d’un récepteur situé au niveau de leur paroi. Ce sont des
virus nus. La plupart des coliphages somatiques possédent un génome a ADN et possédent
souvent une structure téte-queue. lls représentent donc un groupe trés hétérogéne de virus
en termes de structure (Ackermann, 2009).
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Sur la base des constats de la partie 1.2.1 et en cohérence avec les recommandations de
la saisine ANSES (Saisine n° 2020-SA-0043) reprises ci-apres « Le dénombrement des
bactériophages permet une évaluation rapide (24 h) de I'effet hygiénisant des traitements
». Les deux types de bactériophages sont parfaitement complémentaires pour suivre ['effi-
cacité d’'un traitement puisque les coliphages somatiques sont par exemple plus résistants
gue les phages ARN F-spécifiques a I'impact de la chaleur et du pH alcalin alors que c’est
I'inverse pour les traitements de désinfection par les UV ou les traitements physiques (filtra-
tion des eaux, adsorption). La revue de la littérature de Jofre et al. (2016) conclut a recher-
cher les deux types de phages pour évaluer un traitement.

Le suivi du niveau d’abattement des formes infectieuses (et pas seulement du génome) de
ces indicateurs viraux d’efficacité de traitement, permet de supposer un abattement supé-
rieur en SARS-CoV-2 (virus enveloppé). Au moins un des deux types de bactériophages
est toujours au moins aussi résistant que les virus nus pathogenes. A leur tour, les virus nus
sont plus résistants que les virus enveloppés. Ces données ont été synthétisées dans la
saisine de 'ANSES (Saisine n° 2020-SA-0043) pour la chaleur et le pH qui sont les deux
paramétres majeurs de l'inactivation virale dans les boues.

Ainsi, les bactériophages ARN F-spécifiques et les coliphages somatiques sont considérés
comme des indicateurs pertinents pour évaluer I'efficacité des traitements appliqués a des
eaux résiduaires ou a des boues vis-a-vis du SARS-CoV-2 », le COPIL a donc décidé de
conduire I'étude sur ces deux types de bactériophages.

Le tableau ci-dessous reprend les caractéristiques d’intérét qui ont été considérées pour
choisir les deux familles de bactériophages de I'étude. Les bactériophages ARN F- spéci-
fiques et coliphages somatiques présentent des profils de résistance au pH et thermiques
différents. L’analyse de ces deux types de bactériophages permettra d’obtenir des résultats
plus robustes.

Tableau 4 : Caractéristiques d’intérét qui ont été retenues pour choisir les deux familles
de bactériophages : Coliphages Somatiques et Bactériophages ARN-F
(d’aprés Lucena et al)

Abondance dans les +++ ++

boues

Méthodes +++ +++

normalisées

Faisabilité de Ia +++ ++

detection

Temps  d'obtention 4h-6h 8h-12h

des résultats

Résistance a la +++ ++

chaleur

Résistance a des pH +++ ++
élevés

Légende : ++ - movenne ; +++  bonne

Ainsi c’est sur cette base que cette étude a été construite pour que les exploitants et
collectivités puissent suivre le taux d’abattement SARS-CoV-2 de maniére indirecte dans
les STEU ne pratiquant pas I’hygiénisation. Cette étude permet d’amener des éléments
tangibles et robustes a 'ANSES afin d’ouvrir la possibilité pour les collectivités
d’épandre des boues sans hygiénisation préalable.

Les choix qui ont été faits sont le reflet des connaissances disponibles lors du
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2 MATERIELS ET METHODES

Cette partie présente les aspects méthodologiques communs a I'ensemble des deux études
de ce projet. Les points spécifiques a certains volets seront détaillés dans les paragraphes ad
‘hoc.

L’ensemble des analyses a été confié a un laboratoire unique *afin de ne pas introduire d’effets
laboratoires dans I'étude.

2.1 METHODES D’ANALYSE DES BACTERIOPHAGES

Les protocoles mis en ceuvre dans cette étude sont issus du projet HORIZONTAL - HYG? qui
avait pour objectif de développer une norme d’analyse de phages dans les boues (Lucena et
al, 2007). La méthode développée a été soumise a une comparaison interlaboratoires au ni-
veau européen. Cette CIL a permis de démontrer sa transférabilité et d’obtenir des données
de fidélité qui ont conduit & sa reconnaissance.

1 - Homogénéisation

Les échantillons sont homogénéisés au blender pendant 30s avant prélévement d’une prise
d’essai de 25+0,1g (poids humide) contrélée gravimétriquement. Cette prise d’essai est en-
suite transférée dans un contenant stérile hermétique d’'un volume minimal de 500mL.

2 - Elution

Une solution tampon stérile est ajoutée jusqu’a atteindre un volume de 250mL. Un barreau
aimanté stérile est ajouté et I'échantillon est agité pendant 15 a 20 minutes a température
ambiante.

NOTE Pour les boues chaulées, ajuster le pH de I'échantillon (7,2 £ 0,5) avec une solution
d’acide chlorhydrique a 1 M. Si le pH descend en-dessous de 4,5, un nouvel échantillon doit
étre préparé.

3 - Clarification
L’échantillon est transféré dans un tube stérile et centrifugé a 4000g a une température de 4
+ 2°C pendant 30 min, le surnageant est récupéré.

4 - Décontamination

Le surnageant est récupéré a I'aide d’une seringue stérile et filtré a I'aide d’un filtre seringue
avec une membrane polyethersulphone de taille de pores 0,2 um.

Le volume total a décontaminer dépend de la densité de bactériophages et donc du type de
boues.

Le filtrat est récupéré dans un flacon stérile hermétique et transféré immédiatement a 5 +
3°C jusqu’a I'énumération qui doit étre réalisée dans les 12 h.

5 - Enumération et dénombrement des bactériophages

L’énumération et le dénombrement des bactériophages sont réalisés selon les normes fran-
caises (NF) en vigueur. Les bactériophages ARN F-spécifiques et les coliphages somatiques
sont analysés en suivant respectivement les principes de la norme NF EN ISO 10
705-1 et de la norme NF EN 1SO 10705-2.

Le processus de sélection du laboratoire a fait 'objet d’un travail spécifique. Un cahier des charges technqgiues a été préparé et
envoyé a deux laboratoires connus par le COPIL pour leur expérience dans I'analyse des bactériophages. Des entretiens individuels
ont été réalisés et ont permis d’évaluer la qualité technique des réponses proposées par ces laboratoires. Ce travail a été présenté
au COPIL qui a choisi le laboratoire. Ce laboratoire est Eurofins Expertise Microbiologique France qui est reconnu comme compétent
pour réaliser des études large échelle (coordination et gestion de flux d’échantillons importants dans des conditions specifiées exi-
gentes en termes de délai et de contrdle de température des enceintes frigorifiques) et également I'analyse de phages dasn les eaux
usées.

HORIZONTAL STANDARDS ON HYGIENIC PARAMETERS FOR IMPLEMENTATION OF EU DIRECTIVES ON SLUDGE, SOIL
AND TREATED BIO-WASTE SSPI-CT-2004- 513660
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6 - Détermination du taux de matiere séche

Une analyse du taux de matiére séche est réalisée sur chague échantillon selon les principes de
la norme NF EN 12880. Ce taux de matiére séche est nécessaire pour calculer les concentrations
en bactériophages en UFP / g de matiere seche.

7 - Expression des résultats

Les résultats sont exprimés par le laboratoire en UFP/g de matiére brute (UFP : Unités Formant
Plages).

Dans le cadre des interprétations de résultats réalisées dans ce rapport, les données sont corri-
gées des valeurs de matiére séche et transformées pour étre exprimées sous forme de loga-
rithme (Log 10) afin de permettre une comparaison des données.

2.2 ASSURANCE QUALITE / CONTROLE QUALITE

Afin de fiabiliser les données de I'étude, des contrbles qualité ont été associés a chaque série
d’analyses selon les recommandations des normes en vigueur. Les principes de la NF EN ISO
10705-3 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 3 : valida-
tion des méthodes de concentration des bactériophages dans I'eau ont été appliqués. Pour les
bactériophages ARN-F-spécifiques :
- témoin négatif : krypton sel.
- témoin positif : une suspension de phage MS2 (dilution adaptée pour obtenir entre 30
et 300 phages par boite) avec et sans RNase.
Pour les bactériophages somatiques :
- témoin négatif : tryptone sel.
- témoin positif : une suspension de phage Bactériophage ®X174 (ATCC 13706-B1)
(dilution adaptée).

L’ensemble des résultats de ces contrbles qualité ont été restitués (non présentés) et ont per-
mis de qualifier les résultats des mesures sur les échantillons de I'étude en vue de leur exploi-
tation.

2.3 PERFORMANCES DE LA METHODE

Les principes de la NF EN ISO 10705-3 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des
bactériophages - Partie 3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages dans
I'eau ont été appliqués.

Une synthese des performances obtenues sont résumées ci-apres.

Limite de détection / limite de quantification :

Les limites de quantification et de détection sont les mémes pour les bactériophages ARN-F-
spécifiques et bactériophages somatiques et sont présentées ci-dessous (exprimées en g de
matiére brute MB).

Coliphages somatiques Bactériophages ARN F

Limite de quantification 40 UFP/g MB 40 UFP/g MB

Limite de détection 10 UFP/g MB 10 UFP/g MB
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Rendements :

Les rendements par type de matrice et par type de phages sont présentés ci-dessous.

Matrice Coliphages somatiques Bactériophages ARN F
Boues liquides 56% 85%
Boues déshydratées 48% 73%
Boues chaulées 46% 86%

Incertitudes de mesures :

Les incertitudes relatives élargies (k=2) par type de matrice et par type de phage sont
présentées ci-dessous.

Matrice Coliphages somatiques Bactériophages ARN F
Boues liquides 18% 22%
Boues déshydratées 22% 24%
Boues chaulées 17% 23%

Il est a noter que les matrices ayant servi a la validation de la méthode d’analyse des bac-
tériophages, incluant I'étape d’extraction dans les échantillons de boues sont caractérisées
par des taux de matiéres séches suivants :

Matrice Taux de matiere seche

Boues liquides 04-2%
Boues déshydratées 77-92%
Boues chaulées 28-38%

Les performances de la méthode mise en ceuvre sont satisfaisantes et compatibles avec les
objectifs de cette étude. Il est & noter que ces dernieres ont été déterminées sur des matrices
représentatives des types d’échantillons faisant I'objet de cette étude. Enfin, les résultats des
contrbles qualité (contrdles positifs et blancs ; données non présentées) soutiennent I'exploi-
tabilité des données acquises sur les 3 mois de I'étude.
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3 ETUDE CINETIQUE

L’objectif est d’étudier la cinétique d’abattement des bactériophages somatiques et des bacte-
riophages ARN F-spécifiques dans le temps en fonction de conditions thermiques, dans des
conditions contrélées. Elle permettra également de consolider le deuxieme volet du travail sur
I'étude de filiéres de stockage des boues.

La réduction des agents pathogeénes pendant le traitement secondaire peut étre due a I'élimi-
nation physique ou a l'inactivation. Il a été universellement démontré que des températures
plus élevées sont associées a une inactivation rapide des virus entériques, et la température
est reconnue comme le facteur le plus influent pour la survie virale dans I'eau en raison de la
dénaturation accrue des protéines et de l'activité des enzymes extracellulaires (Pinon et
Vialette, 2018 d’aprés revue La Rosa et al., 2020). La bibliographie met en avant un spectre
trés hétérogeéne de conditions d’étude d’abattement que ce soit en température (de 5°C a plus
de 70°C), milieu d’essai (de simples liquides stériles a des surfaces solides) (d’aprés Avis
Anses 27 mars 2020). Il n’existe que de trés rares références sur des matrices complexes
comparables a celles mises en ceuvre au sein du présent travail et leurs résultats ne sont donc
pas directement utilisables pour répondre aux questions de cette étude.

3.1 CHOIX DE LA MATRICE D’ESSAI

Il est reconnu que la préparation de matériau par le dopage de suspension virale est extréme-
ment complexe a mettre en ceuvre, peu reproductible et n’aboutit pas un échantillon représen-
tatif des échantillons naturels. En effet, dans les boues, les virus sont présents soient sous
forme libre ou adsorbés aux particules (Funderburg et al., 1985; Ketranakul et al., 1991; Armon
and Kott, 1996; Araujo et al., 1997 cités par Lucela et al. 2007). Pour cette raison, le recours
a une boue naturellement contaminée en phages a été privilégié. Le choix s’est porté sur des
boues activées en aération prolongée qui est un procédé trés largement mis en ceuvre dans
les STEU en France.

La STEU de Reims a été sélectionnée pour fournir les matériaux d’essai aux motifs de :

Sa taille (470 000 EH) et le type de traitement de la filiere eau (Boues activées faible charge)
permettant de sécuriser une teneur importante en bactériophages du matériau d’essai sou-
mis a I'étude de cinétique, avec un taux de matiére séche compris entre 0,5 % et 2 %, ty-
pique des boues liquides avant traitement et stockage,

Sa proximité par rapport au site du laboratoire permettant ainsi un temps minimal de trans-
port,

L’accord de I'exploitant de s'impliquer dans ce travail.

3.2 CHOIX DE LA DUREE ET DES CONDITIONS THERMIQUES DE STOCKAGE

Conditions thermigues

Idéalement la température doit étre testée dans des gammes de températures observeées lors
du traitement des boues au cours d’une année sur les STEU de plus de 2 000 EH tout en
gardant une certaine représentativité. C’est-a-dire que les conditions appliquées ne soient pas
spécifiques d’'une filiere de traitement/stockage des boues (ex boues mésophiles, plancher
chauffant). A la suite d’échanges au sein du COPIL, il est apparu qu’il y avait une
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faible connaissance des températures réellement rencontrées dans les différentes filieres
boues car ce paramétre ne fait a priori pas I'objet de suivi en continu. Initialement, trois condi-
tions de températures avaient été envisagées : 5°C (conditions extrémes minimales, conditions
hivernales), 20°C (conditions médianes) et 35°C (conditions extrémes chaudes, conditions es-
tivales et DROM). Pour des contraintes techniques : difficultés de stocker pendant 3 mois des
échantillons dans une enceinte contrélée a 35°C, cette condition n’a finalement pas été rete-
nue.

Deux conditions thermiques ont ainsi été définies : 5° + 2°C et 22° + 2°C.

Conditions temporelles

A la suite d’échanges au sein du COPIL, il a été décidé de réaliser I'étude sur une période
maximale de 3 mois. Cette période est représentative des périodes de stockage des boues
avant épandage. Afin de pouvoir construire une courbe cinétique pour connaitre I'abattement
dans le temps, des pas de temps intermédiaires ont été définis : JO, J7, J14, J21, J28, J42,
J56, J96 (Jfinal égal a 3 mois).

3.3 PROTOCOLE GENERAL D’ETUDE DE LA CINETIQUE D’ABATTEMENT

Pour répondre aux contraintes de cette étude, une approche chronologique, illustrée dans la
figure ci-dessous, est mise en ceuvre pour évaluer la cinétique de I'abattement des bactério-
phages, et disposer des résultats au fur et a mesure.

ETUDE DE STABILITE CLASSIQUE

1- Préparation d'un lot d’échantillons:

dopage, aliquotage a B
Tn'% gﬂﬂuuﬂ

2- Stockage dans les conditions de

I'étude de stabilité (facteur testé) // \

3-Prélevement a chaque pas

de temps de I'étude ,l I EU .l B
4- Préparation et mesures a
chaque pas de temps de l'étude
(conditions de fidélité
intermédiaire)
T1 T2 T3 Tn
Temps

Figure 1 : lllustration schématique des principes d’une étude de stabilité chronologique

Ce travail est basé sur des travaux réalisés par AQUAREF (Lardy-Fontan et al. 2016) et repris
dans le projet de norme ISO/TD 5667:25.

De maniere générale, il est recommandé de séparer I'échantillon de boue brute en lots selon
le nombre de conditions testées et le nombre de pas de temps de 'étude. Il est généralement
préférable de ne pas prélever plusieurs fois dans le temps dans le méme
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flacon pour ne pas engendrer de biais (liées par exemple a des multiples ouvertures/ferme-
tures du flaconnage, multiples étapes d’homogeénéisation). Ces recommandations ont été
mises en ceuvre dans cette étude. De méme, afin de recueillir des données plus robustes, a
chaque pas de temps et pour chaque condition, des analyses de triplicats sont réalisées. Afin
de rationaliser le nombre de flacons a préparer, les analyses de réplicats seront réalisées au
sein d’'un méme flacon et non entre différents flacons, 'homogénéité intra et interflacons ayant
été vérifiee a JO.

L’ensemble de I'étude a été réalisé en appliquant un principe de randomisation.

AJO:

Objectifs :

» Caractérisation de la teneur en bactériophages ARN F-spécifiques et en
coliphages somatiques.
» Caractérisation de 'homogénéité (intra et inter flacons) de I'échantillon

indispensable pour pouvoir interpréter les résultats des études cinétiques
—> 3 flacons sélectionnés aléatoirement avec 3 prises d’essai par flacons. Slun nombre
total de 9 mesures pour chaque type de bactériophages.
» Caractérisation de la boue brute en matiere seche.
—> 1 détermination par flacon soit 3 analyses

Placer les différents flacons de boue dans les différentes conditions de températures (2).

Ach mps :
Sélectionner de maniére aléatoire un flacon dans chaque condition de I'étude (température) et
réaliser une analyse en triplicats pour chaque type de bactériophages et une analyse des ma-
tieres séches.
=> Pour un pas de temps soit un nombre total de 6 mesures pour chaque fede
bactériophages et 2 mesures de matieres seches.

Que ce soit a JO et pour tous les pas de temps de I'étude, le flacon est homogénéisé avant de
procéder a toute prise d’essai.

Le tableau ci-dessous présente une synthése du plan d’essais de I'étude cinétique.

Tableau 5 : Synthése du protocole de I’étude cinétique

25/05/20 Prélevement de 20 L de boues liquides — STEU de Reims (470 000 EH)

Réception des 20L de boues liquides Homogénéisation et répartition des boues
liquides dans 20 flacons
3 flacons, 3 prises d’échantillon par flacon pour analyses

JO |26/05/20

Condition de température : 5°C Condition de température : 20°C

J7

02/06/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J14

09/06/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J21

16/06/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J28

23/06/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J42

07/07/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J56

21/07/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

J96

31/08/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses
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3.4 RESULTATS

3.4.1 Etude de stabilité

Les résultats obtenus lors de I'étude cinétique sont présentés dans la Figure 2 pour les
coliphages somatiques (a 5°C et 22°C) et dans la Figure 3 pour les ARN F-spécifiques. Les
pointillés rouges représentent I'écart minimal par rapport a la valeur assignée du paramétre
dans I'échantillon a JO, pouvant étre attribué a de linstabilité, de maniére univoque. Cet
écart prend en compte I'inhomogénéité du matériau d’essai et la variabilité intrinséque de
'ensemble des résultats de mesure dans le temps. C’est sur la base de cette limite que se
fait la premiére évaluation de la stabilité : une tendance significative est observée quand
plusieurs points successifs se situent en dehors de la zone définie par les pointillés rouges.

Sur la base des illustrations présentées en Figure 2 et Figure 3, les éléments notables sui-
vants peuvent étre mis en avant :

Les niveaux initiaux (JO) de concentrations en coliphages somatiques et en bactério-
phages ARN F-spécifiques et le taux de matiére séche mesurés dans la boue sélec-
tionnée sont du méme ordre de grandeur que ceux déterminés dans les boues liquides
des stations d’épuration retenues dans I'étude de filiéres. Cette grande cohérence des
résultats observés permet de conclure d’une part en la robustesse des méthodologies
sélectionnées et mises en ceuvre en laboratoire et d’autre part en la représentativité du
matériau d’essai sélectionné.

Tout au long de I'étude cinétique, le taux de matiére séche (<1% matiéres seches) du
matériau d’essai est resté stable (données présentées) quelle que soit la température
de stockage (5°C, 22°C).

Que ce soit pour les coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F- spécifiques,
les cinétiques montrent une tendance a la diminution plus forte a 22°C qu’a 5°C. Cette
tendance étant nettement plus nuancée pour les coliphages somatiques. Cet élément
confirme les hypothéses que la température est un élément critique de la stabilité des
bactériophages et par extrapolation un élément clé a considérer pour I'étude des filieres
Pour les coliphages somatiques : a 5°C il faut attendre J96 pour observer une premiéere
tendance a la décroissance. J96 étant le dernier point de I'étude, il n’est cependant pas
possible de conclure. A 22°C, une premiére étape de décroissance est observée dés
J28 avec l'atteinte d'un plateau et une seconde phase entre J56 et

96. La encore cette deuxiéme phase ne peut étre confirmée en I'absence de point sup-
plémentaire (post J96).

Pour les bactériophages ARN F-spécifiques : aucune diminution significative n’est ob-
servée a 5 °C. Au contraire, a 22°C, trés rapidement une décroissance du niveau de
concentrations est observée, qui est en-dessous des seuils de performances de la mé-
thode dés J42.

Ces données sont cohérentes avec les hypothéses initiales de ce travail avec une sta-
bilité des coliphages somatiques supérieure a celle des bactériophages ARN F- spéci-
fiques vis-a-vis de la chaleur.

page 58/ 172



Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 59/50

8.20

8.00

Log C (pfu/g matieres seches)

o o ~ ~ ~ ~ ~
o ® o N B @
© &6 & ©o © o o

o
S
o

6.20

6.00

_ Coliphages somatiques_ 5°C

> e
>0

|
*
*e
*

JO 17 114 121 128 142 156 196
Temps (jours)

a)

8.50

8.00

™
U
o

7.00

Log C (pfu/g matiéres séches)

6.50

6.00

- Coliphages somatiques_ 22°C

> rp

J0 17 114 121 128 142 156 196
Temps (jours)

b)

Figure 2 : Evolution des concentrations (log (pfu/g matiéres ééchesj) en coliphages soma-
tigues au cours du temps dans des conditions de stockage spécifiées a) a 5°C et b) 22°C
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Figure 3 : Evolution des concentrations (log (pfu/g matieres seches)) en bactériophages ARN
F-spécifiques au cours du temps dans des conditions de stockage spécifiées a) a 5°C et b)

22°C
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3.4.1 Evaluation de I’abattement

Sur la base des données cinétiques présentées en paragraphe 3.4.1, les taux d’abattement
ont été estimés a chaque pas de temps de I'étude (Figure 4). Les taux d’abattement sont
faibles et voisins de 1 Log, y compris aprés 3 mois de stockage. Les tendances qui semblent
émerger a J96 mériteraient d’étre confirmées par une étude cinétique plus longue. Ces don-
nées sont cohérentes avec le taux de matiére séche stable observée au cours de 'étude.

2.00
W BACT. SOMAT. 5°C
1.80
m BACT. SOMAT. 22°C
1.60 W BACT. ARN-F 5°C
= 1.40 BACT. ARN-F 22°C
2 120
et
$ 1.00
£
£ 0.80
3
< 0.60
0.40
0.20
NC
0.00 . NC Ne
17 114 121 128 142 156 196

Temps (jours)

Figure 4 : Estimation de I’abattement en coliphages somatiques et ARN F-spécifiques au
cours du temps dans des conditions de températures contrastées (5°C, 22°C)

NC : abattement non calculé car les données mesurées sont < au seuil de détermination de la méthode

Pour conclure 'ensemble des résultats observés au travers de cette étude permet d’amener des
éléments expérimentaux objectifs étayant les hypothéses initiales de I'étude des filieres et utiles
pour leur interprétation.
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4 ETUDE DE L’ABATTEMENT DES BACTERIOPHAGES DANS LES BOUES
DE STATIONS DE TRAITEMENT DES EAUX USEES

Une étude en conditions réelles a été réalisée pour évaluer le taux d’abattement des bactério-
phages ARN F-spécifiques et des coliphages somatiques sur les boues brutes avant et aprés
stockage sur une sélection de station de traitement des eaux usées (STEU) utilisant des pro-
cédés de traitements des boues différents.

4.1 SELECTION DES STATIONS DE TRAITEMENT DES EAUX USEES

La sélection des stations participantes doit étre la plus représentative possible des différentes
situations et contextes de stockage des boues liquides existants sur le territoire
national.
Les critéres considérés pour sélectionner les STEU sont :

- Talille de la station en équivalent-habitant EH (tres petites, petites, moyennes et

grandes stations)
- Répartition géographique sur le territoire métropolitain
- Type de traitement des boues.

La sélection des stations a été réalisée conjointement par la FP2E et la FNCCR qui ont sollicité
les exploitants de stations pour participer a cette étude sur la base du volontariat. 42 STEU
ont participé a cette étude (Tableau 6).
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Tableau 6 : Liste des STEU ayant participé a I’étude (nom, département, taille en EH, type de traite-
ment de boues — voir § 4.3 pour la description des traitements et stockages de boues

Laon

Les Martres de Veyre
Pons
Saint-Dizier
Schwindratzheim
Dreux

Fécamp

Isles sur Suippe
Sin le Noble
Audeux

Cintré

Créche

CT Evron / Ste Gemmes le Ro-
bert
Mamirolle

Saint Anne sur Brivet
Saint Genis de Saintonge
Savigny

Val Saint Germain
Valmont

St-Lisier

Cholet

Les Mureaux
Port-Douvot
Chevanceaux
Devecey-Bonnay

Le Verdon

Marchaux

Romillé

Torcé Viviers en Charnie
Espondeilhan
Francheleins Champ les Vignes
Houdancourt

Lude-Mailly

Trépail

Verzy

Chartres

Evron - Cepur

Laillé

Aups

Brenouille /Pont Sainte Maxence
Gemozac

Névez

02

63
17
52
67
28
76
51
59
25
35
71
53

25
44
17
69
91
76
09
49
78
25
17
25
33
25
35
53
34
01
60
51
51
51
28
53
35
83
60
17
29

40 000

32 600
9 800
50 000
12 000
86 667
40 000
12 000
23 000
500
1500
19 000
800

3 000
36 250
1300
2200
3 000
4 000
41 000
116 000
120 500
188 000
1100
4 667
5000
2500
2500
700
1800
1 000
600
2500
800
1500
160 000
16 500
5500
5500
40 000
2 200
5000

Boues chaulées aprés déshydratation par
filtre-presse

Boues chaulées filtre-presse

Boues chaulées filtre-presse

Boues chaulées filtre-presse

Boues chaulées filtre-presse

Boues chaulées post-chaulage

Boues chaulées post-chaulage

Boues chaulées post-chaulage

Boues chaulées post-chaulage

Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré

Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Boues liquides avec stockage non aéré
Centrifugation et stockage en benne
Digestion anaérobie mésophile

Digestion anaérobie mésophile

Digestion anaérobie mésophile

Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizocompostage)
Filtre planté de roseaux (rhizofiltration)
Filtre planté de roseaux (rhizofiltration)
Filtre planté de roseaux (rhizofiltration)

Lit de séchage

Lit de séchage

Lit de séchage

Serre solaire avec plancher chauffant
Serre avec plancher chauffant

Serre avec plancher chauffant

Serre solaire

Serre solaire

Serre solaire

Serre solaire
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La répartition des STEU en fonction de leur taille (nombre d’équivalent-habitant) est présentée dans
la Figure 5. La moitié des STEU présentent une taille de moins de 5 000 EH.

12

10

Nombre de STEU
o r 'S o

EH > 40 000

10 000 < EH <40 000

Figure 5 : Répartition des STEU en fonction de leur taille, exprimée en équivalent-habitant (EH)

La répartition géographique des STEU a été réalisée est illustrée en Figure 6. L'ensemble
des 12 régions de la métropole est représenté, assurant ainsi une couverture nationale pour
I'étude.

Normandie
5%

Bourgogne Franche-
Comté
14%

Centre-Val de Loire
5%

Provence_Alpes-Cote

Occitanie d'Azur
5% 2%

lle-de-France
5%

Figure 6 : Répartition des STEU en fonction de leur localisation géographique (Régions).

Afin d’avoir une bonne représentativité des types de traitement mis en ceuvre pour les boues

page 64 /172



Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 65/50
issues des STEU, une variété de types et conditions de traitement a été considérée. Ainsi
ont été sélectionnés dix types de stockage différents, comme le stockage non aéré de boues
liquides, le chaulage des boues, les filtres plantés de roseaux, les serres, les lits de séchage
et la digestion anaérobie mésophile.

La répartition des STEU en fonction des typologies de traitement se trouve dans le Tableau
7. Les quatre types de traitement les plus représentés sont :

1) le stockage de boues liquides en conditions non aérées (en silo)

2) les boues chaulées (filtre presse et post chaulage)

3) les filtres plantés de roseaux (rhizocompostage et rhizofiltration)

4) le séchage en serre (solaire ou avec plancher chauffant) avec entre 7 et 10 STEU pour
chacun de ces types de stockage.

Seulement 3 STEU mettent en ceuvre la digestion anaérobie mésophile et le lit de sé-
chage, ce qui pourrait limiter l'interprétation sur ces deux filieres.

Stockage non aéré de boues liquides 10
Centrifugation et stockage en benne 1
Boues chaulées
- Filtre presse
- Post chaulage
Lit de séchage
Filtre planté de roseaux (FPR)
- Rhizofiltration
- Rhizocompostage
Serre solaire
Serre avec plancher chauffant
Digestion anaérobie mésophile

(ST &) |

WWwWwkow

Tableau 7 : Répartition des STEU en fonction du type de stockage (voir § 4.3 pour la
description des traitements et stockages de boues)

4.2 PRELEVEMENTS ET ANALYSES DE BOUES BRUTES ET STOCKEES

Prélévements

Les prélevements des boues brutes et des boues apres traitement et stockage ont été réalisés
par les exploitants des stations, conformément aux prescriptions de I'arrété du 8 janvier 1998.
Dans le cas des boues chaulées, des prélevements de boues stockées a 2-3 semaines et a 3
mois ont été réalisés afin d’intégrer la diversité et 'adge des lots de boues stockées. Les boues
des 42 STEU ont été prélevées entre le 25 mai 2020 et le 16 juillet 2020.

Prélévement des boues liquides : les boues sont homogénéisées avant prélévement entre
trente minutes et deux heures. Les échantillons représentatifs des boues soumis a I'analyse
sont constitués de quatre séries de 5 prélévements élémentaires de deux litres.

Prélévement des boues solides (échantillonnage sur un lot) : les échantillons représentatifs
des boues soumis a l'analyse sont constitués de 25 prélevements élémentaires uniformément
répartis en différents points et différentes profondeurs du lot de boues destinées a étre épan-
dues. Les prélevements sont effectués a l'aide d'une sonde en dehors de la crolte de surface
et des zones ou une accumulation d'eau s'est produite. Les prélevements élémentaires sont
mélangés dans un récipient ou sur une bache et donnent, aprés réduction, un échantillon d'un
kilogramme environ envoyé au laboratoire.

Analyses
Les analyses de bactériophages ARN F-spécifiques, coliphages somatiques et de matiére
seéche ont été réalisées par le laboratoire Eurofins Expertise Microbiologie France (voir §2
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pour les protocoles mis en ceuvre ainsi que les performances des méthodes d’extraction et
analyse des bactériophages dans les boues).

Le laboratoire s’est chargé d’envoyer des flacons stérilisés et de gérer le transport en condi-
tions réfrigérées (5° £ 3°C) des échantillons prélevés. Un contrdle des échantillons a réception
lors de I'enregistrement a été réalisé, en considérant les éléments suivants : intégrité des
échantillons recgus, conformité de I'identification et nombre de flacons / sachets par rapport a
la commande, délai entre I'échantillonnage et la réception, température de I'enceinte frigori-
fique. Par ailleurs, le délai entre I'échantillonnage et la mise en analyse par le laboratoire doit
respecter un délai maximum de 72h.

4.3 TYPES ET CONDITIONS DE STOCKAGE DE BOUES

Pour chaque STEU participante, les conditions de stockage ainsi que I'historique du stockage
ont été transmis.

4.3.1 Boues chaulées

Principe de la centrifugation et du post chaulage (Sources : Fiche Technique 4 — Seine
et Marne ; Fiche Technique 5- Seine et Marne ; Conseil Général de la Dordogne, 2011)

La séparation est effectuée dans un rotor cylindro-conique horizontal contenant une vis con-
voyeuse qui tourne dans le méme sens que le rotor mais a une vitesse légérement supé-
rieure. La différence de vitesse est appelée vitesse relative. La boue a traiter, additionnée
de polymeéres, est introduite dans la machine. Sous I'action de la force centrifuge, les solides
se déposent en couche sur les parois (bol). La vitesse relative de la vis convoyeuse fait
progresser le produit décanté ou sédiment vers la sortie de la machine, alors que le liquide
extrait des boues se collecte au centre de la machine pour étre évacué (centrat).

Le chaulage est basé sur le malaxage de la boue avec de la chaux vive (chaux issue direc-
tement de la calcination du calcaire), stockée dans un silo dont la capacité est généralement
supérieure a 20 m2. Il se produit une réaction chimique exothermique (dégageant de la cha-
leur) permettant I'obtention d’un produit hygiénisé (pH > 12) et solide (siccité supérieure a
30 %).

Station de Dreux (28, 86 667 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse

Type d’échantillon

Boues brutes Bassin daerationoude /000011115  27/05/20 946 28/05/20
la recirculation

Zone de stockage — 3

. 25/05/20 11h20  27/05/20 9h46 28/05/20
semaines

Boues stockées durée 1

Zone de stockage — 3

mois 25/05/20 11h25 27/05/20 9h46 28/05/20

Boues stockées durée 2

Le traitement de la station de Dreux suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée avec traitement du phosphore par injection de FeCI3 ; 2) épaississement par
flottation ; 3) Centrifugation et 4) post-chaulage.

Le taux de chaulage est de 24 % (chaux vive CaO/MS).
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Station de Fécamp (76, 40 000 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage léevement

Date de ré- Date de dé-
ception au la- but
boratoire d’analyse

9/06/20 9h26 10/06/20

Type d’échantillon

Bassin d'aération ou de
la recirculation

Zone de stockage — 3
semaines

Zone de stockage — 3
mois

Boues brutes 08/06/20 11h30

Boues stockées durée 1 08/06/20 11h30 9/06/20 9h26 10/06/20

Boues stockées durée 2 08/06/20 11h30 9/06/20 9h26 10/06/20

Le traitement de la station de Fécamp suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée (BRM) ; 2) épaississement gravitaire ; 3) centrifugation et 4) post-chaulage.
Le taux de chaulage est de 30 % (chaux vive CaO/MS).

Station d’Isle sur Suippe (51, 12 000 EH)
Type d’échantillon Lieu Date de Date de Date

d’échantillonnage prélévement réception au début

laboratoire d’analyse
Boues brutes Boues liquides 17/06/20 9h30 18/06/20 8h30 19/06/20
Boues stockées durée 1  Zone de stockage — lot  17/06/20 12h 18/06/20 8h30 19/06/20
récent
Boues stockées durée 2 Zone de stockage — lot  17/06/20 11h30  18/06/20 8h30 19/06/20
ancien

Le traitement de la station d’Isles sur Suippe suit les étapes suivantes : 1) boues activées
aération prolongée avec traitement du phosphore par injection de FeClI3 ; 2) épaississement
par ajout de polymeéres sur une grille d’égouttage ; 3) coagulation par ajout de chlorure
ferrique et floculation par ajout de lait de chaux 4) déshydratation sur filtre presse.

Les boues sont stockées par lot en fonction de leur période de production. Le lot le plus
ancien qui a été prélevé correspond aux boues produites entre le 18 mars et le 23 avril. Le
lot le plus récent correspond a celles produites entre le 28 mai et le 16 juin. Les lots sont
caractérisés par environ 5 000 a 10 000 m? de boues produites.

Station de Sin le Noble (59, 23 000 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse

16/06/20 9h47 17/06/20

Type d’échantillon

Bassin d'aération ou de
la recirculation

Zone de stockage — 3
semaines (27-28 mai)
Zone de stockage — 3
mois (9 mars)

Boues brutes 15/06/20 10h30

Boues stockées durée 1 15/06/20 10h30 16/06/20 9h47 17/06/20

Boues stockées durée 2 15/06/20 10h30 16/06/20 9h47 17/06/20

Le traitement de la station de Sin le Noble suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée avec traitement du phosphore par injection de FeCI3 ; 2) Centrifugation et

3) post-chaulage.
Le taux de traitement en chaux vive est de 13%.

Principe du filtre presse (source Fiche Technique 4 — Seine et Marne)
Aprés un traitement préalable des boues (concentration sur table d’égouttage) avec ajout

de différents réactifs (polymeére, chlorure ferrique et lait de chaux), les boues sont pressées
entre des plateaux dotés de toiles filtrantes, & une pression voisine de 15 bars. Ces filtres
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peuvent étre équipés de plateaux a membranes permettant d’augmenter le niveau de pres-
surisation avec deux objectifs principaux : réduction du temps de pressage et augmentation
de la siccité du gateau de 5 points. Le systeme fonctionne en discontinu et nécessite une
présence humaine importante, tout particulierement pour la phase de débatissage. La boue
produite présente une bonne qualité : produit solide et stabilisé, riche en chaux. La siccité
moyenne attendue est supérieure a 30 %.

Station de Laon (02, 40 000 EH)

Lieu Date de pré- Date de récep- Date de dé-
Type d’échantillon o : < P tion au labora- but
d’échantillonnage lévement . :
toire d’analyse
Boues brutes Bassin d'aération oude qne00 108 10/06/20 10h 11/06/20
la recirculation
Boues stockées durée 1 2on€ destockage —3 o000 198 10/06/20 10h 11/06/20
semaines
Boues stockées durée 2 rzn%rl‘g destockage -3 59/052012n  10/06/20 10h 11/06/20

Le traitement de la station de Laon suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée avec traitement du phosphore par injection de FeCI3 ; 2) épaississement par
flottation ; 3) Filtre-presse avec conditionnement minéral.

Le taux de traitement de chaux éteinte est de 37% et celui de chlorure ferrique de 13%.

Station Les Martres de Veyre (63, 32 600 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Lieu Date de pré-

Type d’échantillon

d’échantillonnage lévement

Bassin d'aération ou de
la recirculation

Zone de stockage — 3
semaines

Zone de stockage — 3
mois

Boues brutes 15/06/20 9h30  16/06/20 9h51 17/06/20

Boues stockées durée 1 15/06/20 9h45  16/06/20 9h51 17/06/20

Boues stockées durée 2 15/06/20 10h 16/06/20 9h51 17/06/20

Le traitement de la station de Martres de Veyre suit les étapes suivantes : 1) boues activées
aération prolongée ; 2) épaississement gravitaire ; 3) Filtre-presse avec conditionnement
minéral.

Le taux de traitement de chaux éteinte est de 45% et celui de chlorure ferrique de 25% (en
solution commerciale a 200 g/L).

Station de Pons (17, 9 800 EH)
Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse
Boues brutes Boues liquides 03/06/20 10h 04/06/20 14h44  08/06/20
zone de stockage — 12 430550 10015 04/06/20 14h44  08/06/20
jours (lot 2)

Zone de stockage — 35
jours (lot 1)

Lieu Date de pré-

RESEieckentlion d’échantillonnage levement

Boues stockées durée 1

Boues stockées durée 2 03/06/20 10h30 04/06/20 14h44  08/06/20

Le début du stockage pour le lot 1 a démarré le 20 mars 2020, des apports par batch ont
eu lieu jusqu’au 13 mai et 'age moyen des boues est de 35 jours.

Le début du stockage pour le lot 2 a démarré le 19 mai 2020. L’age moyen des boues est
de 12 jours.
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Station de Saint Dizier (52, 50 000 EH)

Lieu Date de pré-

Date de ré- Date de dé-

d’échantillonnage lévement CEPIEN €10 & (5t
9 boratoire d’analyse

25/05/20 13h45  27/05/20 13h 28/05/20

Type d’échantillon

Boues brutes Boues flottées

Zone de stockage — 3

. 25/05/20 14h 27/05/20 13h 28/05/20
semaines

Boues stockées durée 1

Zone de stockage — 3

. 25/05/20 14h 27/05/20 13h 28/05/20
molIs

Boues stockées durée 2

Le traitement de la station de Saint Dizier suit les étapes suivantes : 1) boues activées
aération prolongée ; 2) épaississement par flottation ; 3) Filtre-presse avec conditionnement
minéral.

Station de Schwindratzheim (67, 12 000 EH)

Lieu Date de pré-

Date de récep- Date de
tion au début
laboratoire d’analyse

Type d’échantillon

d’échantillonnage levement

Boues brutes Bassin d'aération ou de 5,5/ 04/06/20 1005 04/06/20
la recirculation

Zone de stockage — 3

Boues stockées durée 1 . 03/06/20 04/06/20 10h05 04/06/20
semailnes
Boues stockées durée 2 rzn%’:se de stockage -3 53,56/50 04/06/20 10h05  04/06/20

Le traitement de la station de Schwindratzheim suit les étapes suivantes : 1) boues activées
aération prolongée avec traitement du phosphore avec injection FeClI3 ; 2) épaississement
dynamique ; 3) Filtre-presse avec conditionnement minéral.

Le taux de traitement a la chaux est de 30% et celui de chlorure ferrique de 18%.

Une homogénéisation avant déshydratation est effectuée. Les boues sont stockées sous
aire a boues couverte.

La quantité de boues brutes est de 286 T et la siccité est de 31%.

4.3.2 Stockage non aéré de boues liquides

Principe (source : fiche technique 3 - Seine et Marne)

Les filiéres « boues liquides » reposent sur une pré-concentration des boues avant leur trans-
fert dans une unité de stockage. Il existe trois maniéres de concentrer les boues :

- Concentration directe dans I'ouvrage de stockage par le biais d’un drain, d’'une jauge
mobile ou d’'une pompe immergée, solution non recommandée puisqu’elle manque
d’efficacité et génére des probleémes sur la filiere de traitement des eaux (retour de
surnageants de mauvaise qualité).

- Concentration par le biais d’'un épaississeur, petit silo en béton de quelques dizaines
de m3, le temps de séjour des boues dans I'ouvrage ne dépassant pas 48 heures.

- Concentration a I'aide d’une table ou d’une grille d’égouttage, matériel placé sur le
silo ou dans un local qui est constitué d’une toile ou d’'une grille sur laquelle les
boues, associées a un produit permettant la séparation de I'eau (le floculant), vont
s’épaissir. La toile est lavée périodiquement pour éviter son colmatage, le nettoyage
étant automatique.
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Le stockage peut se présenter sous différentes formes :
- Silo de stockage en béton équipé obligatoirement d’'un ou plusieurs agitateurs, la
couverture de 'ouvrage étant conseillée (pas de dilution avec les eaux de pluie).
- Lagune de stockage rendue étanche par une géomembrane.
- Citerne souple, I'agitation étant assurée par une motopompe qui assure une circula-
tion des boues.

Au regard des retours d’expériences, les deux derniéres solutions ne sont pas conseillées.

Station d’Audeux (25, 500 EH)

Lieu Date de pré- Date de récep- Date de début

tion au labora- d’analyse
Boues brutes Bassin d’aération 8/06/20 9h30 9/06/20 9h36 10/06/20

g’('é'fébrasse etnon 8/06/20 9h00  9/06/20 9h36 10/06/20

Type d’échantillon

d’échantillonnage levement

Boues stockées

Le silo, qui dispose d’'un systéme d’homogénéisation, est alimenté en boues brutes par
batch de 5 m® par semaine. Le début du stockage a commencé fin octobre 2019 (dernier
épandage réalisé le 28/10/2010).

Station de Cintré (35, 1 500 EH)

Date de Date de
réception au début
laboratoire d’analyse
Boues brutes bassin biologique 17/06/20 18/06/20 14h18  19/06/20
Boues stockées Silo 03/06/20 04/06/20 10h 05/06/20

Lieu Date de pré-

Type d’échantillon

d’échantillonnage levement

L’age des boues du bassin biologique est de 30 jours (siccité de 20g/L).

Le stockage dans le silo, qui dispose d'un systeme d’homogénéisation, a repris en janvier
2020.

Le silo est alimenté en continu au rythme de 4 m®/j jusqu'a atteindre environ 380 a 400 m3.
Une fois le seuil atteint, il est procédé a une exportation vers le procédé de traitement OVH
a hauteur de 9,15 m®/j (moyenne constatée sur la derniére phase d'extraction) tout en con-
tinuant I'alimentation journaliére a 4 m%/j, jusgqu'a atteindre environ 130 m?

Station de Créche (71, 19 000 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Lieu Date de pré-

[PEEEE d’échantillonnage lévement

Boues brutes Bassin dacration ou ;15650 111 03/06/20 9h04  03/06/20
de la recirculation
Boues stockées Silo 02/06/20 11h  03/06/20 9h04 03/06/20

Le traitement de la station Créche suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée avec traitement du phosphore par injection du phosphore ; 2) épaississement
dynamique 3) stockage en silo boues liquides

Le début du stockage a démarré le 6 avril 2020. Le silo est alimenté en boues par batch,
avec un cumul de boues stockées au 2 juin de 505 m3.
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Station de Sainte Gemmes le Robert (53, 800 EH)

Date de récep- Date de dé-

e . . tion au labora- but
d’échantillonnage levement ‘ :
toire d’analyse

Boues brutes Recirculation 10/06/20 11/06/20 9h 12/06/20
Boues stockées Silo 10/06/20 11/06/20 9h 12/06/20

Lieu Date de pré-

Type d’échantillon

Le silo, d’un volume de 115 m?® et non équipé d’un systéme d’homogénéisation, est ali-
menté avec apport de boues en continu. La derniere vidange a eu lieu le 20/03/20.

Station de Mamirolle (25, 3 000 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de récep- Date de

Type d’échantillon tion au labora- début

toire d’analyse
Boues brutes Bassin d’aération 15/06/20 10h 16/06/20 9h43 17/06/20

Silo brassé et non

Boues stockées 2616 15/06/20 10h 16/06/20 9h43 17/06/20

Le silo, qui dispose d’un systéme d’homogénéisation, est alimenté en boues brutes par
batch de 20 m? par batch. Entre le 19 mars et le 20 juin, 240 m® de boues ont été stock-
ées.

Station de Saint Anne sur Brivet (44, 36 350 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage lévement

Type d’échantillon

Boues brutes Bassin d'aération oude /5650 11 25/06/20 10h12  26/06/20
la recirculation
. Boues stockées 13
Boues stockées Soues Si¢ 24/06/20 11h 25/06/20 10h12  26/06/20

Le silo est alimenté en boues en continu. Le début du stockage a démarré au printemps
2019.

Station de Saint Genis de Saintonge (17, 1 300 EH)

Lieu Date de pré- Date de Date de début
Type d’échantillon e . < P réception au la- d’analyse
d’échantillonnage levement .
boratoire
Boues brutes Eg:es liquides avant stock-g,46/54 10y 10/06/20 10h12  11/06/20
Boues stockées ri‘(’)ﬁ‘ss apres stockage de 3 4,651 10p 10/06/20 10h12  11/06/20

Le silo, d’'un volume de 300 m? et équipé d’'un systéme d’homogénéisation, est alimenté
par des boues en continu. Le début du stockage a commencé le 15 mars 2020.

Station de Savigny (69, 2 200 EH)

Lieu Date de pré-

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Type d’échantillon

d’échantillonnage léevement

Boues brutes Bassin d'aeration oude /050 06/06/20 9h17  06/06/20
la recirculation
Boues stockées Silo 04106120 06/06/20 9h17  06/06/20

page 71/ 172



Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 72/50

Le traitement de la station de Savigny suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée ; 2) épaississement dynamique ; 3) stockage en Silo des boues liquides

Le silo de 250 m?, est équipé d’un systéme d’homogénéisation et est alimenté en continu
par des boues liquides. Le stockage a démarré en octobre 2019, et le 25 mai 2020 il conte-
nait le 150 m?,

Station de Val Saint Germain (91, 3 000 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

10/06/20 11/06/20 9h40 12/06/20

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Type d’échantillon

Bassin d'aération ou de

Boues brutes . .
la recirculation

Stockage aprés 36

: 10/06/20 11/06/20 9h40 12/06/20
semaines

Boues stockées

Le traitement de la station de Val Saint Germain suit les étapes suivantes : 1) boues acti-
vées aération prolongée ; 2) épaississement dynamique ; 3) stockage en silo des boues
liquides Le silo est équipé d’un systéme d’homogénéisation. Le stockage a démarré début
octobre 2019.

Station de Valmont (76, 4 000 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de récep- Date de début
tion au labora- d’analyse
toire

Boues brutes Recirculation 02/06/20 04/06/20 9h26 04/06/20

Type d’échantillon

Boues stockées Silo 02/06/20 04/06/20 9h26 04/06/20

Le silo, d’'une capacité de 1750 m3, est équipé d’un systeme d’homogénéisation, et est ali-
menté par batch a partir d'extractions d'environ 10 m® / semaine. Le dernier épandage de
boues liquides a eu lieu en aolt 2019.

Le taux de matiére séche dans I'échantillon de boues brutes était particuliérement faible
(0,08 %).

4.3.3 Digestion anaérobie mésophile
Principe (Source : cahier FNDAE n°22 bis)

La fermentation mésophile, au voisinage de 35°C, est celle généralement mise en ceuvre.
Appliquée a la boue épaissie, la digestion anaérobie mésophile poursuit trois principaux ob-
jectifs :
- réduire la masse de boue, et stabiliser la boue, sous réserve de respecter un temps
de séjour suffisant dans le réacteur.
- hygiéniser partiellement la boue, en placant les espéces pathogénes dans un envi-
ronnement peu propice a leur survie.
- produire du biogaz.

La boue épaissie est admise dans une chambre de mélange ou elle est réchauffée par de
la boue digérée, elle-méme chauffée grace a un échangeur. L'ensemble est ensuite envoyé
dans le digesteur qui est agité par un dispositif mécanique ou par injection de gaz.

A l'issue de sa digestion, la boue est généralement évacuée vers un stockage qui garantit
I'alimentation réguliére de I'atelier de déshydratation.
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Station de Cholet (49, 116 000 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Lieu Date de pré-

[T AR L) d’échantillonnage lévement

Bache de mélange / en
Boues brutes amont du digesteur 08/07/20 8h30 09/07/20 10h08  10/07/20

Boues stockées durée 1  Sortie centrifugeuse 17/06/20 18/06/20 11h11  23/06/20

boues stockeées -3 1 4/55/50 gh3o 18/06/20 11h11  19/06/20
semaines

Boues stockées durée 2

Le traitement de la station de Cholet suit les étapes suivantes : 1) décantation primaire ;
2) boues activées aération prolongée ; 3) digestion anaérobie ; 4) centrifugation.

Le temps de séjour des boues dans le digesteur est de 34,3 j. Le volume de digestion est
de 6000 m? et la concentration de boues digérées est de 32,4 g/L.

Un apport journalier de boues de 176 m® permet d’alimenter le digesteur.

Station Les Mureaux (78, 120 500 EH)

Lieu Date de pré- Date de récep- Date de

Type d’échantillon d’échantillonnage lavement tion au labora- début

toire d’analyse

boues mixtes fraiches en

Boues brutes amont de la digestion ~ 16/06/20 9h 17/06/20 9h25 18/06/20
Boues chaulées - Zone

Boues stockées durée 1 de stockage — 3 se- 16/06/20 8h45 17/06/20 9h25 18/06/20
maines
Boues chaulées -

Boues stockées durée 2 Zone de stockage —3  16/06/20 8h 17/06/20 9h25 18/06/20
mois

Le traitement de la station des Mureaux suit les étapes suivantes : 1) décantation primaire ;
2) Boues activées aération prolongée ; 3) Digestion anaérobie ; 4) Filtre-presse

Stockage = digesteur Stockage = Plateforme
Concentration boue alim Alimentation digestion a 52g/L en 40% siccité en moyenne
moyenne sur la période (estimé
45g/L le jour du prélévement)

Conditions de stockage avec homogénéisation : brassage Pas d’homogénéisation ni
mécanique couverture
Couvert fermé

Historique du stockage Apport de boues continu : environ Apport de boues par batch 23T/ 3 j
130 m3/j en moyenne

Station de Port-Douvot (25, 188 000 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Lieu Date de pré-

[ESiEicckentiey d’échantillonnage levement

Boues brutes Boues mixes 25/05/20 8h30 26/05/20 9h50 27/05/20
Boues sortie centri-

Boues stockées fugeuse déshydratation ~ 07/07/20 8h 09/07/20 10h39  09/07/20

Boues stockées Hangar 4 mois 07/07/20 8h15 09/07/20 10h39  09/07/20
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La durée de la digestion est de 30 jours. Les boues sont ensuite centrifugées et stockées
dans une zone couverte gui est alimentée en boues en continu avec un débit de 193 m%/jour.
Les boues ne sont pas chaulées aprés la digestion, contrairement aux deux autres stations.

4.3.4 Filtre planté de roseaux
Rhizofiltration (Source : Conseil Général de la Dordogne, 2011)

Les lits sont composés d’'un massif filtrant a fond étanche constitué de différentes couches
de matériaux (galets, graves, gravillons et couche d’amendement organique) qui font office
de filtre et de support pour les roseaux et sont alimentées par les eaux usées. Des drains
sont disposés dans la premiére couche de matériaux (galets) pour récupérer les filtrats mais
aussi pour servir de systéme d’aération du massif et permettre I'activité biologique. Le
nombre de lits dépend de la capacité de l'unité et de la technique de réalisation (enterré ou
hors sol). Néanmoains, pour une bonne gestion de la filiere (curage des boues), il faut au
minimum 6 lits, mais I'exploitation est plus facile et moins colteuse avec 8 voire 10 lits. La
hauteur utile des bassins permet I'accumulation d’environ 1,50 m de boues.

Les boues traitées sont transformées en un « terreau » bien minéralisé ou les risques sani-
taires sont minimisés. La siccité est de 13% en moyenne

Station d’Espondeilhan (34, 1 800 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Type d’échantillon

boues au droit de I'ali-
Boues brutes mentation du lit de rhizo- 09/06/20 10/06/20 9h30 11/06/20
filtration

boues apres stockage

— échantillon moyen 09/06/20 10/06/20 9h30 11/06/20

Boues stockées

Le début du stockage a démarré en septembre 2011. Le rhizofiltre est alimenté en continu
par des eaux usées. Le débit moyen journalier est de 170 m?¥ j et le flux de matiéres en
suspension de 42 kg/j.

Station de Francheleins Champ les Vignes (01, 1 000 EH)

> Date de récep- Date de
Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage :gs;emdeifre' tion au début
laboratoire d’analyse
boues au droit de l'ali- 04/06/20
Boues brutes mentation du lit de rhizo- 02/06/20 9h 04/06/20 8h52
filtration
Boues stockées boues aprés stockage — 50500 9n  oaj06/208h52  OH06/20

échantillon moyen

La station est composée de 2 étages de filtres plantés de roseaux, avec 3 lits par étage.
Une permutation hebdomadaire est mise en ceuvre pour I'alimentation des lits : chaque lit
est alimenté une semaine sur trois.

Le début du stockage a démarré en octobre 2009.
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Station d’Houdancourt (60, 600 EH)

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse

09/06/20 10h30 10/06/20 oh3g ~ 10/06/20

Date de pré-
levement

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage

Eaux usées alimentant les

Boues brutes lits de rhizofiltration

stockage aprés 1 10/06/20

; 09/06/20 10h45 10/06/20 9h39
semaine

Boues stockées

La date de début de stockage n’est pas connue car la station a été reprise en exploitation
ilyal,7 an.

Le rhizofiltre est alimenté par batch journalier (en moyenne 68 m?/ j avec taux de MES
314 mg/L en 2019).

Rhizocompostage (Source : Etude diagnostique du systéme d’assainissement de Chala-
mont — Verdi)

L’objectif du traitement des boues sur macrophytes est, d’'une part, la déshydratation par
élimination de I'eau, et d’autre part, la stabilisation et le compostage des boues. L’apport de
matiéres carbonées par les feuilles et tiges des roseaux en décomposition assure un com-
postage naturel et lent des boues avec une minéralisation progressive.

Station de Chevanceaux (17, 1 100 EH)
Date de pré-

Date de ré- Date de début
ception au la- d’analyse
boratoire

Boues brutes Boues liquides 02/06/20 10h 04/06/20 14h44  08/06/20

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage &
evement

Boues stockées Stockage de 4 ans 02/06/20 15h15 04/06/20 14h44  08/06/20

Le dernier curage du lit N°1 a été réalisé en ao(t 2016. Les lits de macrophytes sont ali-
mentés par un apport hebdomadaire par batch de 7 m® (21kg/MS/j).

Station de Devecey-Bonnay (25, 4 667 EH)
Date de pré-

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse
Boues brutes bassin d’aération 16/06/20 11h 17/06/20 9h17 18/06/20

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage &
evement

Boues stockées Filtre planté de roseaux 16/06/20 10h30  17/06/20 9h17 18/06/20

Le rhizocompostage est alimenté en boues liquides par batch de 39 a 150 m?, depuis le
17 janvier 2020. Le dernier batch a été apporté le 12 juin 2020.

Station Le Verdon (33, 5 000 EH)

Lieu Date de pré-
d’échantillonnage levement

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse

Type d’échantillon

Bassin d'aération ou de

Boues brutes . .
la recirculation

27/05/20 10h45  28/05/20 9h19 29/05/20

rhizocompostage

Boues stockées apres stockage (lit n°2)

27/05/20 11h20  28/05/20 9h19 29/05/20

Le traitement de la station du Verdon suit les étapes suivantes : 1) boues activées aéra-
tion prolongée ; 2) rhizocompostage.

L’extraction a partir des boues recirculées se fait pendant 30 minutes par jour avec un dé-
bit de pompe de 20 m3/h pour 2 lits, soit 5 m3 par lit par jour.
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Le début du stockage du lit n°2 a démarré en septembre 2018.

Station de Marchaux (25, 2 500 EH)

Date de
réception au
laboratoire
17/06/20 9h17

Date de
début
d’analyse
18/06/20

Date de pré-
levement

16/06/20 9h30

Type d’échantillon

Lieu d’échantillonnage

Boues brutes Bassin d’aération

Boues stockées Filtre planté de roseaux 16/06/20 9h30  17/06/20 9h17 18/06/20

Le rhizocompostage est alimenté en boues liquides par batch de 100 a 400 m3, depuis le
28 janvier 2020. Le dernier batch a été apporté le 12 juin 2020.

Station de Romillé (35, 2 500 EH)

Lieu

Date de récep- Date de

tion au labora- début

toire d’analyse
18/06/20 14h18 19/06/20

04/06/20 10h10 05/06/20

Date de pré-
levement

17/06/20
03/06/20

d’échantillonnage

Boues brutes
Boues stockées

Bassin biologique
Boues stockées

Les lits plantés de roseaux sont alimentés en continu avec un débit de 15 m%j a 6 g/l ('age
de boues dans le bassin biologique est de 51 jours).

Station de Torcé Viviers en Charnie (53, 700 EH)

Type d’échantillon L2y

d’échantillonnage

Boues brutes Bassin d’aération

Date de récep-
tion au
laboratoire
11/06/20 9h

Date de pré-
levement

10/06/20

Date de dé-
but
d’analyse
12/06/20

Boues stockées Stockage casier 1

10/06/20 11/06/20 9h

12/06/20

Les 4 casiers de 50 m? sont alimentés en alternance plusieurs fois par jour. Le dernier cu-
rage du casier 1 a été réalisé en avril 2018.

4.3.5 Litde séchage

Principe (Source Fiche technique 2 — Seine et Marne)

Les lits de séchage sont des ouvrages constitués de bacs en béton dont le plancher est
rendu étanche par une bache ou un radier béton. Dans la partie inférieure, le massif filtrant,
non colmatant, est composé de couches superposées de galets, graviers et sable grossier.
Les boues issues du systeme épuratoire sont directement extraites du clarificateur et trans-
férées apres floculation sur le lit. Ensuite, les boues égouttées séchent en fonction des con-
ditions climatiques, la durée moyenne de séchage étant estimée a 3 semaines. Les boues
sont ensuite ratissées manuellement, reprises et stockées dans un endroit approprié
(bennes étanches, aire de stockage couverte). La boue présente un aspect trés hétérogéne
de type pateux (hiver) a solide (été). La siccité moyenne attendue est supérieure a 30 %.

page 76 / 172




Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 77/50

Station de Lude Mailly (51, 2 500 EH)

Date de ré- Date de
ception au la- début
boratoire d’analyse

Date de pré-

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage &
evement

Boues brutes Boucle de recirculation 06/07/20 07/07/20 10h24 08/07/20
Boues stockées lit de séchage 1 23/06/20 10h20  25/06/20 9h20 25/06/20
Boues stockées lit de séchage 2 23/06/20 10h30  25/06/20 9h20 25/06/20

La date de production des boues est le 5 mai
2020.

Station de Trépail (51, 800 EH)

Date de pré- Date de récep- Date de
Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage & P tion au labora- début
evement . )
toire d’analyse
Boues brutes Boucle de recirculation 06/07/20 07/07/20 10h24 08/07/20
Boues stockées lit de séchage 1 23/06/20 25/06/20 9h20 25/06/20
Boues stockées lit de séchage 2 23/06/20 25/06/20 9h20 25/06/20

La date de production des boues est le 22 juin 2020.

Station de Vezy (51, 1 500 EH)

. . . . . Date de pré- Lz B e DEUD e
Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage lovement tion au labora- début
toire d’analyse
Boues brutes Boucle de recirculation 06/07/20 07/07/20 10h24  08/07/20
Boues stockées lit de séchage 1 23/06/20 9h50 25/06/20 9h20 25/06/20
Boues stockées lit de séchage 2 23/06/20 10h 25/06/20 9h20 25/06/20

La date de production des boues est le 5 mai 2020.

436 Serre
Les systémes existants sont basés sur le principe de Il'effet de serre.
Solaire (Source Fiche Technique 5- Seine et Marne)

Le procédé utilise I'énergie solaire captée au niveau de serres pour évaporer I'eau des
boues placées en couche mince sur un radier béton et retournées de maniére réguliére par
un scarificateur. La serre est équipée de ventilateurs/extracteurs permettant un renouvelle-
ment de l'air et I'évacuation de 'humidité. La siccité des boues dépasse les 70%.

Station d’Aups (83, 5 500 EH)
Date de récep- Date de
tion au labora- début

toire d’analyse
Bassin d'aération ou 27/05/20 945  29/05/20 8h51  29/05/20
de la recirculation

Boues stockées  Serre solaire — 36 semaines 27/05/20 9h45 29/05/20 8h51 29/05/20

Date de pré-
levement

Lieu d’échantillonnage

Boues brutes

Le traitement de la station d’Aups suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée ; 2) épaississement gravitaire ; 3) centrifugation ; 4) serre solaire.
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La serre est équipée d’un systéme d’homogénéisation et est alimentée en continu permet-
tant la déshydratation de 40 m® de boues par semaine de boues a 12 g/l de matiére séche
en moyenne.

Le début du stockage a démarré en aolt 2019.

Station de Brenouille / Pont Saint Maxence (60, 40 000 EH)

Date de pré- Date de récep- D,ate de
Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage lvement tion au labora- début
toire d’analyse
Boues épaissies - Bassin
Boues brutes d'aération ou 10/06/20 11h 11/06/20 9h49  12/06/20
de la recirculation
Boues stockées Serre solaire -2 semaines 10/06/20 11h 11/06/20 9h49  12/06/20

Le traitement de la station de Brenouille / Saint Maxence suit les étapes suivantes : 1) boues
activées aération prolongée avec traitement du phosphore par injection du phosphore 2)
épaississement dynamique ; 3) Filtre-presse avec conditionnement polymére ; 4) serre so-
laire

La serre est alimentée en continu a raison de 9,8 t de matiére séche par semaine.

Station de Gemozac (17, 2 200 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse
Boues brutes Boues liquides 08/06/20 15h 10/06/20 10h12 11/06/20

Date de pré-

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage &
evement

Boues stockées Serre solaire — 3 mois 08/06/20 15h 10/06/20 10h12 11/06/20

Les boues sont centrifugées puis stockées en serre. Le casier P3 est alimenté en continu
depuis le 24/02/2020. Les boues stockées sont homogénéisées.

Station de Névez (29, 5 000 EH)

Date de récep- Date de
tion au labora- début

toire d’analyse
Bassin d'aération ou de 03/06/20 04/06/20 10h12  4/06/20
la recirculation

Date de pré-
lévement

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage

Boues brutes

Boues stockées Serre solaire — 12 mois 03/06/20 04/06/20 10h12 4/06/20

Le traitement de la station de Névez suit les étapes suivantes : 1) boues activées aération
prolongée ; 2) lagune de finition ; 3) centrifugation ; 4) serre solaire

La serre dispose d’'un systéme d’homogénéisation et est alimentée en boues par batch,
avec un apport mensuel de 8 m? (soit 1,55 t de matiére séche par mois).

Avec plancher chauffant (Source Fiche Technique 5- Seine et Marne)
Il est possible de réduire la superficie de la serre solaire en intégrant un plancher chauffant

alimenté par une pompe a chaleur, celle-ci puisant les calories dans I'eau rejetée (tempéra-
ture relativement constante). La siccité des boues dépasse les 70 %.
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Station de Chartres (28, 160 000 EH)

Date de pré-
levement

Date de récep- Date de
tion au labora- début
toire d’analyse

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage

Boues brutes Boues liquides avant déshy- . n00 101 23/06/20 14h 24/06/20
dratation

Boues stockées E)‘L’j‘:ss sortie sécheurs — 18 »510600 110 23/06/20 14h 24/06/20

Boues stockées ~ DOUeS sécheées etstockées ) ne00 111 23/06/20 14h 24/06/20
pendant 5 semaines

Les boues en sortie des sécheurs ont été produites 18 jours avant le prélévement.

Station Evron — Cépur (53, 16 500 EH)

Date de Date de

< réception au la-  début
LRI boratoire d’analyse
Boues brutes Recirculation 10/06/20 11/06/20 9h 12/06/20
Boues stockées Serre 10/06/20 11/06/20 9h 12/06/20

Date de pré-

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage

Le prélevement a été réalisé dans la serre a la fin du plancher chauffant. A partir du 2 avril
les boues sont produites depuis coronavirus.

Station de Laillé (35, 5 500 EH)

Date de récep- Date de
tion au début
laboratoire d’analyse

Date de preé-

Type d’échantillon Lieu d’échantillonnage &
eévement

Bassin d'aération ou
Boues brutes de |a recirculation 17/06/20 18/06/20 14h18 19/06/20
Boues stockées Serre 03/06/20 04/06/20 10h10 05/06/20

L’age des boues dans le bassin biologique est de 40 jours (siccité de 14%). La serre est ali-
mentée par 2 a 3 apports par semaine par batch de 2 a 3 m2.

4.4 RESULTATS
4.41 Traitement des données

Afin de pouvoir calculer les abattements en bactériophages, les concentrations inférieures
a la limite de détection ont été remplacées par la moitié de cette limite. Pour la majorité des
échantillons de boues stockées analysées, la limite de détection était de 10 pfu/g de matiére
brute.

Les concentrations en bactériophages mesurées par le laboratoire en pfu / g de matiére
brute ont été converties en pfu / g de matiére séche.

Le calcul de I'abattement en bactériophages a été réalisé comme suit :

Abattement = log (C/CO0)
Avec:
C : concentration en bactériophages dans les boues stockées, exprimée en pfu / g de ma-
tiere seche.
CO0 : concentration en bactériophages dans les boues liquides avant stockage, exprimée
en pfu / g de matiére seche.
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4.4.2 Taux de matiere seche

Les taux de matiére séche dans les boues liquides avant stockage sont globalement infé-
rieurs a 8% (Figure 7). Seules 3 STEU présentent des taux de matiére séche entre 17 % et
32 % : Aups (17%), Espondeilhan (21%) et Francheleins (32%). Pour les deux derniéres
stations, il a probablement été difficile d’échantillonner au regard de 'apport en eaux usées
des rhizofiltres, ce qui peut expliquer les taux de matiére seche élevés. Par contre pour la
station d’Aups, le préleévement des boues liquides a certainement été effectué aprés une
etape d’épaississement. Cette station, atypique par rapport aux autres stations de la filiere
des serres solaire, n’a pas été retenue pour les calculs d’abattement en charge virale.

Boues liquides avantstockage

30 -_l_ T T T l__

25 :— —:

20 F -

%] = 3
Y= L -
g 1s5F A
i - 3
L F 3
10 =

0 E — — = — r

4

0.2 0.3
Taux de matiére séche

Qo
(]
< F
(]

Figure 7 : Histogramme de distribution du taux de matiére séche dans les boues liquides
avant stockage

Boues stockées
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Digestion anaérobie mésophile D:l
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Tauxde matiére séche

Figure 8 : Taux de matiére seche dans les boues stockées.

Le graphique est élaboré comme suit : la boite est construite a partir du centile 25 et du centile
75, avec lamédiane représentée par la barre dans cette boite. La moyenne est aussi représen-
tée par une croix rouge. Les moustaches correspondent aux valeurs minimum et maximum,
hors points extrémes. Il existe deux types de points extrémes : les points éloignés (carré bleu,
> 1.5 fois lalargeur de la boite) et trés éloignés (carré rouge, > 3 fois la largeur de la boite).

En ce qui concerne les taux de matiére séche dans les boues stockées, une différentiation selon le
procédé de traitement des boues est mise en évidence (Figure 8). Ainsi, les boues stockées dans
des serres (solaire ou avec plancher chauffant) sont caractérisées par des taux de matiére seche
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éleveés (entre 70 et 95%). A I'opposé, les boues liquides stockées en silo ont des taux de matiére
seche faibles (inférieurs a 8%). Les boues chaulées (filtre presse et post chaulage), ainsi que les
boues digérées ont des taux de matiere seche compris entre 30 % et 45 %.

4.4.3 Concentration et abattement en bactériophages

Le logarithme des concentrations en bactériophages dans les boues liquides avant stockage est en
moyenne de 7, avec une majorité de boues caractérisées par des valeurs comprise entre 6.5 et 7.5
pour les coliphages somatiques (Figure 9) et est en moyenne de 5 pour les ARN F-spécifiques, avec
une majorité de boues caractérisées par des valeurs entre 4 et 6 (Figure 10).

Boues liqguides avantstockage - Coliphages somatiques
Boues chaulées - filtre-presse . . . |—E|:|-|
Boues chaulées - post-chaulage L — - | —
ues liquides avec stockage non aéré - e I N
Centrifugation + stockage en benne |-
Digestion anaérobie m ésophile | - | 1
FPR - rhizofiltration |:|
FPR -rhizocompostage ® Hj a
Litde séchage IZ'
Serre avec plancher chauffant | r | |
Serre solaire |—|_.-L|-|
4.7 5.7 6.7 7.7 8.7
Log (concentration pfu /g MS)

Figure 9 : Concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides avant stockage
en pfu /g de matiére seche (échelle logarithmique). Voir la légende de la Figure 8 pour la
construction des boites a moustaches.

Boues liquides avant stockage - ARN F Spécifiques
Boues chaulées - filtre-presse l L] I l :D—Il I
Boues chaulées - post-chaulage -—:D—-
wes liquides avec stockage non aéré aa El:'—.
Cenfrifugation + stockage en benne |-
Digestion anaérobie m ésophile | - Il
FPR - rhizofiltration | + |
FPR -rhizocompostage DZ'—-
Litde séchage | | | - |
Serre avec plancher chauffant El]
Serre solaire |—|:|:|-|
2.7 3.7 4.7 57 6.7
Log (concentration pfu /g MS)

Figure 10 : Concentration en ARN F spécifiques dans les boues liquides avant stockage en
pfu/ g de matiére seche (échelle logarithmique). Voir la Iégende de la Figure 8 pour la cons-
truction des boites a moustaches.
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Cependant, une forte dispersion des concentrations en bactériophages dans les boues li-
quides avant stockage pour la digestion anaérobie mésophile peut étre observée. Ceci est
dd & la station de Cholet qui présente une concentration en bactériophages dans les boues
avant digesteurs anormalement basse (en coliphages somatiques log 5,5 contre log 7,3
pour les deux autres stations).

Le logarithme des concentrations en bactériophages dans les boues stockées est dépen-
dant du procédé de traitement et stockage des boues mis en ceuvre, que ce soit pour les
coliphages somatiques (Figure 11) ou pour les ARN F spécifiques (Figure 12).

Ainsi, les boues issues du chaulage (filtre presse et post chaulage) et des serres avec plan-
cher chauffant, sont caractérisées par des concentrations (en échelle logarithmique) proche
de 1. Al'opposé, les boues stockées en conditions non aéré ou dans des filtres plantés de
roseaux (FPR) ont des concentrations logarithmiques entre 5 et 6,5 pour les coliphages
somatiques et entre 2 et 6 pour les phages ARN F-spécifiques.

Boues stockées - Coliphages somatiques
Boues chaulées - filtre-presse l {Ij -l l l
Boues chaulées - post-chaulage IED-
wues liquides avec stockage non aéré ° .—ED-.
Cenftrifugation + stockage en benne |-
Digestion anaérobie mésophile | r | |
FPR - rhizofiltration 11
FPR -rhizocompostage — {1
Litde sechage 1] " |
Serre avec plancher chauffant El
Serre solaire |-|:|:'—u
0 2 4 6 8
Log (concentration pfu /g M3)

Figure 11 : Concentration en coliphages somatiques dans les boues stockées en pfu /g de
matiére séche (échelle logarithmique). Voir la légende de la Figure 5 pour la construction
des boites a moustaches.

Boues stockées - ARN F Spécifiques

Boues chaulges - filtre-presse |-|]} .
Boues chaulées - post-chaulage I

wes liquides avec stockage non aéré .—:D—.

Cenfrifugation + stockage en benne |-

Digestion anaérobie mésophile El:l
FPR - rhizofiltration | | - |

FPR -rhizocompostage |_ED—|

Litde sechage
Serre avec plancher chauffant

I
I
Serre solaire E—|
1

Log (concentration pfu /g MS)

Figure 12 : Concentration en ARN spécifiques dans les boues stockées en pfu /g de ma-
tiere séche (échelle logarithmique). Voir lalégende de la Figure 5 pour la construction des
boites a moustaches.
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Enfin, les concentrations logarithmiques en coliphages somatiques dans les autres boues
sont trés dispersées, entre 1 a 7 et entre 1 et 4 pour les lits de séchages et la digestion
anaérobie meésophile respectivement, illustrant une disparité importante entre les STEU
d’'une méme filiére de traitement et stockage. Ainsi la station du Trépail, dont le prélévement
des boues stockées a été réalisé le lendemain du démarrage du lit de séchage, montre une
concentration en bactériophages trés forte (log 7) alors que les deux autres stations, échan-
tilonnées environ 1,5 mois apres le démarrage du lit de séchage présentent des concen-
trations dans les boues stockées de 'ordre de log 1. La station du Trépail n’a pas été incluse
pour le calcul de I'abattement du titre viral.

L’estimation de la perte du titre viral (ou abattement) au cours du stockage a été calculée
comme le logarithme du rapport des concentrations (en pfu / g de matiere séche) dans les
boues brutes et dans les boues apres stockage. Pour les filieres ayant plusieurs durées de
stockage, la plus longue a été considérée pour réaliser la Figure 13 et la Figure 14.

Le taux d’abattement semble fortement dépendant du type de traitement et du temps de
stockage mis en ceuvre (Figure 13 et Figure 14). Ainsi le chaulage des boues (filtre presse
ou post chaulage) et le stockage en serre solaire ou avec plancher chauffant permettent en
général d’avoir des abattements trés importants en coliphages somatiques (supérieurs a 5
log) et en phages ARN F-spécifiques (supérieurs a 3 log). Par ailleurs, pour ces filiéres, les
concentrations mesurées en bactériophages dans les boues stockées sont dans la plupart
des cas inférieures a la limite de quantification de 10 pfu/g de matiére brutes.

Pour les autres types de traitement et stockage comme les boues liquides en stockage non
aeré et les filtres plantés de roseaux (rhizocompostage et rhizofiltration), 'abattement en
coliphages somatiques et en phages ARN F-spécifiques est faible, majoritairement inférieur
a3log.

Enfin le taux d’abattement en bactériophages (coliphages somatique et phages ARN F spé-
cifiques) est trés dispersé pour la digestion anaérobie mésophile et les lits de séchage, avec
probablement des résultats trés différents selon les STEU concernées pour chacune de ses
filieres (voir § 3.4.4).

Abattement en coliphages somatiques

Boues chaulées - filtre-presse . . . |—D
Boues chaulées - post-chaulage -—ED-
ues liquides avec stockage non aéré | o .—D:l. N
Cenfrifugation + stockage en benne |-
Digestion anaérobie m ésophile ::l
FPR - rhizofiltration HE
FPR -rhizocompostage —

Litde séchage [[l
Serre avec plancher chauffant 11

Serre solaire E:'

-1.5 0.5 25 4.5 6.5 8.5
Log (C/C0O)

Figure 13 : Abattement en coliphages somatiquesﬁ (échelle logarithmique). La barre en rouge
correspond a un abattement de 4 log. Voir la légende la Figure 5 pour la construction des
boites a moustaches.
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Abattement en ARN F Spécifiques

Boues chaulees - filtre-presse a E

Boues chaulées - post-chaulage -—E

ues liquides avec stockage non aéré I | * I

Cenfrifugation + stockage en benne l-
Digestion anaerobie m ésophile

FPR - rhizofiltration 11
FPR -rhizocompostage |—|:|]

Serre avec plancher chauffant

Serre solaire

1]
I
m
Litde séchage :El
]
4.5

1.5 0.5 2.5
Log (C/CO)

6.5

Figure 14 : Abattement en ARN F spécifiques (échelle logarithmique). La barre en rouge
correspond a un abattement de 4 log. Voir lalégende la Figure 5 pour la construction des
boites a moustaches.

4.4.4 Analyse détaillée par filiére de traitement des boues

Boues chaulées - filtre presse
5 STEU de 10 000 a 50 000 EH sont concernées

Le taux de matiére seche des boues liquides est en moyenne de 1,1 % et celui des boues
stockées a 3 semaines et 3 mois est en moyenne de 34%.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére séche, est en moyenne de 7,5.

Un abattement important en coliphages somatiques (> 5 log) et en ARN F-spécifiques (> 3.8
log), est observé dés 3 semaines de stockage, a I'exception de Saint Dizier qui est caractérisée
par un abattement moindre en coliphages somatiques (3,7). En ce qui concerne la STEU de
Pons I'abattement en ARN F-spécifiques est plus faible (2 log) en raison de la concentration
initiale dans les boues brutes faibles (3 log).

Enfin, aprés trois mois de stockage, les concentrations mesurées en coliphages somatiques
et ARN F-spécifiques, exprimées en g de matiere brutes, sont inférieures a la limite de détec-
tion (soit 1,1 a 1,3 en logarithme de la concentration en bactériophages, exprimée par g de
matiere seche).

Boues centrifugée et post chaulées
4 STEU de 12 000 a 87 000 EH sont concernées.

Le taux de matiére seche des boues liquides est en moyenne de 1,2 % et celui des boues
stockées a 3 semaines et 3 mois est en moyenne de 30%.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére séche, est en moyenne de 7,2.
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Un abattement important en coliphages somatiques (> 4,8 log) et en ARN F-spécifiques (>
3.8 log sauf pour une station caractérisée par un abattement de 2.5 log et une concentration
initiale de 3 log), est observé dés 3 semaines de stockage.

Enfin, aprés trois mois de stockage, les concentrations mesurées en coliphages somatiques
et en ARN F-spécifiques, exprimées en g de matiere brutes, sont inférieures a la limite de
détection (soit 1,1 a 1,3 en logarithme de la concentration en bactériophages, exprimée par g
de matiére seche).

Boues liquides, stockage non aéré
10 STEU sont concernées, dont 8 de taille inférieures a 4 000 EH et 2 plus grandes (19 000
et 36 000 EH).

Le taux de matiére seche des boues liquides est en moyenne de 1,3 %, avec une valeur trés
basse pour la station de Valmont (0,08%) et une plus élevée pour la station de Val Saint Ger-
main (5,9 %). Le taux de matiere seche dans les boues stockées est en moyenne de 3,2

%.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiere seche, est en moyenne de 6,9. Les stations de Valmont et Savigny ont
des concentrations plus faibles (4,8 — 5 en échelle logarithme).

Les abattements en coliphages somatiques et en ARN F-spécifiques observés sont assez
faibles, en moyenne de 0,9 log, sauf pour la STEU de Saint Anne sur Brivet caractérisée des
abattements de 'ordre de 3 log. Ceci peut s’expliquer par la trés longue durée de stockage (>
1 an) par rapport aux autres STEU. Ces résultats sont en cohérence avec ceux obtenus sur
I'étude cinétique de stockage de boues liquides.

Digestion anaérobie mésophile
3 STEU de 116 000 a 188 000 EH sont concernées.

Le taux de matiére séche des boues liquides est compris entre 3 % et 6 %. Le taux de ma-
tiere séche dans les boues stockées est compris entre 30 et 40 %.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére seéche, est compris entre 5,5 et 7,5.

L’abattement en coliphages somatiques observé est important pour la station des Mureaux (>
6 log) dont les boues sont chaulées avant stockage, et pour la station de Port-Douvot (>4 log)
mais plus faible pour la station de Cholet (2 log). Pour cette derniére, le niveau de concentra-
tion en coliphages somatiques dans les boues brutes est plus faible (5.5 log) que pour les
autres stations, ce qui peut expliquer le plus faible abattement observé.

L’abattement en ARN F-spécifiques est supérieur a 3.8 pour les 3 STEU concernées.

Rhizocompostage
6 STEU de 700 a 5 000 EH sont concernées.

Le taux de matiére séche des boues liquides est en moyenne de a 0,6 % et celui des boues
stockées est en moyenne de 14 % (compris entre 6% et 31 %).

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére seche, est en moyenne de 7,2.
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L’abattement en coliphages somatiques observé est assez faible, en moyenne de 1,7 log.
L’abattement en coliphages somatiques de la station de Torcé Viviers en Charnie est cepen-
dant proche de 3 log.

Rhizofiltration
3 STEU de 600 a 1 800 EH sont concernées.

Le taux de matiére seche des boues liquides est compris entre 11 % et 32 %. Les boues
stockées de la station d’Houdancourt sont caractérisées par un taux de matiére séche de 0,6%
et celles des deux autres stations par un taux compris entre 22 et 28 %.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére séche, est compris entre 6 et 7.

Les abattements en coliphages somatiques et en ARN F-spécifiques observés sont assez
faibles (inférieurs a 1 log).

Lit de séchage
3 STEU de 800 a 2500 EH sont concernées.

Les taux de matiéres séches des boues liquides est en moyenne de 1%. Le taux de matiéres
séches dans les lits de séchage est de 21 % pour la STEU de Trépail et entre 80 et 90 % pour
les STEU de Lude-Mailly et Verzy.

Des abattements importants en coliphages somatiques (> 5,5 log) et en ARN F-spécifiques (>
3 log) sont observés pour 2 STEU (Lude-Mailly et Verzy).

Aucun abattement en bactériophage n’a été observé pour la STEU de Trépail. A noter que le
début de stockage sur cette STEU a démarré 1 jour avant la réalisation des prélévements,
alors que pour les deux autres STEU il a démarré 1,5 mois avant.

Enfin, pour les STEU de Lude-Mailly et Verzy les concentrations en bactériophages mesurées
dans les boues stockées, exprimées en g de matiére brutes, sont inférieures a la limite de
détection (soit 1,1 a 1,3 en logarithme de la concentration en bactériophages, exprimée par g
de matiére séche).

Serre Solaire
4 STEU de 2 200 a 40 000 EH sont concernées.

Le taux de matiére séche des boues liquides est en moyenne de 1,7 %, excepté pour la station
d’Aups pour laquelle il est de 17 %. Le taux de matiére seche des boues stockées est tres
élevé et compris entre 85 % et 95 %, excepté pour la station d’Aups (67 %).

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére seche, est en moyenne de 7,0.

Un abattement important en coliphages somatiques (> 4,9 log) et en ARN F-spécifiques (> 4
log), est observé, excepté pour la station d’Aups ou cet abattement n’est que de 2,6 log pour
les coliphages somatiques et de 3 pour les ARN F-spécifiques.

Enfin, les concentrations mesurées en ARN F-spécifiques, exprimées en g de matiéere brutes,
dans les boues stockées sont en général inférieures a la limite de détection (soit 1,1 & 1,3 en
logarithme de la concentration en coliphages somatiques, exprimée par g de matiere seche).
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Serre avec plancher chauffant
3 STEU de 5 500 a 160 000 EH sont concernées.

Le taux de matiére séche des boues liquides est en moyenne de 0,5 %, et celui des boues
stockées est trés élevé et en moyenne de 92 %.

Le logarithme de la concentration en coliphages somatiques dans les boues liquides, expri-
mées en g de matiére seche, est en moyenne de 6,3.

Un abattement important en coliphages somatiques (> 5 log) et en ARN F-spécifiques (> 4
log), est observé pour 'ensemble des STEU.

Enfin, les concentrations mesurées en bactériophages, exprimées en g de matiére brutes,
dans les boues stockées sont en général inférieures a la limite de détection (soit 1,1 & 1,3 en
logarithme de la concentration en coliphages somatiques, exprimée par g de matiére seche).

Une synthése basée sur deux critéres est présentée dans le Tableau 8. Les coliphages soma-
tiques ont été retenus pour réaliser cette synthése car ils sont plus résistants et donc sont plus
protecteurs. Les critéres utilisés sont :
- Taux d’abattement (log C/C0) en coliphages somatiques supérieur a 4 log ;
- Concentration en coliphages somatiques proches de la limite de détection (ce qui cor-
respond en échelle logarithmique & 0,7 — 1,35 selon le taux de matiére séche).
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Tableau 8 : Synthése des résultats obtenus pour chacune des 42 STEU en considérant un
abattement en coliphages somatiques supérieur a 4 log et une concentration dans les boues
stockées proches des limites de détection (log C < 1.35) comme critére. Dans le cas ou 2
durées ou conditions de stockage ont été mis en ceuvre les réponses sont doublées. Les
STEU atypiques par rapport a leur filiere sont identifiées avec *

Concentration

Dépar Equivalent Procédé A men
Nom de la STEU m?e%? = H(;Llj)it;lnet traci)feigznie Lc?gtéelcg >t4 danssicl)iié)gsues
Log C<1.35

Laon 02 40 000 Boues chaulées  oui/oui oui / oui
Les Martres de Veyre 63 32 600 filtre-presse oui / oui oui / oui
Pons 17 9 800 oui / oui oui / oui
Saint-Dizier 52 50 000 non / oui non / oui
Schwindratzheim 67 12 000 oui / oui non / oui
Dreux 28 86 667 Boues chaulées  oui/ oui oui / oui
Fécamp 76 40 000 post-chaulage oui / oui non / oui
Isles sur Suippe 51 12 000 oui / oui oui / oui
Sin le Noble 59 23 000 oui / oui non / oui
Audeux 25 500 Boues liquides avec non non
Cintré 35 1500 stockage non aéré non non
Créche 71 19 000 non non
Ste Gemmes le Robert 53 800 non non
Mamirolle 25 3000 non non
Saint Anne sur Brivet 44 36 250 non non
Saint Genis de Saintonge 17 1300 non non
Savigny 69 2200 non non
Val Saint Germain 91 3000 non non
Valmont 76 4 000 non non
St-Lizier 09 41 000 Centrifugation non non
Cholet* 49 116 000 Digestion non non
Les Mureaux 78 120 500 ;néasirpohtijli: oui / oui oui / oui
Port-Douvot 25 188 000 oui non
Chevanceaux 17 1100 Filtre planté de ro- non non
Devecey-Bonnay 25 4 667 seaux (rhizocompos- non non
Le Verdon 33 5000 tage) non non
Marchaux 25 2500 non non
Romillé 35 2500 non non
Torcé Viviers en Charnie 53 700 non non
Espondeilhan 34 1800 Filtre planté de ro- non non
Francheleins Champ les Vignes 01 1 000 seaux (rhizofiltration) non non
Houdancourt 60 600 non non
Lude-Mailly 51 2 500 Lit de séchage oui oui
Trépail* 51 800 non non
Verzy 51 1500 oui oui
Chartres 28 160 000 Serre avec oui oui
Evron — Cepur 53 16 500 plancher chauffant oui oui
Laillé 35 5500 oui oui
Aups* 83 5500 Serre solaire non non
Brenouille/Pont Sainte Maxence 60 40 000 oui non
Gemozac 17 2 200 oui non
Névez 29 5000 oui non
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5 CONCLUSIONS-PERSPECTIVES

L’étude cinétique de I'abattement des coliphages somatiques et bactériophages ARN F- spé-
cifiques dans des boues liquides stockées dans des conditions maitrisées a permis de confir-
mer les hypothéses suivantes :
- Un abattement des coliphages somatiques moins importants que celui observé pour
les bactériophages ARN-spécifiques,
- Un abattement plus important a 22°C comparé a celui observé a 5°C,
- Dans des conditions de stockage a 22°C : un abattement maximal de 1,2 log pour les
coliphages somatiques a J96 et 1,4 log pour les bactériophages ARN F-spécifiques
apres J28.

Les résultats sur I'étude de I'abattement en bactériophages dans les boues issues de sta-
tions d’épuration ont montré que les boues liquides, avant traitement ou stockage présen-
taient un taux de matiére séche qui variait entre 0,5% et 8%. Le taux de matiéres séches
dans les boues stockées ayant fait I'objet d’'un traitement est directement lié aux procédés
de traitement et aux conditions de stockage, avec des taux compris entre 0,5% et 95%.

Le logarithme de base 10 (log) des concentrations en bactériophages dans les boues ex-
traites de la « filiere eau », avant tout traitement ou stockage est en moyenne de 7, avec
une majorité de boues caractérisées par des valeurs comprises entre 6,5 et 7,5 pour les
coliphages somatique et est en moyenne de 5 pour les phages ARN F-spécifiques, avec
une majorité de boues caractérisées par des valeurs entre 4 et 6.

Par ailleurs, au regard de l'objectif fixé initialement d’'un abattement de 4 log pour les bac-
tériophages, il apparait, au travers de cette étude, que cet objectif est atteint pour les coli-
phages somatiques en raison de la concentration importante présente dans les boues li-
quides avant stockage. Par contre pour les phages ARN F-spécifiques, cet objectif d’'un
abattement de 4 log doit étre considéré au regard de la concentration initiale déterminée
dans les boues liquides qui est plus faible que pour les coliphages somatiques (environ 5
log en moyenne). Ainsi, I'objectif sur le taux d’abattement en ARN F- spécifiques doit d’'une
certaine maniére tenir compte de cette concentration initiale dans les boues liquides car il
peut étre inférieur a 4 log selon les regles de calcul défini dans I'étude (concentration équi-
valente a la moitié du seuil de détection si I'échantillon est négatif ou non quantifiable) si la
concentration en phages ARN F-spécifigues mesurée dans les boues stockées est infé-
rieure a la limite de quantification. Dans ce cas, I'abattement en phages ARN F- spécifiques
peut-étre largement sous-estimé, par conséquent, les conclusions se focalisent essentielle-
ment sur les coliphages somatiques.

Les résultats obtenus dans cette étude démontrent, d’'une part, qu’il y a une bonne homo-
généité des concentrations de coliphages somatiques mesurées dans les boues liquides
avant stockage, et ce quelle que soit |a taille de la STEU et, d’autre part, que les taux d’abat-
tement en bactériophages estimés sont trés largement dépendant de la filiere de production
et traitement boues et de leurs conditions de stockage. Ce constat permet par conséquent
d’émettre des propositions par filieres.

Les résultats des deux protocoles de cette étude soutiennent les choix stratégiques et tech-
nigues mis en ceuvre : Les bactériophages sont des indicateurs fiables de I’évaluation
de I'efficacité d’abattement au cours du stockage de la charge virale des boues pro-
duites par les différentes filieres présentes sur le territoire métropolitain.

Enfin, le recours & des protocoles analytiques éprouvés ayant notamment été validés et
ayant démontré leur transférabilité apparait comme un élément satisfaisant a I'exploitabilité
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des données acquises, de méme que la mise en ceuvre d’un panel d’outils de contrdle qua-
lité.

Considérant que le taux d’abattement en coliphages somatiques est largement plus robuste
et plus précis que celui en phages ARN F-spécifiques, il a été retenu pour émettre des
propositions de possibilité d’épandage par filiere de traitement et conditions de stockage
des boues.

Le taux d’abattement en coliphages somatiques est supérieur a 4 log pour 'ensemble des
filieres de traitement des boues suivantes :
- Boues chaulées (filtre presse et post chaulage) aprés 3 mois de stockage (n=9)
- Serre solaire et avec plancher chauffant, avec un taux de matiére seche supérieur a
80 % (n=6)
Par ailleurs pour ces filieres, la concentration en coliphages somatiques dans les boues
stockées est généralement inférieure a la limite de quantification de la méthode d’analyse.

Ainsi, il est proposé que pour ces filieres « boues chaulées » et « serre » les boues
stockées dans les conditions précisées ci-dessus soient épandues sans analyses
complémentaires a celles requises habituellement (arrété du 8 janvier 1998).

En raison du plus faible nombre de stations étudiées, il est plus difficile de conclure pour les
filieres suivantes.

- Lit de séchage apres 1,5 mois de stockage (n=2)

- Digestion anaérobie mésophile apres 4 mois de stockage (n=1),
En effet, pour ces filieres le nombre d’échantillon disponible exploitable reste trop faible.
Pour les lits de séchage, une des trois stations étudiées a été échantillonnée a une date
trop proche de la mise en service du lit de séchage (I'échantillon était représentatif de boues
guasiment « fraiches »).
En ce qui concerne la digestion anaérobie mésophile, une des trois stations a présenté des
données sur les boues en entrée de filiere avant stockage trés différentes (taux de matiére
séche élevé et concentration initiale beaucoup plus faible) et n’a donc pas été retenue pour
I'exploitation finale. Par ailleurs, pour une autre de ces trois stations, les boues sont chau-
Iées au moyen d’un filtre presse. Cette station est donc a rapprocher de la filiére filtre presse.
Cependant, ces filieres présentent un potentiel d’abattement des coliphages somatiques
important, comme cela a pu étre observé pour les lits de séchage aprés 1,5 mois de stock-
age (taux d’abattement supérieur a 5 log) ou pour la digestion anaérobie mésophile (taux
d’abattement de 4,5 log).

En attente de données supplémentaires permettant de définir des conditions de
stockage précise pour les filieres « lit de séchage » et « digestion anaérobie méso-
phile », il est proposé pour ces deux filieres que le maitre d’ouvrage réalise une esti-
mation du taux d’a"battement en coliphages somatiques de chague lot de boues
stockées en suivant le protocole mis en place dans cette étude. Dans le cas ou I’abat-
tement serait supérieur a 4 log, il est proposé que le lot de boues soit épandu sans
analyses complémentaires a celles requises habituellement (arrété du 8 janvier 1998).
Il est ainsi conseillé de suivre les recommandations suivantes pour le stockage :

- Lit de séchage : stockage de 1,5 mois minimum

- Digestion anaérobie mésophile : 4 mois de stockage minimum

Enfin, les taux d’abattement en coliphages somatiques sont trés majoritairement inférieurs
a 4 log, pour les filieres suivantes :
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- Boues liquides en stockage non aéré (n=10)

- Filtres planté de roseaux (rhizocompostage et rhizofiltration) (n= 9)
Pour ces filieres « boues liquides » et « filtres plantés de roseaux », au vu des résul-
tats obtenus, il n’est pas proposé de faire évoluer les dispositions de I’arrété du 30
avril 2020.

Enfin, des données complémentaires incluant d’autres stations permettraient de statuer sur
les filieres comme les lits de séchage ou la digestion anaérobie mésophile. Par ailleurs, des
études sur le chaulage des silos de stockage des boues liquides ont été engagées récemment
afin de trouver une solution pour I'épandage de ces boues liquides. Une détermination du taux
d’abattement en coliphages somatiques permettrait de valider ou non cette option.

Synthese des propositions par filiere :

Conditions de

Conditions d’épandage

Filieres stockage minimum S
. particuliéres
requis

Boues chaulées 3 mois aucune

Serre solaire ou avec plancher taux de matiére aucune

chauffant séche > 80%

Lit de séchage 1.5 mois Confirmation d’un taux
d’abattement en coliphages
somatiques de 4 log pour chaque
lot

Digestion anaérobie mésophile 4 mois Confirmation d'un taux
d’abattement en coliphages
somatiques de 4 log pour chaque
lot

Boues liquides en stockage non Aucune Hygiénisation requise (arrétés

aéré 1998 et 2020)

Filtres planté de roseaux Aucune Hygiénisation requise (arrétés

1998 et 2020)

page 91/172



Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 92/50

6 REFERENCES

Avis Anses Saisine n° 2020-SA-0043 AVIS de I'’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'ali-
mentation, de I'environnement et du travail relatif a une demande en urgence d'appui scienti-
fique et technique sur les risques éventuels liés a 'épandage de boues d’épuration urbaines
durant I'épidémie de COVID-19, 27 mars 2020

Sophie Lardy-Fontan et Béatrice Lalere — Lignes directrices pour la conduite et la validation
d’études de stabilité des paramétres physico-chimiques dans le domaine de I'eau — Rapport
AQUAREF 2006 —45 p.

NF EN ISO 10705-1 Qualité de I'eau Détection et dénombrement des bactériophages Partie
Dénombrement des bactériophages ARN F spécifiques.

NF EN ISO 10705-2 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie
2 : dénombrement des coliphages somatiques.

NF EN ISO 10705-3 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie
3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages dans I'eau

NF EN 12880 Caractérisation des boues - Détermination de la teneur en matiére seche et de
la teneur en eau.

Pr ISO TS 5667:25 Water quality - Sampling - Part 25: Guideline on the validation of the
preservation time of water samples

Lucena F., Blanch A.R. and Jofre J. (2007) Suitability Study Report Development of a
standarised protocol for analyses somatic coliphages in sludge, soil and treated biowastes.
(DL 2/4.2).

Giuseppina La Rosa, Lucia Bonadonna, Luca Lucentini, Sebastien Kenmoe, Elisabetta Suf-
fredini, Coronavirus in water environments: Occurrence, persistence and concentration meth-
ods - A scoping review, Water Research, 179, 2020 https://doi.org/10.1016/[.wa-
tres.2020.115899

Masaaki Kitajima, Warish Ahmed, Kyle Bibby, Annalaura Carducci, Charles P. Gerba, Kerry

A. Hamilton, Eiji Haramoto, Joan B. Rose, SARS-CoV-2 in wastewater: State of the knowledge
and research needs, Science of The Total Environment, 739, 2020

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139076.

Gwenaélle PIERRE-COLLET (2010) Rétention de virus en ultrafiltration : protocole de carac-
térisation. Doctorat de I'Unversité de Toulouse. http://www.theses.fr/2010TOU30085

HORIZONTAL STANDARDS ON HYGIENIC PARAMETERS FOR IMPLEMENTATION OF
EU DIRECTIVES ON SLUDGE, SOIL AND TREATED BIO-WASTE SSPI-CT-2004- 513660

Juan Jofre, Francisco Lucena, Anicet R. Blanch and Maite Muniesa, Coliphages as Model
Organisms in the Characterization and Management of Water Resources, Water 2016, 8, 199;
doi:10.3390/w8050199.

page 92 /172


https://doi.org/10.1016/j.watres.2020.115899
https://doi.org/10.1016/j.watres.2020.115899
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139076
http://www.theses.fr/2010TOU30085

Dossier P201856 - Document DMSI/1 - Page 93/50

Paris, le 23 septembre 2020
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ANNEXE 4 : PROJET D’ARRETE MODIFIANT L’ARRETE DU 30 AVRIL 2020 PRECISANT LES
MODALITES D'EPANDAGE DES BOUES ISSUES DU TRAITEMENT DES EAUX USEES URBAINES PENDANT
LA PERIODE DE COVID-19

REPUBLIQUE FRANCAISE

Ministere de la transition écologique

Arrété du

modifiant I’arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage des boues issues
du traitement des eaux usées urbaines pendant la période de covid-19

NOR

La ministre de la transition écologique, le ministre des solidarités et de la santé et le
ministre de I'agriculture et de I’alimentation,

Vu le code de I’environnement, notamment ses articles L. 123-19-3, L. 512-5etR. 211-
25aR.211-47 et R. 214-1 et suivants ;

Vu le code genéral des collectivites territoriales notamment son article L. 2224-8 ;

Vu le code rural et de la péche maritime, notamment son article L. 255-16 ;

Vu la loi n° 2020-290 du 23 mars 2020 d'urgence pour faire face a I'épidémie de covid-
19;

Vu l'ordonnance n° 2020-306 du 25 mars 2020 relative a la prorogation des délais échus
pendant la période d'urgence sanitaire et a l'adaptation des procédures pendant cette méme
période ;

Vu larrété du 8 janvier 1998 fixant les prescriptions techniques applicables aux

épandages de boues sur les sols agricoles pris en application du décret n° 97-1133 du 8
décembre 1997 relatif a I'épandage des boues issues du traitement des eaux usées ;

Vu P’arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d’épandage des boues issues du
traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de covid-19 ;

Vu I’avis n° 2020-SA-0043 de 1I’Anses du 27 mars 2020 relatif a une demande en
urgence d'appui scientifique et technique sur les risques éventuels liés a 1’épandage de boues
d’épuration urbaines durant 1’épidémie de covid-19 ;

Vu les données transmises par Santé publique France concernant les dates d'entrée des
départements dans une zone d’exposition a risques pour le covid-19 ;

Vu les données de I’observatoire cartographique des indicateurs épidémiologiques
produits par Santé publique France,
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Vu I’avis de I’ Anses du XXX

Arrétent :

Avrticle 1'e"
L’arrété du 30 avril 2020 susvisé est ainsi modifié :

1° Apres le c) de Particle 2, il est ajouté un d), un e) et un f) ainsi rédigés :
d) Les boues extraites apres le début d’exposition a risques pour le covid-19 et durant une
période pendant laquelle le taux d’incidence hebdomadaire du covid-19 dans le ou les
départements d’ou proviennent toutes les eaux usées et tous les déchets (matiéres de vidange,
boues d’autres stations...) regus par la station de traitement des eaux usées est inférieur a 10
pour 100 000 habitants ;
e) Les boues pour lesquelles le génome du virus SARS-Cov-2 n’a pas été détecté conformément
a la méthodologie décrite en annexe 2, ou a une méthodologie équivalente. Ces analyses sont
réalisées par le producteur de boues. Les résultats de ces analyses sont transmis au service de
police de I’eau, selon les modalités décrites a la section III de 'arrété du 8 janvier 1998, ou a
I’inspection des installations classées selon les modalités définies dans I’arrété d’autorisation
de I’installation.
f) Les boues extraites apres le début d’exposition a risques pour le covid-19 et répondant a ’'un
des critéres suivants:

1° les boues ont fait I’objet d’un chaulage avec un taux d’incorporation minimum de
chaux de 30% équivalent CaO/MS?*2 puis d’un stockage d’une durée minimale de 3 mois.

2° les boues ont fait ’objet d’un séchage solaire avec plancher chauffant permettant
d’atteindre une siccité minimale de 80%.

3° les boues ont fait ’objet d’un séchage sur lit puis d’un stockage d’une durée
minimale de 1.5 mois.

4° les boues ont fait I’objet d’une digestion anaérobie mésophile puis d’un stockage
d’une durée minimale de 4 mois.

Dans les cas 3° et 4°, il est egalement nécessaire que, pour chaque lot de boues épandu, le taux
d’abattement en coliphages somatiques mesuré conformément a la méthodologie décrite a
I’annexe 3, ou a une méthodologie équivalente, soit supérieur ou égal a 4 log. Les résultats de
ces analyses sont transmis, au service de police de I’eau, selon les modalités décrites a la section
IIT de I'arrété du 8 janvier 1998, ou a I’inspection des installations classées selon les modalités
définies dans 1’arrété d’autorisation de I’installation.

2° L’article 2 est complété par 1’alinéa suivant :

13 En cas d'utilisation de chaux éteinte, tenir compte de la conversion : 1 Ca(OH)2 représente 0,75 équivalent CaO.
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« Le taux d’incidence hebdomadaire de chaque département est défini et calculé par Santé
publique France. Cette donnée est accessible sur le site internet de 1’observatoire cartographique
des indicateurs épidémiologiques de Santé publique France :
https://geodes.santepubliquefrance.fr/#c=indicator&f=0&i=sp pe_tb_heb.tx_pe hebdo&t=a
01&view=map2 »

3° Aprés I’annexe 1, il est ajouté une annexe 2 et une annexe 3 ainsi rédigeées :
« Annexe 2 : Méthodologie d’analyse du génome du virus SARS-Cov-2 dans les boues en
vue de leur épandage

Matériel de préléevement :

Le préleveur doit étre équipé des équipements de protection individuelle avant le démarrage de
I’opération de prélévement. Avant utilisation, le matériel de prélévement et les équipements de
protection individuelle doivent étre lavés et désinfectes.

Les sacs ou récipients destinés a I'emballage final des échantillons doivent étre inertes vis-a-vis
des boues, résistants a I'numidité et étanches a I'eau et a la poussiére.

Echantillonnage des boues liquides :

Celles-ci doivent étre homogénéisées avant prélévement, soit par recirculation, soit par
agitation mécanique pendant une durée comprise entre trente minutes et deux heures selon leur
état.

Les échantillons représentatifs des boues soumis a lI'analyse sont constitués de quatre séries de
5 prélevements élémentaires, a des hauteurs différentes et en des points différents. Les
différents prélévements élémentaires sont de volumes identiques (2 litres) pour garantir la
représentativité de 1’échantillon final de boue a analyser. Ils sont effectués a I’aide d’un bécher
avec clapet et d’une canne télescopique de prélévement, sont mélangés, homogénéisés et réduits
a un échantillon global d'un volume minimum de deux litres.

Un autre échantillon de 1500 ml est également constitué a partir d’un prélévement de boue
effectué en surface.

Echantillonnage des boues solides ou pateuses :

Deux options sont possibles

-échantillonnage sur lot : les échantillons représentatifs des boues soumis a l'analyse sont
constitués de 25 prélevements élémentaires uniformément répartis en différents points et
différentes profondeurs du lot de boues destinees a étre épandues. Les différents préléevements
¢lémentaires sont de volumes identiques pour garantir la représentativité de 1’échantillon final
de boue a analyser. Les prélevements sont effectués a I'aide d'une sonde en dehors de la crodte
de surface et des zones ou une accumulation d'eau s'est produite. Les prélevements élémentaires
sont mélanges dans un récipient ou sur une bache et donnent, apres réduction, un échantillon
d’1kilogramme environ. Celui-Ci est envoyé au laboratoire dans une bouteille en verre a
bouchon étanche vissé.
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-échantillonnage en continu : les échantillons représentatifs des boues soumis a I’analyse sont
constitués de 25 prélevements élémentaires régulierement espacés au cours de la période
séparant chague envoi au laboratoire. Chaque prélévement élémentaire doit contenir au moins
50 grammes de matiere seche, et tous doivent étre identiques. Ces échantillons élémentaires
sont conserves dans des conditions ne modifiant pas leur composition, puis rassemblés dans un
récipient sec, propre et inerte afin de les homogénéiser de fagon efficace avec 1’aide d’un outil
adéquat pour constituer un échantillon composite qui, apres réduction éventuelle, est envoyé au
laboratoire.

L’¢chantillon pour le laboratoire représente 500 grammes a un kilogramme de matiére séche.

Identification, conservation et envoi des échantillons :

Chaque échantillon a analyser est versé dans une bouteille en verre & bouchon étanche vissé de
plus grande contenance que le volume de I’échantillon. Chaque bouteille est pourvue d’une
étiquette sur laquelle sont indiquées 1’adresse de [’exploitant et toute information
d’identification selon les indications du laboratoire destinataire.

Les prélevements seront codés de la maniere suivante : P pour le prélevement en profondeur et
S pour le prélevement en surface.

L’extérieur de chaque bouteille est lavé a grande eau puis fait I’objet d’une pulvérisation avec
un désinfectant virucide.

Les prélevements sont transportés sous froid positif (+4°C) dans une glaciére avec des
réfrigérants ou freeze-packs en quantité suffisante.

Désinfection avant sortie de la STEU :

Le matériel de prélévement et les équipements individuels de protection sont lavés a grande eau
puis font I’objet d’une pulvérisation avec un désinfectant virucide.

Expédition / destinataire :

Le transport est effectué par transporteur rapide, sous froid positif, et doit parvenir au
laboratoire dans un délai maximum de 48h post-prélevement.

Méthode d’analyse, limite de détection :

L’analyse par RT-PCR est conduite par un laboratoire
* ayant au moins une méthode RT-PCR accrédité dans sa portée d’accréditation
* et a partir d’un kit ayant fait ’objet d’une validation par le centre national de
référence de I’Institut Pasteur dont la liste est disponible sur le site de la SFM :
https://www.sfm-microbiologie.org/covid-19-reactifs-evaluations/
Ces kits validés doivent avoir une limite théorique inférieure ou égale a 100 copies de génome
par prise d’essai.
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Annexe 3: Méthodologie d’échantillonnage et d’analyse pour I’évaluation du taux
d’abattement en coliphages somatiques dans les boues.

Prélevements des échantillons

Les prélevements des boues brutes non traitées et des boues apres stockage seront réalisés
conformément aux prescriptions de I’annexe V de I’arrété du 8 janvier 1998.

Prise en charge des échantillons

Le laboratoire doit effectuer un contrdle des échantillons a réception lors de I’enregistrement.
Ce contrdle porte sur I’intégrité des échantillons, la conformité de 1’identification, du nombre
de flacons, du délai entre I’échantillonnage et la réception et de la température de 1’enceinte
frigorifique (5 = 3°C). Le délai entre 1’échantillonnage et I’analyse par le laboratoire ne doit pas
dépasser 72 heures.

Méthode d’analyse

Homogénéisation

Les échantillons sont homogénéisés au blender pendant 30s avant prélévement d’une prise
d’essai de 25g (poids humide) contrdlée gravimétriquement. Cette prise d’essai est ensuite
transférée dans un contenant stérile hermétique d’un volume minimal de 500mL.

Elution

Une solution tampon stérile est ajoutée jusqu’a atteindre un volume de 250mL. Un barreau
aimanté stérile est ajouté et I’échantillon est agité¢ pendant 15 a 20 minutes a température
ambiante.

Clarification
L’¢échantillon est transféré dans un tube stérile et centrifugé & 4000g a une tempeérature de 4 +
2°C pendant 30 min; le surnageant est récupéré.

Décontamination

Le surnageant est récupéré a I’aide d’une seringue stérile et filtré¢ a 1’aide d’un filtre seringue
avec une membrane polyethersulphone de taille de pores 0,2 pm.

Le volume total a décontaminer depend de la densité de coliphages somatiques et donc du type
de boues.

Le filtrat est récupéré dans un flacon stérile hermétique et transféeré immédiatement a 5 + 3°C
jusqu’a I’énumération qui doit étre réalisée dans les 12 h.

Enumeération et dénombrement des bactériophages
La méthode de detection et de dénombrement des coliphages somatiques devra reposer sur les
principes des normes NF EN ISO 10705-2

Détermination du taux de matiére séche
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Une analyse du taux de matiére séche est réalisée sur chaque échantillon selon les principes de
la norme NF EN 12880.

Expression des résultats
Les résultats d’analyses des concentrations en coliphages sont exprimés par le laboratoire en
pfu/g de matiere brute (pfu : plaque forming unit) ou en pfu/g de matiéres séche.

Performance de la méthode

Les principes de la norme NF EN ISO 10705-3 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement
des bactériophages - Partie 3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages
dans l'eau sont respectées et les limites de quantification et de détection suivante sont
respectées :

-limite de quantification 40 UPF/g MB

-limite de détection : 10 UPF/g MB

Meéthode de calcul du taux d’abattement

Les concentrations en bactériophages mesurées par le laboratoire en pfu / g de matiére brute
ont été converties en pfu / g de matiére séche.

Le taux d’abattement est calculé en comparant la concentration en coliphages somatiques
mesurée dans les boues brutes non traitées (CO) et celle mesurée dans les boues traitées apres
stockage (C) :

Taux d’abattement = log (C/C0)

CO : concentration initiale en coliphages somatiques exprimée en pfu/ g de matiére séche
C : concentration en coliphages somatiques apres la durée de stockage exprimée en pfu/ g de
matiére seche

Les concentrations mesurées inférieures a la limite de détection sont remplacées par la moitié
de cette limite. »

Article 2
La directrice générale de I’aménagement, du logement et de la nature, le directeur général de la
prévention des risques, le directeur général de l'alimentation et le directeur général de la santé
sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de I'exécution du présent arrété, qui sera publié au
Journal officiel de la République frangaise.

Fait le

La ministre de la transition écologique,
Pour la ministre et par délégation :

La directrice générale de I’aménagement, du logement et de la nature
S. DUPUY-LYON
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La ministre de la transition écologique,
Pour la ministre et par délégation :
Le directeur général de la prévention des risques

C. BOURILLET
Le ministre des solidarités et de la santé,

Pour le ministre et par délégation :
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Synthése

L’excrétion fécale du SARS-CoV-2 interroge sur les risques de contamination des individus via les
matrices résiduaires : la surveillance des niveaux de contamination des boues destinées a étre épan-
dues se pose. Deux stratégies ont été proposées, I'une s’appuie sur le suivi d’indicateurs de traitement
que constituent les bactériophages cultivables, I'autre repose sur la détection du génome de SARS-
CoV-2 afin de distinguer les boues contaminées de celles caractérisées par une absence de détection
du génome viral. Les méthodes de culture des bactériophages sont connues et normalisées, ce qui
n’est pas le cas des méthodes de détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les ma-
trices environnementales complexes telles que les boues d’origine résiduaire.

La Direction générale de 'aménagement, du logement et de la nature, la Direction générale de la pré-
vention des risques et la Direction générale de I'alimentation, ont élaboré un projet d’arrété modifiant
larrété du 30 avril 2020 afin de faire évoluer le cadre réglementaire relatif a 'épandage des boues
pendant la crise sanitaire. L'ANSES a été sollicitée pour donner son avis sur le projet d’arrété et no-
tamment au travers d’un appui scientifique et technique du Laboratoire d’Hydrologie de Nancy afin de
préciser les modalités qui pourraient s’appliquer a un protocole d’analyse de référence du génome de
SARS-CoV-2 dans les boues. L’objectif est de disposer de résultats analytiques suffisamment robustes,
pour autoriser, en toute sécurité, 'épandage des boues sans hygiénisation.

L'utilisation de la RT-PCR pour des échantillons environnementaux et notamment des matrices rési-
duaires, nécessite de répondre aux spécificités de ces échantillons dont la charge virale est diluée dans
un milieu complexe, riche en composés inhibiteurs de RT-PCR et propice a I'adsorption sur les matieres
en suspension. Des méthodes de désorption, de concentration, et de purification doivent donc s’ajouter
a I'étape d’extraction génomique qui est généralement 'unique étape qui s’applique aux échantillons
cliniques. Au travers d’un questionnaire, le LHN a recueilli les pratiques des laboratoires ayant déve-
loppé ou acquis des compétences sur 'ensemble du processus analytique, c’est-a-dire depuis le pré-
levement jusqu’a la détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. Cette dé-
marche a été complétée en réalisant I'audition de deux laboratoires identifiés comme ayant acquis un
retour d’expérience significatif dans la recherche du génome de SARS-CoV-2 dans les boues liquides
et/ou solides. Les compétences des laboratoires du réseau « OBEPINE » concernant I'analyse des
boues ont également été examinées. Par ailleurs, TADEME et le COFRAC ont été consultés pour re-
cueillir des informations permettant de situer le positionnement des méthodes de biologie moléculaire
a des fins de recherche et développement ou encore de surveillance des boues de stations d’épuration
et des matrices similaires. Enfin, une analyse bibliographique des publications scientifiques récentes a
été réalisée. Ces différentes sources d’informations ont été confrontées pour identifier les points mé-
thodologiques critiques et dresser un constat des besoins en termes de validation.

46 laboratoires agréés ont répondu de maniére déclarative dont 7 ont mis en place la totalité de la filiere
analytique. Leurs réponses montrent une grande hétérogénéité dans les pratiques sur 'ensemble du
processus, depuis le prélevement et la préparation des échantillons, jusqu’a I'extraction et I'étape de
détection/quantification du génome qui s’en suit. Sur les 7 laboratoires qui disposent d'une méthode
applicable aux boues, 2 ne la réalisent que sur des boues liquides. Le réseau « OBEPINE » qui re-
groupe des laboratoires académiques en relation avec quelques laboratoires d’analyses d’échantillons
environnementaux, dispose de modes opératoires adaptés aux eaux usées. Cependant les protocoles
ne sont que partiellement harmonisés entre les différents membres du réseau et ne sont pas directe-
ment transposables a la matrice boue. Une dizaine de publications récentes traite également de ma-
niére directe ou indirecte de la détection/quantification du génome dans les boues liquides ou solides.

Les données indiquent que les rendements de désorption et de concentration a partir des boues sont
fortement dépendants de la méthode utilisée et de la nature du virus recherché. De plus les étapes de
désorption et de concentration pourraient co-concentrer des inhibiteurs de PCR. Certains laboratoires
considérant la faiblesse des rendements de récupération, leur variabilité en fonction des échantillons
et les risques accrus d’inhibition de la RT-PCR, ont fait le choix de s’affranchir des étapes de désorption
et de concentration en réalisant les analyses a partir de faibles prises d’essai typiquement inférieures
a 1 g de matiére brute. Cette pratique pose néanmoins la question de la représentativité des résultats
obtenus, notamment lorsqu’on la confronte aux modalités actuelles de rendu des analyses microbiolo-
giques des boues épandues dont les seuils réglementaires sont exprimés pour 10 g de matiére séche.
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Il semblerait préférable de conserver une étape de désorption et concentration permettant de traiter
des prises d’essais représentatives cependant il n’existe pas a I'heure actuelle de mode opératoire
consensuel ni parmi les participants a notre enquéte, ni dans la bibliographie. Au regard de son impact
particulierement critique, il conviendrait que le choix de retenir ou non une étape de désorption/concen-
tration fasse I'objet d’'une étude de validation, permettant de définir le niveau de prise d’essai le plus
adapté ainsi que les caractéristiques de la solution éluante et les modalités de remise en suspension,
d’élution et de concentration des particules virales de SARS-CoV-2 a partir des boues liquides et des
boues solides.

Consécutivement a I'étape de désorption et de concentration, une étape d’extraction et de purification
de 'ARN viral doit étre réalisée. Malgré la mise en ceuvre de kits commerciaux adaptés a la complexité
des matrices de type boues résiduaires certains laboratoires de I'enquéte, tout comme la bibliographie
du domaine, alertent sur la persistance de phénoménes d’inhibition avec pour conséquence un risque
significatif de dégradation de la limite de détection de la RT-PCR. Une évaluation des méthodes d’ex-
traction et de purification de 'ARN viral devrait étre réalisée en prenant en compte les différentes com-
binaisons de lyse (mécanique, chimique, thermique), les différentes solutions de purification et notam-
ment l'utilisation de colonne de silice ou de billes magnétiques de silice, ainsi que les procédés de
capture d’inhibiteurs en solution ou sur colonne. La capacité d’automatisation du procédé d’extraction
devrait également étre considérée car elle pourrait permettre d’améliorer la robustesse de la méthode.
Comme pour I'étape de désorption/concentration, les critéres d’évaluation devraient porter prioritaire-
ment sur les rendements d’extraction et la capacité a éliminer les inhibiteurs de RT-PCR, aussi bien a
partir d’échantillons naturellement contaminés qu’a partir d’échantillons artificiellement contaminés par
des virus modélisant le comportement des virus enveloppés.

Concernant I'étape d’amplification, les zones du génome ORF1ab/RdRp et le gene E sont actuellement
majoritaires dans les modes opératoires des laboratoires consultés pendant 'enquéte. Il conviendrait
cependant d’évaluer les performances analytiques des cibles localisées sur le géne N décrites dans la
bibliographie afin de préciser leur intérét et de définir a minima la nature des 2 voire 3 zones codantes
a cibler et plus précisément encore les séquences des systemes de RT-PCR de référence a utiliser par
les laboratoires. La spécificité analytique (capacité a ne détecter que le coronavirus SARS-CoV-2) et
la sensibilité analytique (limite de détection) seraient retenues comme critéres de comparaison. Il con-
viendrait d’abord de comparer les performances relatives des différents systémes sur la base des ré-
sultats qualitatifs avant d’envisager une comparaison sur une base quantitative. En effet, en I'absence
d’'un matériau de référence consensuel et partagé et en I'absence d’ElLs, des écarts conséquents de
quantification sont susceptibles d’étre observés pour un méme extrait : il semble donc prématuré de
comparer les concentrations d’échantillons qui seraient déterminées dans différents laboratoires. En
revanche, les quantifications réalisées au sein d’'un méme laboratoire sont comparables entre elles, par
exemple au sein d’une filiere de traitement ou dans le cadre de I'évaluation d’une cinétique de dégra-
dation. Enfin, la RT-ddPCR n’a été que peu explorée et pourrait pourtant s’avérer utile pour améliorer
la robustesse analytique notamment en limitant 'impact des inhibiteurs de RT-PCR et les biais liés a la
guantification.

Au niveau de I'expression des résultats, il doit étre retenu que la capacité d’un laboratoire a détecter la
présence de génome dans un échantillon est liée a la limite de détection du mode opératoire qu'il
emploie. Cette derniere est elle-méme influencée par la prise d’essai initiale, les caractéristiques de
I'échantillon et les performances du mode opératoire. Par conséquent faute d'un mode opératoire de
référence il ne peut étre exclu, notamment pour les échantillons les moins contaminés, que différents
laboratoires puissent aboutir a des résultats divergents quant a la présence ou non de génome de
SARS-CoV-2. Pour ces raisons il semble indispensable que les laboratoires accompagnent les résul-
tats qualitatifs d’'informations contextuelles et en particulier de la limite de détection correspondante a
'analyse de I'échantillon concerné. De plus, afin de faciliter la comparaison des résultats entre échan-
tillons et entre laboratoires, les résultats devraient étre exprimés par rapport a la matiere séche et non
par rapport a la matiére brute. La détermination de la matiére séche a partir de la norme applicable
pour les boues a savoir la NF EN 12 880 apparaitrait alors comme une compétence de base dont I'ac-
créditation serait souhaitable.
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Il peut étre noté que les laboratoires de biologie médicale qui réalisent les tests de diagnostic humain,
doivent étre préalablement accrédités ou en démarche d'accréditation et disposer d’une portée incluant
la techniqgue de RT-PCR. Concernant I'analyse microbiologique des boues, un seul laboratoire est ac-
crédité a ce jour. Cette accréditation concerne la quantification d’entérovirus cultivables ainsi que la
guantification de leur génome par RT-PCR. A défaut de normes analytiques dédiées a I'analyse des
parameétres microbiologiques par PCR ou RT-PCR dans la matrice boue, les laboratoires candidats a
une accréditation seraient actuellement dans I'obligation de recourir a des méthodes internes. QU'il
s’agisse des matiéres fertilisantes (MF), des supports de culture (SC) ou des boues, en dehors du
laboratoire mentionné ci-dessus, I'état actuel des accréditations ne permet pas d’identifier de labora-
toires disposant de compétences analytiques par biologie moléculaire (PCR ou RT-PCR) pour les pa-
rameétres microbiologiques sur ces matrices. |l serait donc difficile d’aboutir rapidement a I'accréditation
de laboratoires pour la détection/quantification spécifique du génome de SARS-CoV-2 dans les boues.
Une stratégie alternative pourrait étre d’identifier les laboratoires disposant d’'une bonne connaissance
des matrices boues et MF/SC du point de vue des analyses microbiologiques conventionnelles et qui
par ailleurs, disposeraient d’accréditation en PCR ou RT-PCR sur d’autres matrices. Les laboratoires
qui exercent en plus de leur activité MF/SC, des activités en lien avec la santé animale ou végétale
pourraient correspondre a ce profil.

Il doit étre retenu que la diversité constatée a toutes les étapes des modes opératoires actuellement
mis en ceuvre par les laboratoires pourrait conduire a des performances analytiques significativement
différentes. Dans I'attente d’un protocole analytique consensuel et partagé, il convient donc que chaque
laboratoire puisse caractériser les performances et les limites de sa méthode afin de fixer des critéres
de validité des résultats d’analyse et statuer sur la recevabilité des résultats obtenus pour un échantilion
donné.

En I'absence de donnée issue d’'un plan d’expériences visant a identifier et comparer les performances
des différentes stratégies analytiques, et en I'absence d’'un nombre suffisant de publications, il parait
impossible de dresser des recommandations sur un mode opératoire de référence complet. Une dé-
marche d’évaluation globale pourrait étre engagée pour comparer et déterminer les modalités analy-
tiques les plus performantes pour chacune des étapes de préparation de I'échantillon puis d’analyse. I
s’agirait de caractériser une méthode de référence afin de disposer d’éléments en lien avec la répéta-
bilité, la robustesse et le rendement global. Idéalement ces éléments pourraient étre évalués par un
laboratoire référent puis préciser par le déroulement d’'un EIL sous réserve que ce dernier implique un
nombre suffisant de participants (n>10). Dans l'attente, ce rapport intéegre des préconisations en lien
avec les points critiques identifiés. Ces préconisations concernent les différentes étapes de I'analyse
ainsi qu'un recensement des informations qu’il serait utile d’indiquer sur les rapports d’analyses afin
d’éclairer I'interprétation des résultats concernant la recherche de génome de SARS-CoV-2 dans les
boues.
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Sigles et abréviations

ADEME :
ADN :
ARN :
AQUAREF :
BCoV
BSA:

CE:
COFRAC:
COVID-19:
CRECEP :
CNR:
DASRI :
EDP :

EIL :

FDA :

HAS :
HCoV :
INRAE :

ISO :

LD :

LHN :
MB :
MES :
MF/SC :
MHYV :
MS :
NSB :
PEDV :
PEG :
PBS :
PCR:
OFB:
ORF:
RdrP :
RT-PCR:
RT-ddPCR :
SARS-CoV-2 :
STEU:
UG:
WBE :

Agence de la transition écologique

Acide désoxyribonucléique

Acide ribonucléique
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation des tra-
vaux

1.1 Contexte

Depuis le début de I'épidémie de COVID-19, plusieurs études ont mis en évidence la présence d’ARN
du SARS-COV-2 dans les eaux usées. Cela a conduit I'Etat a interroger ’ANSES sur les risques de
propagation du virus via I'épandage des boues d’épuration urbaines sur les sols agricoles et les éven-
tuelles mesures a prendre pour limiter ce risque. LANSES a rendu un avis le 27 mars 2020 sur ce
questionnement. Sur cette base, I'Etat a conditionné, via I'arrété du 30 avril 2020, 'épandage de boues
sur les sols agricoles, en forét ou a des fins de végétalisation ou de reconstitution de sols, a leur hygié-
nisation préalable. Cette disposition concerne toutes les boues extraites apres la date d’entrée en zone
d’exposition a risque pour la COVID-19.

Aussi, dans le cadre d’une saisine complémentaire, ont été adressés le 15 mai 2020 par le ministére
de la transition écologique, 2 projets de protocoles dans le but d’étudier le taux d’abattement de bacté-
riophages dans les boues dans l'attente d’'une méthode reconnue du suivi du SARS-CoV-2. Dans ses
conclusions, publiées le 19 juin 2020, 'agence confirmait I'intérét des protocoles pour valider les indi-
cateurs d’efficacité de traitement d’'inactivation virale.

De plus, dans cette méme note du 19 juin 2020, 'agence préconisait « en premiére intention de procé-
der pour les boues non hygiénisées, a la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans
ces boues » en précisant que « I'absence de génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues analysées,
dans les conditions de contréle qualité adaptées, est synonyme d’absence de SARS-CoV-2 infectieux
». Les modalités opérationnelles a respecter pour la réalisation de ces analyses par RT-PCR nécessi-
tent d’étre confirmées, et le cas échéant complétées, afin que les résultats obtenus et délivrés par les
laboratoires d’analyses soient suffisamment robustes, pour autoriser, en toute sécurité, 'épandage des
boues sans hygiénisation.

Par ailleurs, considérant que les dates d’entrée en zone d’exposition a risques ont été définies pour
chaque département sur la base du taux d’incidence hebdomadaire de la COVID-19 publié chaque
semaine par Santé Publique France, il est apparu envisageable, et cohérent d’utiliser a nouveau cet
indicateur pour évaluer la situation épidémique d’un département et déterminer si'épandage des boues
est possible ou non. Cependant des difficultés ont été mises en avant sur I'applicabilité de cet indica-
teur, défini pour chaque département, a I'échelle d’'une station de traitement des eaux usées en raison
des éventuelles zones de concentration du virus qui pourraient étre masquées a I'échelle départemen-
tale mais qui auraient un effet sur la qualité des boues localement. L’ensemble de ces éléments a
conduit la Direction générale de 'aménagement, du logement et de la nature, la Direction générale de
la prévention des risques et la Direction générale de I'alimentation, a élaborer un projet d’arrété modi-
fiant 'arrété du 30 avril 2020 afin de faire évoluer le cadre réglementaire relatif a 'épandage des boues
pendant la crise sanitaire.

S’agissant du prélévement et de I'analyse du SARS-CoV-2, 'émergence fulgurante de ce virus a l'ori-
gine de la pandémie n’a pas permis de mettre en place un travail de standardisation des méthodes
appliquées dans le cas des contrdles réglementaires et officiels. Cette standardisation est classique-
ment réalisée en tenant compte de résultats analytiques obtenus a l'issue d’études de validation par un
ou plusieurs laboratoires sur 'ensemble des étapes entre le prélévement et 'analyse, intégrant des
contrbles de qualité et des indicateurs de performance. Dans le domaine de I'eau, la standardisation
des méthodes fait intervenir différents acteurs qui sont les laboratoires d’analyses compétents dans le
domaine, les laboratoires de référence (le LHN pour la santé et Aquaref pour I'environnement), les
experts siégeant dans les commissions de normalisation du domaine considéré, mais aussi des spéci-
ficités organisationnelles en lien avec la réalisation de programmes édités par le COFRAC. Ce travail
de standardisation prend également en compte en complément des données de validation mentionnées
ci-dessus, les résultats des circuits d’intercomparaison et d’aptitudes s'ils sont disponibles et qui peu-
vent étre fournis par des organismes de comparaison interlaboratoires. Le respect de cette organisa-
tion, permet de proposer au final aux administrations et aux laboratoires concernés, des méthodes de
référence fiables, robustes, comparables, auditables et opposables qui peuvent étre portées dans un
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second temps a la normalisation francaise, européenne ou internationale (ISO). Dans le cas du SARS-
CoV-2, en I'absence d’'un mandat permettant aux laboratoires de référence de mettre en place 'anima-
tion scientifique et technique nécessaire, ce travail de standardisation n’a pas pu étre initié. Par ailleurs,
dans le cadre d’un projet de recherche financé par le MESRI, des laboratoires académiques ont pris
linitiative de constituer un réseau d’échanges et de prélévements afin de constituer un observatoire
épidémiologique de la présence du SARS-CoV-2 dans les eaux usées (réseau « OBEPINE »), en
tant qu’indicateur environnemental de propagation de I'épidémie. Plusieurs laboratoires de contréle ont
rejoint ce réseau pour alimenter la collecte d’échantillons, sans travaux d’optimisation ou de standardi-
sation de méthode, mais avec un premier essai d’intercomparaisons sur des eaux résiduaires (non
publié).

1.2 Objet de la demande

L’ANSES a été sollicitée pour donner son avis sur le projet d’arrété et plus particulierement pour cet
appui scientifique et technique, le laboratoire d’hydrologie de Nancy est consulté pour formuler des
recommandations concernant I'utilisation de la RT-PCR en lien avec :

- la méthode de préparation des échantillons, la prise d’essai, la méthode d’extraction du virus de
la matrice boue et la méthode d’extraction des acides nucléiques qu’il conviendrait de préciser
dans le protocole d’échantillonnage et d’analyse du génome du SARS-CoV-2.

- la matrice pour laquelle I'accréditation sur la méthode RT-PCR est requise.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’objectif étant de connaitre les pratiques développées par les laboratoires de la profession pour re-
chercher la présence du virus SARS-CoV-2 dans les matrices résiduaires, un questionnaire (Anses
2020d) a été adressé a I'ensemble des laboratoires disposant des agréments environnement sur les
eaux résiduaires ou des agréments de microbiologie sur les eaux de consommation. Ce questionnaire
avait pour vocation de recueillir des informations concernant le prélévement, la préparation des échan-
tillons, le descriptif des analyses de recherche du génome par RT-PCR, ainsi que les capacités de
confinement des laboratoires, le retraitement des déchets, ....

Le LHN a complété la démarche en réalisant I'audition de 2 laboratoires identifiés comme ayant acquis
un retour d’expérience significatif dans la recherche du génome de SARS-CoV-2 dans les boues li-
quides et/ou solides. Les compétences des laboratoires du réseau « OBEPINE » concernant 'analyse
des boues ont également été examinées. Enfin le LHN s’est rapproché de TADEME et du COFRAC
pour recueillir des informations permettant de situer le positionnement des méthodes de biologie molé-
culaire a des fins de recherche et développement ou de surveillance des boues de stations d’épuration
et des matrices similaires. Une analyse bibliographique des publications scientifiques récentes a été
réalisée pour compléter les données des pratiques professionnelles recueillies auprés des laboratoires.

14 Présentation du réseau OBEPINE disponible en ligne : https://www.reseau-obepine.fr/presentation-du-reseau-obepine/
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2 Présentation du questionnaire

Ce questionnaire a été rédigé afin de recueillir les pratiques des laboratoires ayant développé ou acquis
des compétences sur 'ensemble du processus analytique, c’est-a-dire depuis le prélévement jusqu’a
la détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. Il a été diffusé en novembre
2020 dans le prolongement d’'un premier questionnaire envoyé en avril 2020, lequel était destiné a
dresser un état des lieux des capacités analytiques des laboratoires agréés dans les matrices rési-
duaires (eaux usées et boues) lors du premier confinement.

2.1 Liste des informations demandées

2.1.1 Informations techniques générales relatives au statut du laboratoire et a son ex-
périence sur des matrices environnementales complexes

Cette rubrique visait a déterminer le retour d’expérience du laboratoire d’'une part sur les prélevements
et analyses portant sur les matrices environnementales complexes et d’autre part sur I'analyse par
(RT)-PCR de génome viral quelle que soit la matrice. L’organisation concernant la mise en place de la
biosécurité en lien avec la réalisation des analyses sur ce type de virus a également été abordée.
Concernant le retour d’expérience sur des matrices environnementales complexes, le choix a été fait
de cibler les matiéres fertilisantes et les supports de culture qui a la connaissance du LHN sont celles
pour lesquelles les contrdles microbiologiques sont a ce jour les plus nhombreux et encadrés. Les ques-
tions posées aux laboratoires sont disponibles dans le tableau 1 ci-apres.

2.1.2 Informations concernant I’étape de désorption des particules virales des boues
et leur concentration

Bien qu’il ne s’agisse pas de virus enveloppés, la quantification des entérovirus cultivables dans les
boues destinées a étre épandues est I'analyse qui se rapproche actuellement le plus de la détec-
tion/quantification du génome du SARS-CoV-2 envisagée dans les boues. Des éléments méthodolo-
giques décrivant la nécessité de réaliser une phase d’extraction/concentration sont mentionnés dans
larrété de 1998, qui encadre I'épandage des boues hygiénisées. Il s’agit d’'une technique usuelle pour
réaliser 'analyse a partir d’'une fraction de quelques grammes a quelques dizaines de grammes d’un
échantillon de boue. Cette pratique vise a désorber les virus adsorbés aux matieres organiques des
boues grace a 'usage d’'un tampon d’élution. Classiquement I'éluat qui en résulte fait I'objet d’'une étape
complémentaire permettant de concentrer les particules virales dans un faible volume. La combinaison
de ces deux étapes offre au final 'opportunité d’accroitre la fraction d’échantillon analysée. Les ques-
tions posées aux laboratoires relatives a cette étape sont disponibles dans le tableau 2 ci-apres.

2.1.3 Informations concernant I’étape d’extraction et purification du génome viral.

La recherche de particules virales par le biais de méthodes moléculaires (typiquement par RT-PCR),
nécessite de mettre en place préalablement une étape visant a extraire et isoler le génome du virus.
Cette étape est communément nommée « extraction génomique ». Les boues d’origine résiduaire
constituent une matrice complexe dont la composition est liée a la nature des eaux traitées. Dans cet
environnement, au cours de cette étape d’extraction, les génomes viraux constitués d’ARN sont sujets
a un risque de dégradation par le biais de molécules biologiques présentant une activité enzymatique
(activité ribonucléasique). Les composants chimiques, d’origine organique ou minérale peuvent altérer
cette étape et 'amplification par RT-PCR qui suit du fait de phénoménes d’inhibition de I'amplification.
L’enjeu de la phase d’extraction est double : le procédé d’extraction doit permettre de libérer et conser-
ver l'intégrité du génome viral 8 ARN tout en éliminant les nombreux inhibiteurs de PCR que renferment
les boues. La phase d’extraction/purification des génomes a ARN dans la matrice boue revét un carac-
tére beaucoup plus complexe que dans d’autres échantillons environnementaux qui doit étre pris en
compte par les laboratoires. Les questions posées aux laboratoires relatives a cette étape sont dispo-
nibles dans le tableau 3 ci-apres.
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Tableau 3 : Liste des questions concernant les informations techniques générales, les modalités de pré-
Iévement, et la biosécurité au laboratoire

Nature des agréments du laboratoire :

Niveau de sécurité biologique (NSB2...) le plus élevé disponible au laboratoire :

Avez-vous une activité en place au laboratoire concernant les analyses microbiologiques des matieres ferti-
lisantes (MF) et supports de culture (SC) ?

- Sioui, cette activité sur fertilisants ou supports de culture est-elle accréditée ?

Disposez-vous d’une accréditation selon la NF EN ISO 17025 concernant la détection ou la quantification
de génome viral par (RT)-PCR (quels que soient le virus et la matrice) ?

- Si, oui s’agit-il d’'une accréditation en portée fixe ou flexible ?

Modalités d’échantillonnage :

- Activités déja en place au laboratoire :

- Suivez-vous des dispositions particulieres pour I'’échantillonnage (norme, guide, texte réglemen-
taire, ...) ?

- Sioui, précisez le support de référence sur lequel vous vous appuyez :

Concernant les boues liguides :

- Réalisez-vous des prélévements sur boues liquides ?

- Modalités de prélevement (prélévement ponctuel ou multiple, ... ) ?

- Quel volume de boue est habituellement mis a disposition du laboratoire ?

- Déterminez-vous systématiquement la matiere séche sur I'échantillon ?

Concernant les boues solides ou pateuses :

- Quelle masse de boue est habituellement mise a disposition du laboratoire ?

- Déterminez-vous systématiquement la matiere séche sur I'échantillon ?

Concernant la biosécurité :

- Avez-vous mis en place des dispositions particuliéres en termes de biosécurité pour le préléve-
ment des boues susceptibles de contenir du SARS-CoV-2 ?

- Sioui, précisez (ex : EPI spécifiques, flaconnage et conditionnement spécifique, ...):
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Tableau 4 : Liste des questions relatives a I’étape de désorption/concentration des particules virales

Réalisez-vous une étape d'extraction/concentration ?

- Sioui précisez brievement I'étape d'extraction :

- Le cas échéant, précisez la méthode de concentration utilisée (ultracentrifugation, précipitation, ...)

Indiquez sur quel type de boue ce mode opératoire est appliqué dans votre laboratoire :

La prise d'essai est-elle réalisée a partir de la matiére brute ou de la matiére séche ?

Boues liquides :

- Quelle est la prise d'essai utilisée pour débuter I'extraction ?

Boues solides ou pateuses :

- Quelle est la prise d'essai utilisée pour débuter I'extraction ?

Quel est le volume final disponible suite a cette étape d'extraction/concentration ?

Avez-vous des données de validation du mode opératoire d'extraction/concentration ?

Quel est le plus haut niveau de sécurité du laboratoire dans lequel ces étapes d'extraction/concentration
peuvent étre réalisées ?

Tableau 5 : Liste des questions relatives a I’étape d’extraction/purification du génome viral

Cette activité est-elle déja en place dans votre laboratoire ?

- Sioui, précisez sur quel(s) virus et quelle(s) matrice(s) :

Disposez-vous d'un mode opératoire d'extraction/purification applicable a la détection/quantification de
SARS-CoV-2 ?

- Sioui s'agit-il d’'un protocole interne ou d'un kit commercial ?

Description sommaire du principe du mode opératoire et autres informations utiles :

Quelle est la prise d'essai utilisée pour débuter I'extraction ?

Utilisez-vous des témoins positifs d'extraction pour vérifier les performances du systéme d'extraction ?

- Sioui, précisez les modalités de mise en ceuvre et les critéres d'acceptation :

Avez-vous des données de validation du mode opératoire d'extraction/purification ?

- Siouiprécisez:

Quel est le plus haut niveau de sécurité du laboratoire dans lequel ces étapes d'extraction génomique peuvent
étre réalisées ?

2.1.4 Informations concernant I’étape d’amplification du génome viral par RT-PCR.

La détection/quantification du génome viral se fait par amplification du génome extrait au cours de
plusieurs cycles thermiques via le biais d’'une enzyme polymérase et de fragments nucléotidiques spé-
cifiques des génes viraux ciblés. Pour les virus a ARN, il est nécessaire préalablement d’effectuer une
étape de rétrotranscription (RT) qui vise a transformer 'ARN en un ADN complémentaire par le biais
d’'une enzyme de rétrotranscription. Les laboratoires sont susceptibles d’utiliser soit un systéme de RT-
PCR dit qualitatif permettant de statuer sur la présence ou non du génome dans I'’échantillon, soit
guantitatif qui conduit a déterminer la quantité de génome de SARS-CoV-2 dans I'échantillon en unités
génome ou copies de génome par unité de volume ou de masse de boue.
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Dans le cas d'un rendu de résultat qualitatif (présence/absence), la limite de détection caractérise la
quantité minimale de génome dans I'échantillon susceptible de conduire a une forte probabilité de dé-
tection. Pour un méme mode opératoire, la limite de détection varie sensiblement en fonction de la
prise d’essai initiale de boue et de la fraction d’échantillon analysée. Pour des modes opératoires dif-
férents, la limite de détection est liée au systéme de RT-PCR utilisé (en fonction des genes ciblés) mais
également aux différentes étapes de préparation, d’extraction et de purification qui permettent d’obtenir
I'extrait d’ARN. La présence d’inhibiteurs de PCR peut nécessiter que les extraits d’ARN a analyser
soient préalablement dilués afin de réduire la concentration des molécules inhibitrices, dans ce cas de
figure la limite de détection est affectée par le facteur de dilution. Des exemples de limites de détection
sont proposés en annexe 2 afin de souligner qu’il s’agit d’'un paramétre étroitement li¢ au mode opéra-
toire.

Dans le cas d’un rendu de résultat quantitatif (UG / masse ou volume de boue), la quantification doit
étre établie par rapport a un matériau de référence qui le plus souvent correspond a un ARN étalonné.
Le matériau de référence doit présenter une structure en acides nucléiques similaire a celle ciblée pour
la quantification du génome viral. La valeur de quantification est directement reliée au matériel de réfé-
rence utilisé par le laboratoire. En I'absence d’'un matériau de référence commun, les valeurs quanti-
fiées dans différents laboratoires sont difficilement comparables. Les questions posées aux laboratoires
relatives a cette étape sont disponibles dans le tableau 4.

2.1.5 Informations concernant I’expression des résultats

Les analyses portent sur des échantillons de boues liquides ou solides. La teneur en eau varie en
fonction de la nature des boues (liquide ou solide) mais aussi en fonction de différentes boues d’'une
méme nature. |l est possible d’exprimer les résultats par unité de masse ou de volume de boue (matiére
brute). Une autre possibilité est d’exprimer les résultats par rapport a la quantité de matiére séche.
C’est cette solution qui a été retenue dans l'arrété de 1998 qui préconise que les résultats des analyses
microbiologiques soient exprimés pour 10 grammes de matiére séche. Les questions posées aux labo-
ratoires relatives a cette étape sont disponibles dans le tableau 5.

2.1.6 Informations relatives aux capacités analytiques par culture cellulaire et a I'inté-
rét de participer a un EIL

La RT-PCR permet de statuer sur la présence de génome viral mais n’apporte pas d’informations sur
le caractére cultivable et par extension sur le potentiel infectieux des particules virales détectées. A
linverse, les méthodes de culture cellulaire sont en mesure de statuer sur le caractére infectieux, ce-
pendant elles nécessitent des compétences trés spécifiques peu répandues dans les laboratoires. Par
ailleurs les boues constituent une matrice avec de fortes contraintes en terme de prétraitement car elles
sont particulierement susceptibles d’entrainer des contaminations fongiques ou bactériennes et d’étre
vecteur d’effets cytotoxiques imputables aux composés chimiques résiduels. Au regard de l'intérét qu’il
pourrait y avoir a confronter certains résultats obtenus par RT-PCR a des résultats de culture cellulaire,
le questionnaire a donc été utilisé pour identifier d’éventuels laboratoires en mesure de compléter les
analyses de génome par la recherche ou la quantification de particules virales cultivables. Enfin les
laboratoires ont également été sondés vis-a-vis de leur intérét a participer a la réalisation d’ElLs afin
de déterminer si I'effectif de laboratoires intéressés pourrait étre suffisant pour assurer une exploitation
robuste des résultats de l'intercomparaison. Les questions qui ont été posées aux laboratoires sont
disponibles dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Liste des questions relatives a I’étape d’amplification du génome viral

Cette activité est-elle déja en place dans votre laboratoire ?

- Sioui, précisez sur quel(s) virus et quelle(s) matrice(s)

Disposez-vous d'un mode opératoire de RT-PCR applicable a la détection/quantification de SARS-CoV-2 ?

- Sioui, s'agit-il d'un protocole interne ou d'un kit commercial ?

Informations utiles concernant ce protocole ?

Le systeme de RT-PCR utilisé permet-il de générer des données de détection qualitatives ou quantitatives ?

Utilisez-vous un systéme spécifique visant a réduire les inhibiteurs de PCR ?

- Sioui, lequel ?

Un contrdle est-il disponible pour évaluer l'inhibition de I'amplification pour chaque extrait analysé ?

- Sioui, quels sont les critéres d'acceptabilité qui s'appliquent au contréle d'inhibition ?

Avez-vous des données de validation de ce mode opératoire d'amplification ?

- Sioui, précisez :

Pour les méthodes quantitatives, indiquez la limite de quantification du systéme de RT-PCR utilisé en UG/ré-
action

Indiquez la limite de détection du systeme de RT-PCR utilisé en UG/réaction

Tableau 7 : Liste des questions concernant les informations relatives a I’étape d’amplification du gé-
nome viral

Pour les systémes quantitatifs, indiquez la limite de quantification globale de la méthode dans les conditions
habituelles d'utilisation pour les échantillons de boues :

Indiquez la limite de détection globale de la méthode dans les conditions habituelles d'utilisation pour les
échantillons de boues :

Modalités d'expression des résultats pour les boues liquides :

Modalités d'expression des résultats pour les boues solides ou pateuses :

Le résultat fourni est-il rapporté a une quantité de boue exprimée en matiere brute (MB) ou en matiére séche
(MS) ?

Tableau 8 : Liste des questions diverses

Avez-vous actuellement en place une capacité analytique pour détecter ou quantifier par culture cellulaire un
virus issu d’une boue ?

Avez-vous mis en place des dispositions spécifiques concernant I'élimination des reliquats d'échantillons de
boues susceptibles de contenir du SARS-CoV-2 ?

- Si, oui précisez :

Travaillez-vous sous forme de réseau pour le développement de méthodes de détection du SARS-CoV-2
dans les échantillons ? Si oui, précisez

Seriez-vous disposé a participer a un EIL sur la détection des SARS-CoV-2 dans des boues ou d'autres
matrices ?

Informations complémentaires libres
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3 Données brutes des réponses au questionnaire

Le questionnaire a été adressé a la méme liste de laboratoires qu’en avril 2020, laquelle a été complé-
tée par quelques laboratoires additionnels, soit 163 envois. La liste de contacts d’avril 2020 avait été
établie en relation avec 'OFB qui gére les agréments environnement portant sur les eaux résiduaires.
Elle a été complétée a partir des contacts des laboratoires agréés pour la liste des paramétres micro-
biologiques pris en compte pour 'agrément du contrdle sanitaire des eaux.

Le mail a été adressé aux contacts le 4 novembre avec une demande de retour pour le 12 novembre.
Les retours se sont étalés entre le jour méme, le 4 novembre jusqu’au 19 novembre.

46 laboratoires ont répondu avec différents niveaux de retour, depuis I'absence de données jusqu’a la
totalité des réponses.

Les informations obtenues en retour du questionnaire sont uniquement déclaratives et s’appuient uni-
quement sur les éléments fournis par les laboratoires.

3.1 Informations techniques générales relatives au statut du laboratoire
et a son experience sur des matrices environnementales complexes

- Agréments du laboratoire : Agréments Environnement et Santé | 25
Agrément Environnement 2

Pas de retour fichier et d’'information | 19

- Niveau de sécurité biologique du labo- NSB2 5
ratoire : NSB2+ 8
NSB3 6

- Avez-vous une activité en place au la- oul 5

boratoire concernant les analyses mi-

crobiologiques des matieres fertili- NON_ _ 33
santes (MF) et supports de culture Pas d’'information 9
(SC) ?
- Si oui, cette activité sur fertilisants ou oul 3
supports de culture est-elle accrédi-
tée ? NON 7
Pas d’information 32
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Disposez-vous d'une accréditation se-
lon la NF EN 1SO 17025 concernant la
détection ou la quantification de gé-
nome viral par (RT)-PCR (quels que
soient le virus et la matrice) ?

Si, oui s'agit-il d'une accréditation en
portée fixe ou flexible ?

Activités d’échantillonnage déja en
place au laboratoire ?

Suivez-vous des dispositions particu-
lieres pour I'échantillonnage (norme,
guide, texte réglementaire, ...) ?

Si oui, précisez le support de référence
sur lequel vous vous appuyez :

Réalisez-vous des prélevements sur
boues liquides ?

Modalités de prélevement (préléve-
ment ponctuel ou multiple, ...) :

oul 13
NON 13
Pas d’information 19
Flexible 12
Portée fixe 1
oul 7
NON 14
Pas d’information 26
oul 4
NON 6
Pas d’information 36
Arrété du 8 janvier 1998

Norme NF EN ISO 5667-13 1
Non précisé 41
oul 5
NON 18
Pas d’information 24
Ponctuel 5
Multiple 1
Non précisé 40
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Précisions sur les modalités de préle-
vement :

Quel volume de boue est habituelle-
ment mis a disposition du laboratoire ?

Déterminez-vous systématiquement la
matieére séche sur I'échantillon ?

Réalisez-vous des prélévements sur
boues solides ou pateuses ?

Modalités de prélévement (préléve-
ment ponctuel ou multiple, ...) :

Précisions sur les modalités de préle-
vement :

Préléevement ponctuel ;

Sur la base des temps de séjour dans
les décanteurs lamellaires ;
Prélevement aprés recirculation a rai-
son de 3 prélevements sur une pé-

@ | riode de 30 min

S | Non spécifique ;

§ | Ponctuel ;

" Prélévement,aprés recirculation a ra,i-

@ | son de 3 préléevements sur une pé-

2 | riode de 30 min

s
250 ml 1
500 ml 1
11 4
21 3
oul 11
NON 1
Non précisé 40
Oul 4
NON 18
Non précisé 36
Ponctuel 3
Multiples 1
Non précisé 42

Rare

Ponctuel

Multiples

Prélevements élémentaires unifor-
mément répartis en différents points
et différentes profondeurs du lot de
boues destiné a étre épandu
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- Quelle masse de boue est habituelle-

ment mise a disposition du laboratoire
?

- Déterminez-vous systématiquement la
matiére seche sur I'échantillon ?

- Avez-vous mis en place des disposi-
tions particuliéres en termes de biosé-
curité pour le préléevement des boues
susceptibles de contenir du SARS-
CoVv-27?

250 ml 1
500 g 2
1 kg 5
laz2kg 1
Non précisé 38
oul 9
NON 0
Non précisé 38
oul 9
NON 6
Non précisé 32

- Sioui, précisez (ex : EPI spécifiques, flaconnage et conditionnement spécifique, ...) :

Ooul -
- EPI, flaconnage spécifique
- Double emballage

-  EPI

nant primaire

EPI, désinfection du flaconnage a réception

- Double emballage, masque FFP2, gants

- EPI, triple emballage, conditions d'acceés sur site : uniquement lorsque les
aérateurs sont hors fonctionnement

- Masque FFP2, visiére, doubles-gants

- Double voir triple emballage minimum, désinfection en surface du conte-

Non précisé 37

page 123 /172



Anses e rapport d’appui scientifique et technique Demande« 2020-SA-0137

Analyse du SARS-CoV-2 dans les boues avant épandage »

3.2 Informations concernant I’étape de désorption des particules vi-
rales des boues et leur concentration

tion/concentration ?

- Réalisez-vous une étape d'extrac- oul 9
NON 10
Non précisé 26

- Sioui, précisez brievement |'étape d'extraction :

Qul - Tampon d'élution glycine/extrait de boeuf
- Broyage et élution dans PBS
- Réactifs Nuclisens BIOMERIEUX
- Pas encore réalisé a ce jour (en cours de développement) extraction sur
colonne prévue
- Ultracentrifugation selon méthode « OBEPINE »
Non précisé 37
- Le cas échéant précisez la méthode de concentration utilisée (ultracentrifugation, précipita-
tion, ...):
Oul - Boues liquides: Acidification, filtration sur membrane d'ester de cellulose.
Introduction de la membrane dans un tampon de lyse.
- Boues solides. Broyage avec Fastprep avec du tampon de lyse.
- Ultracentrifugation ou centrifugation + PEG NacCl
- Ultracentrifugation prévue
- Ultracentrifugation selon méthode OBEPINE
Non précisé 39
- Indiquez sur quel type de boue ce Boues solides et liquides 6
mode opératoire est appliqué dans Boues liquide 3
votre laboratoire : ues liquides
Non précisé 36
- Laprise d'essai est-elle réalisée a par- Matiére brute
tir de la matiere brute ou de la matiére Maticre sech 1
séche ? atiere séche
Non précisé 37
- Boues liguides : Quelle est la prise
d'essai utilisée pour débuter I'extrac-
tion ?
250 mg
500 ml

page 124 /172



Anses e rapport d’appui scientifique et technique

Demande« 2020-SA-0137

Analyse du SARS-CoV-2 dans les boues avant épandage »

25 ml

50 ml

69

11 ml

RlRR|N

Boues solides ou pateuses : Quelle est
la prise d'essai utilisée pour débuter
I'extraction ?

Quel est le volume final disponible
suite a cette étape d'extraction/con-
centration ?

2 ml

EN

Avez-vous des données de validation
du mode opératoire d'extraction/con-
centration ?

Quel est le plus haut niveau de sécu-
rité du laboratoire dans lequel ces
étapes d'extraction/concentration peu-
vent étre réalisées ?

Ultracentrifugation : 25 ml 1
Centrifugation + PEG : 100 ml

Non précisé 37
250 mg 1
10 g matiere seche 1
200 mg 1
649 1
19 3
En cours de développement 1
Non précisé 39
5ml 1
45 ml 1
400 pl 1
80 ul 1
1mi 2
Non précisé 37
Ooul 3
NON 6
Non précisé 38
NSB2 2
NSB2+ 4
NSB3 2
Non précisé 38

3.3 Informations concernant I’étape d’extraction et purification du gé-

nome viral

Cette activité est-elle déja en place au
laboratoire ?

oul 5
NON 16
Non précisé 24
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- Si oui préciser sur quel(s) virus et quelle(s) matrice(s) :

oul - SARS-CoV-2 / Boues Hygiénisées

- Virus entériques humains et SARS-CoV-2 / eaux et boues liquides
- Entérovirus / Boues Hygiénisées (en cours)

- Entérovirus / Boues Hygiénisées et SARS-CoV-2 / boues diverses
- Entérovirus/ boues

- Virus entériques (Norovirus, Rotavirus, Entérovirus, Hépatite A), SARS-CoV-
2 / boues liquides

- Norovirus, Hépatite A sur eaux
- COVID/eau STEP

Non précisé | 39

- Disposez-vous d'un mode opératoire oul
d'extraction/purification applicable a la NON 1
détection/quantification de SARS-
CoV-2? Non précisé 36
- Sioui s'agit-il d’un protocole interne ou Kit commercial
d'un kit commercial ? :
Protocole interne 1
Non précisé 36

- Description sommaire du principe du mode opératoire et autres informations utiles :

oul - Lyses chimique et thermique/extraction et purification sur billes magnétiques

- Billes magnétiques

- Extraction chimique / Purification sur billes magnétiques de silice et passage
sur résine pour retrait des inhibiteurs (optionnel)

- Extraction chimique et purification sur colonne de silice

- Broyage+lyse+extraction sur billes magnétiques + passage sur résine pour
retrait des inhibiteurs

- Lyse chimique puis extraction/purification sur billes magnétiques de silice

- Extraction et purification sur colonne et passage sur résine pour retrait des
inhibiteurs

- Protocole « OBEPINE » - extraction sur billes magnétiques et passage sur
résine (essai sur différents protocoles en cours)

Non précisé | 36
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- Quelle est la prise d'essai utilisée pour 10g 1
. , g
débuter I'extraction * 100 5
200 pl 2
25 ml 1
45 ml 1
649 1
Xg 1
Non précisé 41
- Utilisez-vous des témoins positifs d'ex- oUl 7
traction pour vérifier les performances NON 5
du systéme d'extraction ?
Non précisé 36

- Sioui, précisez les modalités de mise en ceuvre et les critéres d'acceptation :

Oul - Non
- Rendement d'extraction pour chaque échantillon >1%.
- Témoin positif cible, et non cible exogene.

- Ajout d'un contrdle exogéne : moins de 3 Ct d’écart attendu sur le contrble
avec le témoin négatif d'extraction.

- Ajout d'un virus témoin d'extraction. Calcul d'un rendement d'extraction pour
valider I'extraction. Un rendement conforme doit étre >1%

- Réalisé pour chaque échantillon
- Rendement d'extraction > X%

- IPC Exogéne
Non précisé | 40
Non 1
- Avez-vous des données de validation oul 6
du mode opératoire d'extraction/purifi-
cation ? NON 2
Non précisé 38
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- Sioui, précisez :

Qul - Contrdle interne
- Reproductibilité, contréle interne
- Rendement, répétabilité, reproductibilité, contrdle interne
- Validation partielle en répétabilité, reproductibilité et contrdle interne
- Données de validation ont été réalisées avec rendement processus en Coro-
navirus bovin, et SARS-CoV-2 (dopage), répétabilié et reproductibilité
- Rendement d'extraction
- Contrble interne
- Rendement, répétabilité, reproductibilité, contrble interne
- Encours
Non précisé | 39
Non 1
- Quel est le plus haut niveau de sécu- NSB2 5
rité du laboratoire dans lequel ces
étapes d'extraction génomic?ue peu- NSB2+ 3
vent étre réalisées ? NSB3 1
Non précisé 38

3.4 Informations concernant I’étape de détection/quantification du gé-

nome viral par RT-PCR

Capacités a partir d'échantillons de oul 7
boues issus de STEP : cette activité NON 15
est-elle déja en place au laboratoire ?

Non précisé 24

Si oui, précisez sur quel(s) virus et quelle(s) matrice(s) :

Oul

-  Boues

- Entérovirus / Boues

2 / boues liquides

- Virus entériques humains et SARS-CoV-2 / eaux et boues liquides
- Entérovirus / Boues hygiénisées, en cours
- SARS-CoV-2 / Boues (2X)

- Norovirus, Hépatite A dans les eaux

- Virus entériques (Norovirus, Rotavirus, Entérovirus, Hépatite A) SARS-CoV-

Non précisé | 39

Non

Disposez-vous d'un mode opératoire oUl 9
de RT-PCR applicable a la détec- NON >
tion/quantification de SARS-CoV-2 ?
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Non précisé ‘ 36 ‘
- Sioui, s'agit-il d'un protocole interne ou Kit commercial
d'un kit commercial ? :
Protocole interne 1
Non précisé 37
- Informations utiles concernant ce protocole
Qul - Roche + gamme interne pour quantification
- 1p4, Ip2
- Eurobio
- Fournisseur (3X)
- BioSellal (2X)

- SARS-CoV-2-R-GENE de Biomérieux

Non précisé | 39

Non 1
- Le systéme de RT-PCR utilisé permet- Quantitative 3
il de générer des données de détection N - 37
gualitatives ou quantitatives ? on precise
‘ Qualitative ‘ 6 ‘
- Utilisez-vous un systéme spécifique vi- Oul 3
s AN -
sant a réduire les inhibiteurs de PCR ~ NON -
Non précisé 36
- Sioui, lequel ?
oul - Nuclisens Easymag Mérieux
- Ajout BSA
- Nous avons testé le One STEP PCR inhibitor removal kit (Zymo Research)
(2X)
Non précisé | 43
- Un contrdle est-il disponible pour éva- OUul 7
luer linhibition de I'amplification pour NON 5
chaqgue extrait analysé ?
Non précisé 37

- Si oui, quels sont les criteres d'accep-
tabilité qui s'appliquent au controle
d'inhibition ?
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Ooul Ceux du kit (6 X) Le méme que le contrble
Critéres internes d'extraction (kit triplex )

Non précisé | 39

- Avez-vous des données de validation oUl 7
ge ce mode opératoire d'amplification NON 3
Non précisé | 37

- Sioui, précisez :

Oul - Contrdle interne

- Répétabilité du contrble interne

- Rendement, répétabilité, reproductibilité, contréle interne

- Répétabilité, reproductibilité, contrble interne

- Données de validation ont été réalisées avec rendement processus en coro-
navirus bovin, et SARS-CoV2 (dopage), répétabilité et reproductibilité

- Set spécificité analytique, précision

- Rendement, répétabilité, reproductibilité, contréle interne

- Encours

Non précisé | 39

- Pour les méthodes quantitatives, indiquez la limite de quantification du systéeme de RT-PCR
utilisé en UG/réaction :

Ooul - 50 UG/réaction
- 60 UG/réaction

- Remarque : la quantification serait possible pour nous, mais non pratiquée
pour l'instant

- 64 UG/réaction

- Encours
Non précisé | 42
- Indiquez la limite de détection du sys- oul 5 UG/réaction
téme de RT-PCR utilisé en UG/réac- 6 UG/réaction

tion : 20 copies/réaction (gene E)

5 copies/réaction géne (ORFl1ab)
12,5 UG/réaction
En cours

Non 42
précisé

3.5 Informations concernant I’expression des résultats

- Pour les systemes quantitatifs, indi-
guez la limite de quantification globale
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de la méthode dans les conditions ha- 2.10% UG/l
bituelles d'utilisation pour les échantil- LQ =54 10 000 UG/g MB
lons de boues : En cours d'évaluation
En cours
Non précisé | 42
Oul 1000 & 2000 UG/g
- Indiguez la limite de détection globale OUl 100 & 200 UG/g
de la méthode dans les conditions ha- 250 UG/

bituelles d'utilisation pour les échantil-

lons de boues : LD=4000 UG/g MB

2 000 copies/gramme
En cours

Non précisé | 42

- Modalités d'expression des résultats pour les boues liquides :

Qul Détecté/non détecté avec une LD
Présence / Non détecté / x UG/g résidu sec
Détecté/Non détecté dans 50 ml

n UG/g

Présence/Absence dans 1g

Génbme détecté /non détecté dans 1g de MB ou Xg de MS dans
le cas ou la MS est demandée

Détecté / non détecté en UG/
Présence/Absence dans X g ou ml et/ou n UG/g (2 X)

Non précisé 38

- Modalités d'expression des résultats pour les boues solides ou pateuses :

oul Détecté/ x UG/g

Détecté/Non détecté dans 200 mg
n UG/g

Présence/Absence dans 1g

Génome détecté /non détecté dans 1 G de MB ou Xg de MS dans le cas ou la MS est
demandée

n UG/g
Présence/Absence dans X g et/ou n UG/g
Présence/Absence dans X mi

Non pré- | 38
cisé
- Le résultat fourni est-il rapporté a une Matiére 4
quantité de boue exprimée en matiére brute
brute (MB) ou en matiére séche (MS .
s (MB) (MS) Matiere 3
' séche
Non  pré-| 40
cisé
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3.6 Informations en lien avec les capacités analytiques par culture cel-
lulaire et avec lI'intérét de participer a un EIL

- Avez-vous actuellement en place une NON 21
capacité analytique pour détecter ou .
quantifier par culture cellulaire un virus N.0r,] pre- | 25
issu de boue ? cise
oul 1
- Avez-vous mis en place des disposi- OoUl 6
tions spécifiques concernant I'élimina- NON 14
tion des reliqguats d'échantillons de
boues susceptibles de contenir du Non  pre- | 27
SARS-CoV-2 ? cisé
- Si, oui préciser
oul - DASRI (4 X)
- On procede comme avec toute boue traitée dans le P3
- Elimination en DASRI ou inactivation acide/base
Non précisé 41

Travaillez-vous sous forme de réseau
pour le développement de méthodes
de détection du SARS-CoV-2 dans les
échantillons ?

Si oui, précisez :

Seriez-vous disposé a participer a un
EIL sur la détection du SARS-CoV-2
dans des boues ou dautres types
d’échantillons ?

Oul 10

NON 13

Nop pré- | 23

cisé

oul Obépine (10X)
Non 13

Non précisé | 23

oul 7

Non 9

Non précisé | 24
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- Informations complémentaires libres :

-« Nous réalisons des analyses de recherche de SARS-CoV-2 par RT-PCR sur écouvil-
lons humains actuellement »

-« Depuis mai 2020 : prestation analyses SARS-CoV-2 sur prélevement écouvillon hu-
main »

-« Le laboratoire dispose de kits et d'une PCR pour analyses sur prélévements biolo-
giques. Développement d'une méthode pour identifier la présence du SARS-CoV-2 dans
les eaux »

-« Nous envisageons de changer de méthode d'extraction des particules. Nous allons ré-
aliser la méthode par ultracentrifugation et nous allons changer de kit d'amplification pour
pouvoir rendre un résultat quantitatif »

-« Méthode appliquée sur eaux résiduaires non validée actuellement sur la matrice boue.
Des modifications seraient susceptibles d'étre apportées pour la matrice boue »

-« Participation au réseau OBEPINE et collaboration SAUR / Université Montpellier avec
méthode SARS-CoV-2 en eau résiduaire par ultrafiltration (AMICON 15ML, 10K) »

-« Compléments agrément : plusieurs agréments SANTE ANIMALE dont, par PCR: Au-
jeszky, FCO, MCE, peste porcine, tuberculose »

-« La méthode quantitative est en cours de validation. Nous avons possibilité d'exprimer
le résultat en fonction de la MS (analyse qui est réalisée sous accréditation COFRAC) »

-« Concernant les eaux d'entrée et de sortie de STEP, notre laboratoire a signé un accord
de collaboration avec le réseau OBEPINE. Nous sommes en attente d'une confirmation
d'intégration a ce réseau »

-« Actuellement, notre laboratoire développe une méthode de traitement et d'extraction
des boues solides pour détecter le SARS-CoV-2. Nous mettons en place le systéme PCR
du réseau OBEPINE pour pouvoir quantifier 'ARN de SARS-CoV-2 dans les eaux de
STEP, les boues liquides et solides »

-« Les données communiguées concernent I'analyse dans les eaux pour Norovirus et Hé-
patite, la recherche du SARS-CoV-2 dans les eaux et les boues est en cours de dévelop-
pement, avec le réseau OBEPINE »

-« Notre activité COVID sur écouvillon nasal profond étant importante, beaucoup de dé-
veloppements sur ce sujet sont mis en second plan néanmoins nous travaillons active-
ment sur ce sujet. »
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4 Exploitation des données de I'enquéte

Les données brutes présentées dans la partie 3 montrent une grande hétérogénéité dans les pra-
tiques sur I'ensemble du processus depuis le prélévement, la préparation des échantillons, jusqu’a
I'extraction et I'étape de détection/quantification du génome qui s’ensuivent. Sept laboratoires ont
mis en place la totalité du processus. Par conséquent, leurs données nous serviront de support pour
identifier les pratiques partagées, complétées quand c’est possible par les données plus éparses
des autres laboratoires. Les éléments des modes opératoires de ces 7 laboratoires sont présentés
dans les tableaux 8 et 9 en annexe 1.

4.1 Préparation de I'échantillon par élution et/ou concentration

Sur les 7 laboratoires qui disposent d'une méthode applicable aux boues, 2 ne la réalisent que sur
des boues liquides (laboratoires 2 et 6).

La majorité des laboratoires recourt a une méthode d'élution (4/7), cependant les modalités sont
différentes d'un laboratoire a I'autre notamment en ce qui concerne la nature de I'éluant utilisé et la
réalisation ou non d'un broyage mécanique en complément.

Des méthodes de concentrations sont décrites pour 3 des 7 laboratoires. Elles montrent également
une diversité importante : filtration, ultracentrifugation, précipitation au PEG 6000.

Les laboratoires qui pratiquent une étape de désorption et/ou d'élution disposent majoritairement de
données de validation sur ces étapes (3 sur 5).

4.2 Extraction et purification du génome viral

Les modes opératoires d'extraction génomique sont variés et reposent majoritairement sur des kits
commerciaux. La lyse chimique est systématiquement présente, elle est parfois complétée par une
lyse thermigue ou mécanique.

L'étape de purification est majoritairement réalisée a l'aide de billes magnétiques de silice et peut
étre complétée par I'utilisation de colonnes de purification permettant le retrait des inhibiteurs.

Majoritairement les laboratoires disposent d'un suivi des performances du systéme d'extraction gé-
nomique.

L'étendue des données de validation est variable en fonction des laboratoires. Tous s'appuient a
minima sur un contrdle interne de performance, fréquemment complété par des données de robus-
tesse. Trois laboratoires possedent des données de rendement d'extraction.

4.3 Amplification du génome viral

Les analyses de RT-PCR sont majoritairement réalisées a l'aide de kits commerciaux et conduisent
majoritairement a des résultats qualitatifs. Trois laboratoires proposent néanmoins des analyses
guantitatives.

Les laboratoires amplifient tous au moins deux cibles. 5 laboratoires disposent de systémes RT-
PCR ciblant au moins deux régions codantes différentes : la combinaison la plus partagée (5 labo-
ratoires sur 7) consiste en une amplification de la région qui code pour RdRp (ORF1ab) et une autre
amplification sur le géne E. L'un des kits commerciaux permet en complément une amplification sur
le géne N.

Des contréles d'inhibition PCR sont systématiquement réalisés. Les données de validation reposent
essentiellement sur la robustesse du contréle interne.

Un laboratoire dispose de valeurs de rendement sur I'ensemble du processus a partir de coronavirus
bovin et de SARS-CoV-2. Les valeurs obtenues concernent exclusivement des boues liquides et
s'étendent de 2% pour le protocole initial non optimisé (celui initialement appliqué pour les entérovi-
rus), a des valeurs de l'ordre de 20% aprés optimisation et pouvant atteindre ponctuellement 40%.
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Ces valeurs obtenues a partir de contaminations artificielles sont susceptibles d'étre surestimées
(Cf. §6.5).

4.4 Expression des résultats

La majorité des résultats sont des résultats qualitatifs. Les limites de détection les plus faibles, de
l'ordre de 100 & 250 UG/g correspondent aux laboratoires qui réalisent une étape de désorption/con-
centration.

Deux laboratoires sont en mesure de produire des résultats quantitatifs. Les limites de quantification,
limitées a deux laboratoires, sont issues de modes opératoires qui intégrent une étape de désorption
par élution. Elles sont comprises entre 1 000 et 2 000 UG par unité de masse ou volume.

La moitié des laboratoires exprime des résultats rapportés a la quantité de matiere seche, tandis
gue l'autre moitié exprime les résultats en fonction de la matiére brute.
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5 Syntheéese des informations issues des auditions

En complément des informations transmises en retour du questionnaire, deux laboratoires identifiés
comme ayant eu des activités de recherche et développement concernant la détection/quantification
de génome de SARS-CoV-2 dans les boues ont été contactés pour approfondir les aspects tech-
niques. Il s’agit de deux laboratoires ciblés par 'enquéte dont 'un est membre fondateur du réseau
« OBEPINE » développé pour la surveillance des eaux usées. Par ailleurs trois structures compé-
tentes ont été sollicitées :

e le réseau « OBEPINE » au travers de 'un de ces membres coordinateur a savoir le labora-
toire d’Eau de Paris,

e le COFRAC, pour les aspects relatifs a I'accréditation des analyses de microbiologie pour la
matrice boue et la matrice constituée par les matiéres fertiles et supports de culture,

o ['ADEME en tant qu’établissement public impliqué dans la réutilisation des boues par épan-
dage, qui a été sollicitée pour évaluer la contribution actuelle des méthodes de biologie mo-
|éculaire dans la surveillance de la contamination microbiologique des boues et des matrices
similaires (y compris dans les projets de recherche du domaine).

5.1 Laboratoire A

5.1.1 Contexte du retour d’expérience

Depuis le printemps 2020, le laboratoire a réalisé des analyses sur environ 90 échantillons de boues
liquides et solides issues d’ouvrages d’assainissement. Les préleévements ont été réalisés par les
exploitants de STEU. Le laboratoire ne posséde pas de retour d’expérience en lien avec la réalisa-
tion des prélévements de boues. Dans la mesure ou il n'existe pas de méthode normative pour
'analyse de génome viral dans les boues, le laboratoire a mis en ceuvre une méthode interne. Les
modes opératoires appliqués sur boues liquides et solides ont été intégrés aux tableaux 8 et 9 en
annexe 1.

5.1.2 Mode opératoire retenu par le laboratoire et résultats observeés

Le mode opératoire utilisé ne comporte pas d’étape de désorption des virus de la matrice boue et
débute directement par une extraction/purification du génome contenu dans une faible prise d’essai
de boue fraiche. Une extraction automatisée est réalisée a l'aide d’'un kit commercial adapté aux
selles et autres matrices chargées en matiéres organiques dont les biosolides. Elle s’appuie sur une
lyse mécanique et chimique. La purification est réalisée sur colonnes de silice. Elle est systémati-
guement complétée par une purification par passage sur une colonne permettant le retrait des inhi-
biteurs de PCR. Concernant I'étape d’amplification par RT-PCR, le laboratoire utilise un systéme
interne basé sur les mémes cibles que celles employées pour la surveillance des eaux usées dans
le cadre du réseau OBEPINE. Ces systémes visent le géne E et le géne RdRp (IP4). Une bonne
corrélation a été observée avec les deux systemes de RT-PCR mais il semble que le géne RdRp
permette d’étre plus sensible. Dans la configuration retenue par le laboratoire, a savoir (i) de faibles
prises d’essai, (ii) I'utilisation d’un kit d’extraction spécifique a ce type de matrices, et (iii) 'usage de
colonnes de purification dédiées aux retraits des inhibiteurs, les analyses de RT-PCR n’ont pas été
affectées par des phénomenes d’inhibition. Les résultats ont été exprimés en unités génome par
gramme de matiére séche. Le mode opératoire utilisé a permis d’observer 35 échantillons positifs
dont 10 en limite de détection (environ 100 UG/g) sur les 90 testés. Le niveau maximum de conta-
mination qui a été mesuré est de 6,6.10* UG/g de MS. A titre de comparaison les concentrations
maximales observées dans les eaux usées sont d’environ 1.10° UG/I voire ponctuellement 5.10°
UGI/I. Ces valeurs ne font pas I'objet de correction par les rendements de la méthode. Dans cette
étude le mode opératoire mis en ceuvre a permis de déterminer des abattements a partir de diffé-
rents échantillons issus de la méme filiere de traitement.
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5.1.3 Limites identifiées lors de I’entretien

La limite de détection est liée a la prise d’essai et au taux de matiére séche de la boue a analyser.
Le mode opératoire utilisé pourrait permettre d’atteindre une limite de détection théorique comprise
entre 100 et 1 000 UG/g de MS. Ainsi malgré une faible prise d’essai initiale, le laboratoire affiche
une faible limite de détection grace a 'analyse d’un ratio important de I'extrait total d’ARN. Néan-
moins cette valeur théorique repose sur 'hypothése de rendements d’extraction et de purification de
100% qui ne correspondent pas a la réalité de ces échantillons complexes.

La détermination d’'un rendement considéré sur 'ensemble du mode opératoire est nécessaire pour
une meilleure évaluation des niveaux de contamination et de la limite de détection effective. Afin
d’éviter les manipulations en laboratoire NSB3 qu'imposerait 'usage du SARS-CoV-2, le rendement
pourrait étre évalué a partir de coronavirus bovin. C’est cette démarche qui a déja été retenue par
le laboratoire dans le cadre de I'analyse des eaux usées. La capacité d’adsorption et la présence de
nombreux inhibiteurs de PCR font des boues une matrice complexe pour laquelle de faibles rende-
ments ne peuvent étre exclus.

En 'absence d’éléments de caractérisation des méthodes, les analyses de génome viral pourraient
étre interprétées en fonction de I'évolution des niveaux de contamination observés au cours du
temps de stockage, ou le cas échéant en fonction des niveaux observés avant et apres traitement.

5.2 Laboratoire B

5.2.1 Contexte du retour d’expérience

Depuis le mois d’avril 2020 le laboratoire a réalisé des analyses sur une dizaine d’échantillons «
clients » et une cinquantaine d’échantillons trés majoritairement issus de deux STEU suivies dans
le cadre d’un contrat de recherche visant a vérifier la cinétique de dégradation de 'ARN du SARS-
CoV-2 dans les boues liquides. Globalement les développements et les analyses réalisés par le
laboratoire concernent donc les boues liquides.

La mise en place d’un contrat de recherche sur le sujet et 'expérience préalable du laboratoire pour
la détection/quantification des entérovirus dans les boues a été favorable a 'évaluation des princi-
pales étapes analytiques et a permis d’identifier des optimisations par rapport au protocole pris pour
référence a savoir celui appliqué pour le dénombrement des entérovirus dans les boues (protocole
historigue CRECEP / Université de Nancy). Les modes opératoires appliqués sur boues liquides et
solides ont été intégrés aux tableaux 8 et 9 en annexe 1.

5.2.2 Mode opératoire retenu par le laboratoire et résultats observeés

Le mode opératoire utilisé par ce laboratoire est basé sur la réalisation d’'une extraction/purification
du génome viral contenu dans une faible prise d’essai de boue fraiche. L’étape d’extraction combine
une lyse mécanique et chimique. Elle integre une purification a partir de billes magnétiques de silice.
Elle est systématiquement complétée par une purification par passage sur une colonne permettant
le retrait des inhibiteurs de PCR. Le volume d’extrait disponible au terme des étapes de purification
est de 80 pl.
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La fraction d’échantillon soumise a I'extraction génomique est obtenue a partir d’'une prise d’essai
d’'1 g de boue brute, homogénéisée par broyage dans 10 ml de tampon PBS. Un volume d’un milli-
litre de la suspension homogénéisée est centrifugé afin d’obtenir un volume final de 100 ul équivalent
a 1/10°me de la prise d’essai initiale. C’est ce volume qui est soumis a I'extraction décrite ci-dessus.
Le choix de réduire la prise d’essai découle de I'observation d’inhibitions des RT-PCR pour des
prises d’essais de masse supérieure. Au terme de I'étape d’extraction/purification du génome une
amplification des génes N1 et N2 est réalisée.

5.2.3 Limites identifiées
- Conservation des échantillons avant analyse :

Le laboratoire suspecte que la conservation des échantillons de boues par congélation favorise la
dégradation de 'ARN viral en amont et pendant le protocole d’extraction/purification. Cette dégra-
dation pourrait étre le fait de la libération lors de la phase de décongélation, de quantités importantes
d’enzymes cellulaires susceptibles de dégrader les acides nucléiques. A I'heure actuelle le labora-
toire privilégie la réalisation des analyses a partir d’échantillons conservés au frais mais non conge-
lés.

- Etape de désorption :

Concernant I'étape de désorption, le protocole habituellement utilisé par le laboratoire pour I'analyse
d’entérovirus dans les boues repose sur un tampon glycine/extrait de bceuf puis une concentration
par précipitation au PEG 6000. Selon les retours d’expérience du laboratoire, ce protocole apparait
inadapté pour I'analyse du SARS-CoV-2 dans les boues liquides : des rendements d’environ 2% ont
été mesurés a partir de contaminations artificielles conduites avec un coronavirus bovin. Une opti-
misation axée sur la modification du pH du tampon glycine/extrait de boeuf a été testée sans succeés.

- Etape de concentration :

Par ailleurs, le laboratoire a renoncé a utiliser une étape de concentration d’éluats qui pourraient
étre obtenus a partir d’'une plus grande quantité de matiere fraiche (typiquement 20 g). En effet, les
essais faits dans ce sens sur les boues liquides testées, ont montré que I'étape de concentration
(typiqguement au PEG 6000) conduisait a une co-concentration importante des inhibiteurs de RT-
PCR pouvant nécessiter au final une dilution de I'extrait avant analyse de RT-PCR et donc réduisant
fortement l'intérét de I'étape de concentration. Par ailleurs des difficultés de reproductibilité ont éga-
lement été constatées sur les étapes de concentration au PEG.

- Etape d’amplification

Le laboratoire a constaté que le phénoméne de co-concentration du génome viral et des inhibiteurs
de RT-PCR limite la possibilité d’analyser des prises d’essais de boues plus importantes qu’un
gramme. Parmi les développements qui pourraient étre étudiés se trouve la PCR digitale dont le
principe analytique pourrait permettre de s’affranchir plus aisément des phénoménes d’inhibition de
la RT-PCR.

- Intercalibration :

Le laboratoire souligne l'intérét qu’il y aurait a ce qu’une structure de référence soit identifiée pour
optimiser un mode opératoire applicable a la recherche et a la quantification de SARS-CoV-2 dans
les boues et pour organiser des EILs.
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5.2.4 Eléments de validation
- Etape d’extraction / purification :

Le protocole d’extraction/purification retenu par le laboratoire provient d’essais comparatifs menés
sur différents protocoles d’extraction, et sur la possibilité de maintenir une lyse automatisée. Pour
les échantillons analysés par le laboratoire, le passage sur des colonnes visant a réduire la concen-
tration en molécules inhibitrices a montré son intérét : les contréles internes d’inhibiteurs pratiqués
sur les échantillons n’indiquent pas d’inhibition significative.
- Controle d’inhibition :

Le contréle d’'inhibition a initialement été développé avec du génome de coronavirus bovin mais pour
des raisons pratiques a progressivement basculé sur un contréle interne produit au laboratoire et
systématiquement ajouté en quantité déterminée d’une part dans un échantillon témoin constitué de
PBS et d’autre part dans chacun des échantillons de boues a analyser. Parmi les développements
qui pourraient étre étudiés se trouvent la PCR digitale dont le principe analytique pourrait permettre
de s’affranchir plus aisément des phénoménes d’inhibition de la RT-PCR.

- Rendement:

Des rendements d’extraction basés sur l'utilisation de coronavirus bovin ont été obtenus a différents
stades d’optimisation du mode opératoire. Ces rendements sont obtenus par contamination artifi-
cielle des échantillons avec du coronavirus bovin et permettent d’évaluer la totalité du mode opéra-
toire. Il est apparu un rendement initial de 2% et une évolution vers des rendements de 20 a 40%
(pour les boues liquides testées au laboratoire) aprés optimisation du mode opératoire. Il est pro-
bable que les rendements obtenus sur les échantillons naturellement contaminés soient inférieurs a
ces valeurs. La reproductibilité obtenue a partir des prises d’essais d’'1 g de matiére brute est appa-
rue satisfaisante.

- Transfert de méthode :

Le laboratoire partage ses retours d’expérience avec un autre laboratoire d’analyses qui met actuel-
lement en ceuvre un mode opératoire trés similaire pour la détection de génome de SARS-CoV-2
dans les boues.

5.3 Réutilisation et surveillance microbiologiques des boues pour
épandage, ADEME, Mme Isabelle DEPORTES

A I'heure actuelle, il n’existe pas de normes concernant des méthodes de détection/quantification
de micro-organismes par des méthodes de biologie moléculaire dans les boues. A la connaissance
de Mme DEPORTES, les laboratoires d’analyses n’apparaissent pas dans des projets de recherche
et développement qui viseraient a développer des méthodologies de détection/quantification ciblée
de bactéries, virus ou parasites dans les boues. Les structures académiques, et notamment 'INRAE
ont développé des analyses basées sur les techniques de biologie moléculaire soit aprés obtention
d’isolat par des méthodes culturales, soit par des méthodes d’extraction et d’étude du génome plus
globales. La recherche ciblée de micro-organismes par des méthodes de biologie moléculaire, sans
étape préalable de culture, se heurte a des limites de détection généralement élevées de l'ordre de
1000 a 10000 unité par g de matrice. Parmi les équipes académiques qui disposent de compétences
se trouve notamment celle de la plateforme Genosol pilotée par 'INRAE de Dijon. Une méthode de
préparation des acides nucléiques a partir du sol, développée par 'INRAE a fait I'objet d’'une norma-
lisation au niveau de I'ISO : il s’agit de la norme NF EN ISO 11 063.

5.4 Accréditation, COFRAC

Un seul laboratoire est actuellement accrédité pour la quantification d’entérovirus dans les boues
par la méthode de culture mais également par biologie moléculaire. A noter que ce laboratoire ne
dispose pas d’autres accréditations qui concerneraient des méthodes de biologie moléculaire appli-
cables a la détection ou quantification d’autres micro-organismes dans les boues.
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Au niveau de I'accréditation, les matiéres fertilisantes / supports de culture d’'une part et les boues
d’autre part ne sont pas inclus dans les mémes domaines techniques. Les deux programmes con-
cernés a savoir (i) Analyses des matieres fertilisantes (MF) et supports de culture (SC) et (ii) Ana-
lyses microbiologiques des boues ne sont pas gérés par les mémes pbles. Le premier est géré par
le pble Biologie/Agroalimentaire, le second par le pbéle Chimie/Environnement. Il n’existe pas de
guide technique d’accréditation pour ces programmes. Le programme concernant les MF/SC inclut
des paramétres microbiologiques dont les analyses se limitent a des techniques classiques d’ense-
mencement (méthodes culturales). Actuellement pour ces matrices, aucun laboratoire ne dispose
d’'une accréditation liee a des méthodes de PCR ou RT-PCR (temps réel). Concernant I'analyse
microbiologique des boues, un seul laboratoire est accrédité a ce jour. Cette accréditation concerne
le prétraitement des échantillons (homogénéisation), ainsi que le dénombrement des entérovirus
cultivables (culture cellulaire en microplaque ou par plage de lyse) mais également la détection des
virus entériques a ARN (portée flexible). Ce laboratoire dispose actuellement d’'une accréditation
pour la détection de génome d’entérovirus selon une méthode interne basée sur une RT-PCR en
temps réel (qualitative). Le nombre d’auditeurs techniques pour le programme « analyses microbio-
logiques sur boue » est trés restreint. Etant donné I'absence actuelle de normes analytiques dédiées
a l'analyse des paramétres microbiologiques par PCR ou RT-PCR dans la matrice boue, les labora-
toires sont dans I'obligation de se faire accréditer selon des méthodes internes. Du retour d’expé-
rience disponible du fait de la demande d’accréditation récente formulée par un seul laboratoire, il
apparait que I'étape de préparation de I'échantillon est une étape critique qui doit étre parfaitement
documentée. En 'occurrence le COFRAC et le laboratoire se sont appuyés sur les éléments dispo-
nibles dans l'arrété de 1998 qui encadre I'épandage des boues et sur le décret associé de 1997.

Qu’il s’agisse des MF/SC ou des boues, en dehors du laboratoire mentionné ci-dessus, I'état actuel
des accréditations ne permet pas d’identifier des laboratoires disposant de compétences analytiques
par biologie moléculaire (PCR ou RT-PCR) pour les paramétres microbiologiques sur ces matrices.
Tenant compte de cette configuration, il serait difficile et long d’aboutir a I'accréditation de labora-
toires pour la détection/quantification spécifique du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. Une
stratégie alternative pourrait étre d’identifier les laboratoires disposant d’'une bonne connaissance
des matrices boues et MF/SC du point de vue des analyses microbiologiques conventionnelles et
qui par ailleurs disposeraient d’accréditations en PCR ou RT-PCR sur d’autres matrices. Les labo-
ratoires qui disposent en plus de leur activité MF/SC, d’'activités en lien avec la santé animale ou
végétale pourraient correspondre a ce profil.

A noter qu’au niveau des laboratoires de biologie médicale qui assurent la réalisation des tests de
diagnostic humain, ces derniers doivent doit étre préalablement accrédités ou en démarche d'accré-
ditation et disposer d’une portée incluant la technique de RT-PCR (arrété du 12 mai 2020).

La compétence de base sur laquelle pourrait étre demandée une accréditation est la détermination
de la matiére séche a partir de la norme applicable pour les boues a savoir la NF EN 12 880.

5.5 Réseau OBEPINE, M. Laurent MOULIN

Le nombre de laboratoires du réseau OBEPINE en mesure de réaliser des analyses de biologie
moléculaire sur boue est a priori trés restreint. Il n’existe actuellement pas de mode opératoire par-
tagé ni de partage des retours d’expérience entre les laboratoires de ce réseau pour ce qui concerne
la matrice boue.
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6 Analyse critique des contraintes analytiques et
des données bibliographiques associées

6.1 Préambule

La norme NF T90-451 est la seule méthode normalisée concernant la détection/quantification de
particules virales (entérovirus) applicable a une matrice résiduaire (eaux usées). Une révision de
cette norme vient tout juste d’étre publiée. Le mode opératoire actualisé propose de veérifier la pré-
sence de génome d’entérovirus par RT-PCR pour que seuls les échantillons positifs soient orientés
vers une quantification des entérovirus cultivables. Cette stratégie analytique a pour objet de limiter
le nombre d’analyses par culture cellulaire qui constitue une méthode longue, colteuse et fasti-
dieuse. Concernant les boues d’origine résiduaire, I'arrété de 1998 fixe les seuils autorisés pour les
entérovirus cultivables dans les boues hygiénisées et destinées a étre épandues sur des sols agri-
coles. Aussi, bien que non normée, la quantification d’entérovirus cultivables est actuellement réali-
sée par quelques laboratoires. Sans décrire précisément la méthode analytique, I'arrété de 1998
précise que la quantification des entérovirus doit étre réalisée aprés que I'échantillon ait fait I'objet
au préalable d’'une étape « d’extraction-concentration au PEG 6000 ». Cette étape permet notam-
ment d’accroitre la prise d’essai de I'échantillon de boue pour atteindre un niveau de sensibilité et
de représentativité compatible avec les seuils attendus qui sont exprimés pour 10 g de MS. Au
regard de ces éléments, il apparait que les entérovirus sont les virus pour lesquels les méthodes de
détection/quantification dans les matrices résiduaires sont les mieux décrites. Les derniéres évolu-
tions techniques disponibles normativement ont fait évoluer les méthodes initialement basées uni-
guement sur la culture cellulaire vers l'introduction d’'une étape préalable de tri par RT-PCR des
échantillons contaminés par du génome viral. En premiére approche la démarche peut donc sembler
comparable a la proposition actuelle qui est de trier les échantillons de boues potentiellement con-
taminées en génome de SARS-CoV-2 sur la base d’analyses par RT-PCR. Avant d’évaluer la faisa-
bilité de cette stratégie, il convient de considérer plusieurs points techniques importants d’une part
pour le dénombrement des entérovirus et d’autre part pour celui du SARS-CoV-2.

Concernant la surveillance des entérovirus, il doit étre souligné que la norme NF T90-451 introduit
de maniére novatrice la méthode de RT-PCR dans les eaux y compris les eaux résiduaires, mais
elle décrit uniqguement une méthode de détection (présence/absence) et non pas une méthode de
guantification du génome. Par ailleurs elle préconise toujours pour les échantillons renfermant du
génome d’Entérovirus, de déterminer la charge en particules virales cultivables par culture cellulaire.
Dans la matrice boue, les pratiques analytiques actuelles introduisent une étape de désorption puis
de concentration nécessaires pour atteindre les niveaux de sensibilité et de représentativité attendus
qui sont exprimés pour 10 g de MS.

Concernant les capacités actuelles de surveillance du SARS-CoV-2, comme en atteste les réponses
au questionnaire préalablement présentées, les méthodes de culture cellulaire ne sont pas dispo-
nibles dans les laboratoires d’analyses. Les méthodes de diagnostic pratiquées sur les échantillons
cliniques et environnementaux privilégient la détection/quantification par RT-PCR. Le réseau
« OBEPINE » qui regroupe des laboratoires académiques en relation avec quelques laboratoires
d’analyses d’échantillons environnementaux, dispose de modes opératoires adaptés aux eaux
usées. Cependant les protocoles ne sont que partiellement harmonisés entre les différents membres
du réseau et ne sont pas directement transposables a la matrice boue. Ces derniers mois, de nom-
breuses méthodes de concentration du génome de SARS-CoV-2 ont été décrites pour concentrer
le SARS-CoV-2 a partir des eaux usées (Barril et al. 2021; Foladori et al. 2020; Lu et al. 2020).
Quelques publications traitent également de la détection/quantification du génome dans les boues
liquides ou solides (Patrick M. D'Aoust et al. 2021; Graham et al. 2021; Kaplan et al. 2020). Si les
données en lien avec les laboratoires de recherche sont disponibles, en revanche il n’existe actuel-
lement pas de méthodes reconnues et faisant consensus permettant la détection des particules
virales de SARS-CoV-2 dans les échantillons de boues, ni méme dans les eaux usées.
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Concernant I'état des lieux des compétences analytiques disponibles pour la détection/quantification
de micro-organismes dans la matrice boue par des méthodes de PCR ou de RT-PCR il apparait
aprés échange avec le COFRAC, qu’actuellement un seul et méme laboratoire dispose d’'une ac-
créditation selon des méthodes internes pour la quantification des entérovirus cultivables et pour la
détection de leur génome. Par ailleurs, au-dela de ce parametre, aucun autre laboratoire ne semble
disposer d’accréditations pour des méthodes de biologie moléculaire applicables a la matrice boue,
qu’il s’agisse de virus, de bactéries ou de parasites. Il en est de méme pour le programme d’accré-
ditation en lien avec les matiéres fertilisantes et les supports de culture. Des informations recueillies
aprés échange avec 'ADEME, il s’avere que les méthodes de biologie moléculaire sur boues sont
appliquées par des laboratoires académiques et notamment I'INRAE, mais qu’elles ne sont pas
orientées vers la détection/quantification ciblée de micro-organismes mais plutot vers I'étude de la
diversité et des caractéristiques des populations microbiennes en présence pour une matrice consi-
dérée. Les compétences en termes de mise en ceuvre des méthodes de PCR ou de RT-PCR pour
la matrice boue dans les laboratoires agréés apparaissent donc limitées. Des compétences pour
ces méthodes existent dans ces laboratoires mais pour d’autres matrices (domaine vétérinaire, ali-
mentaire ou santé des végétaux).

Comme en attestent les échanges intervenus avec le COFRAC et ’ADEME, les compétences
analytiques de PCR et RT-PCR pour la matrice boue, et par extension pour les matiéres ferti-
lisantes et les supports de culture sont trés réduites dans les laboratoires agréés qui appli-
quent ces méthodes dans d’autres domaines (santé végétale et animale, alimentaire) mais
gui ne maitrisent pas nécessairement les spécificités de la matrice boue particuliéerement
complexe a analyser par les méthodes de biologie moléculaire.

A partir de ce qui est actuellement le plus éprouvé, a savoir la surveillance des entérovirus
dans les eaux usées, il apparait nécessaire de réaliser une analyse critique des différentes
étapes analytiques qui pourraient s’avérer nécessaires pour la détection/quantification du
génome de SARS-CoV-2 dans les boues. Les données fournies par les laboratoires ainsi que
les données bibliographiques peuvent étre utilisées pour conduire cette analyse.

6.2 Désorption et concentration des particules virales

Les virus sont des particules colloidales qui présentent des charges de surface, ainsi que des com-
posants structuraux plus ou moins hydrophobes selon leurs compaositions. Le pH du milieu, la nature
et la concentration de molécules ioniques conditionnent I'adsorption des particules virales sur les
matiéres en suspension. Ces processus sont régis par des principes physico-chimiques complexes
mais sont aussi dépendant du type de virus considéré (enveloppé ou non enveloppé par exemple).
Les méthodes de concentration ont été initialement développées dans I'objectif de détecter ou quan-
tifier les virus non enveloppés. Les propriétés de surface des virus enveloppés sont influencées par
la structure de I'enveloppe de nature lipidique. Pour des modalités analytiques similaires, les rende-
ments de désorption et de concentration des virus enveloppés pourraient étre plus faibles que ceux
des virus enveloppés (Gundy, Gerba et Pepper 2008; Lu et al. 2020; Yinyin Ye et al. 2016b). Certains
travaux suggérent d’ailleurs de privilégier la recherche de génome de SARS-CoV-2 dans les boues
primaires plutot que dans les eaux usées, pour mettre a profit cette capacité d’adsorption (Balboa et
al. 2020; Graham et al. 2021; Kaplan et al. 2020; Jordan Peccia, Zulli, Brackney, Grubaugh, Kaplan,
Casanovas-Massana, Ko, Malik, Wang, Wang, Warren, Weinberger, Arnold, et al. 2020).

Dans les échantillons riches en matiéres en suspension tels que les boues, une phase de désorption
des particules virales s’avére nécessaire. Elle est réalisée a partir d’'une prise d’essai représentative
(typiquement de 1 & 50 g de matiére brute) remise en suspension dans un tampon d’élution dont les
propriétés physico-chimiques et notamment de pH doivent étre adaptées aux caractéristiques de
surface du virus recherché. La remise en suspension peut étre réalisée par agitation ou par un
broyage. Il en résulte un éluat qui peut faire I'objet d’'une étape de concentration mécanique (ultra-
centrifugation, ultrafiltration) ou chimique (floculation ou précipitation, adsorption/élution sur un sup-
port) afin de réduire le volume et ainsi faciliter la mise en analyse d'une fraction importante de
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I'échantillon (Belguith, Hassen et Aouni 2006). Les rendements de désorption mesurés sur des virus
entériques sont connus pour étre trés variables du fait de I'hétérogénéité des boues utilisées ou des
caractéristiques de surface et de la structure du virus considéré (Belguith, Hassen et Aouni 2006;
Cadiergues 2000). Ainsi les rendements pourront varier selon un genre considéré voire entre es-
péces appartenant au méme genre. |l n’existe pas de protocole de désorption et/ou de concentration
universel applicable & 'ensemble des virus. Seule I'évaluation de I'étape de désorption et de con-
centration peut permettre de préconiser une méthodologie adaptée. Les méthodes basées sur la
précipitation au PEG, I'adsorption/élution sur support filtrant et l'ultrafiltration sont les plus employées
(Lu et al. 2020). Des travaux portant sur I'évaluation de différentes méthodes de désorption et de
concentration ont montré I'impact potentiellement significatif de ces étapes sur les performances des
méthodes de détection/quantification du SARS-CoV-2 (Ahmed, Bertsch, Angel, et al. 2020).

Pour les entérovirus et de maniere gé- Primary concentration — the critical step in implementing the WBE
nérale pour les virus entériques, de trés
nombreux protocoles de désorption ap-
plicables aux boues ont été proposés.
L’évaluation de ces protocoles a été ré-
alisée par la détermination de rende-
ments établis en culture cellulaire ou
par RT-PCR. Malgré les nombreux do-
cuments scientifiques publiés depuis
plus de 40 ans, il n’a pas été trouvé de
réel consensus quant a la méthodolo-

gie a appliquer (Belguith, Hassen et Figure 2 : Représentation schématique des
Aouni  2006; Cadiergues  2000; différentes méthodes applicables pour la
Monpoeho et al. 2001). concentration des virus (Lu et al. 2020)

En I'absence d’'un mode opératoire robuste dont les rendements de désorption et de concentration
auraient été évalués, une alternative pourrait étre de s’affranchir de cette premiére étape en rédui-
sant la prise d’essai de boue a un volume ou une masse permettant de réaliser directement I'étape
d’extraction et de purification de I'ARN viral. Cette stratégie a déja été retenue par au moins 3 des 7
laboratoires (Cf. tableau 8 disponible en annexe 1). Cette pratique présente cependant des limites
d’'une part car elle réduit la représentativité du résultat qui sera obtenu a partir d’'une faible prise
d’essai (typiquement comprise entre 0,1 et 1 g de MB), d’autre part car elle néglige potentiellement
la fraction des particules virales adsorbées aux matiéres en suspension en particulier si la totalité
de la prise d’essai n’est pas totalement soumise a I'extraction génomique ou si 'analyse est réalisée
uniquement a partir de I'eau interstitielle. La réduction de la prise d’essai du fait de 'absence d’une
étape de désorption et de concentration pourrait donc conduire a altérer la représentativité des ré-
sultats, et a entrainer une sous-estimation du niveau de contamination en négligeant tout ou partie
de la fraction des virus adsorbés aux MES. A l'inverse, il doit étre pris en compte que le gain de
représentativité et de sensibilité attendu en ayant recours aux étapes de désorption et de concen-
tration utilisées pour permettre le traitement d’une prise d’essai importante (typiquementde 1 a 50 g
de MB), pourrait étre fortement réduit par de faibles valeurs de rendement et par la co-concentration
d’inhibiteurs de RT-PCR. C’est ce qui a été constaté par 'un des laboratoires auditionnés qui en a
conclu que I'analyse d’'une fraction d’1 g de matiére brute constituait le meilleur compromis. Dans
les deux cas il est clair que les rendements d’élution et de concentration ne peuvent étre considérés
comme proche de 100 %. Ce point est abordé dans la suite du document (Cf. § 6.5).

Au regard de son impact particulierement critique, il conviendrait que le choix de retenir ou
non une étape de désorption/concentration fasse I'objet d’'une étude de validation, permet-
tant de définir le niveau de prise d’essai le plus adapté ainsi que les caractéristiques de la
solution éluante et les modalités de remise en suspension, d’élution et de concentration des
particules virales de SARS-CoV-2 a partir des boues liquides et des boues solides.

Dans lamesure ou une démarche similaire a été engagée depuis de nombreuses années sans
succes pour la détection/quantification des entérovirus dans les boues, il est probable que
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des difficultés similaires soient rencontrées pour identifier une méthode de détection/quan-
tification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. Néanmoins il reste possible de carac-
tériser une méthode de référence afin de disposer d’éléments en lien avec la répétabilité, la
robustesse et le rendement global. Idéalement ces éléments pourraient étre évalués par un
laboratoire référent puis préciser par le déroulement d’'un EIL sous réserve que ce dernier
impliqgue un nombre suffisant de participants (n>10).

Concernant les résultats analytiques actuellement produits par les laboratoires d’analyses,
afin d’assurer I'interprétation des données, il conviendrait a minima que les résultats de RT-
PCR soient accompagnés d’informations techniques telles que la prise d’essai initiale de
boue, la réalisation ou non d’une étape de désorption et de concentration des éluats.

6.3 Extraction et purification de I’ARN viral

Les étapes d’extraction et de purification sont réalisées consécutivement et sans délai afin de con-
server lintégrité de 'ARN viral extrait. Des méthodes dites internes peuvent étre employées mais
pour des raisons pratiques, de reproductibilité et d’automatisation, les laboratoires utilisent large-
ment des kits commerciaux qui permettent d’obtenir un ARN purifié. D’aprés les retours issus du
guestionnaire, 6 laboratoires sur 7 utilisent des kits commerciaux et un seul une méthode interne
(tableau 9 en annexe 1).

L’extraction de 'ARN viral peut étre réalisée soit a partir du concentrat de I'éluat obtenu lors de la
phase de désorption/concentration, soit directement a partir d’'une faible prise d’essai de I'’échantillon
a analyser. La phase d’extraction débute par une lyse des particules virales qui est classiquement
assurée par voie chimigue mais peut étre complétée par des procédés mécaniques (par exemple a
I'aide d’'un broyeur a billes) ou thermiques. Le procédé d’extraction est choisi en fonction de la nature
du micro-organisme ciblé et de la matrice concernée. En présence d’une matrice solide ou riche en
matiéres organiques, une phase de broyage pourrait faciliter 'extraction des particules virales ad-
sorbées. Parmi les laboratoires ayant répondu a I'enquéte 2 sur 7 utilisent ce type d’extraction mé-
canique (tableau 8 en annexe 1). La norme NF EN ISO 11 063 qui traite de I'extraction d’ADN a
partir du sol propose par exemple de débuter I'extraction par un broyage.

L’étape de purification vise a préserver 'ARN viral et a éliminer les autres molécules biologiques
ainsi que les molécules inhibitrices de RT-PCR qui ont potentiellement étaient concentrées lors des
phases préalables de préparation de I'échantillon. L'ARN est purifié par un mécanisme d’adsorp-
tion/élution & la surface de particules de silice conditionnées soit sous forme de colonnes, soit sous
forme de billes magnétiques. Le conditionnement sous formes de billes magnétiques de silice
s’adapte plus facilement au traitement de prises d’essai plus importantes et pourrait permettre de
contourner des problématiques de saturation ou de colmatage qui peuvent étre rencontrées avec
les colonnes de silice. Deux des 7 laboratoires ayant répondu a I'enquéte n’utilisent pas une purifi-
cation a partir de billes magnétiques de silice (tableau 8 en annexe 1).
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Les boues constituent une matrice spécifique de part leur richesse en matiéres organiques et en
composeés chimiques. Elles contiennent potentiellement de nombreux composés inhibiteurs suscep-
tibles de réduire ou de supprimer les activités enzymatiques impliquées dans le mécanisme d’am-
plification propre a la (RT)-PCR. Il s’agit notamment des acides humiques et fulviques, des compo-
sés polyphénoliques, des métaux, .... (Schrader et al. 2012). Certains kits d’extraction proposent
des formulations favorisant I'élimination des composés inhibiteurs en ajoutant par exemple des ré-
sines chélatantes. C’est le cas des kits commerciaux dédiés a I'extraction dans des sols, dans des
féces et des biosolides. Des colonnes de retrait des inhibiteurs permettant d’accroitre la pureté de
I'ARN viral sont également commercialisées, et peuvent étre utilisées en complément des étapes
initiales de purification. Le fournisseur mentionné par 4 laboratoires revendique des rendements de
50 a 90 % pour les colonnes de retrait d’inhibiteurs utilisées.

Dans la mesure ou la présence résiduelle de composés inhibiteurs pourrait conduire a une sous-
estimation ou a la déclaration de faux négatifs lors de I'utilisation des méthodes de RT-PCR, il con-
vient d’'introduire des contrbles permettant de vérifier le rendement de la méthode d’extraction et le
bon déroulement des étapes d’amplification. Des contréles internes d’extraction et d’inhibition doi-
vent étre réalisés par les laboratoires.

Les pratiques des laboratoires sont en cohérence avec les contraintes techniques qu’imposent les
spécificités de la matrice boue. La majorité des laboratoires utilise des kits commerciaux d’extraction.
La purification est majoritairement réalisée a partir de billes magnétiques de silice. Néanmoins un
constat d’hétérogénéité peut a nouveau étre dressé concernant la variété des techniques d’extrac-
tion utilisées, qu’il s’agisse de la combinaison des catégories de lyse (chimique, mécanique ou ther-
mique), de la nature des kits commerciaux ou des méthodes internes employées ainsi que de I'utili-
sation de méthodes complémentaires de purification. Des travaux récents sur les coronavirus réve-
lent la variabilité des rendements d’extraction : pour deux kits d’extraction/purification testés, I'étude
de Graham et al. (2021) indique que le rendement médian d’un 1¢" kit commercial est de 4% tandis
que celui d’'un second est de 16%, avec des valeurs s’étalant de 0 a 33% selon les échantillons. Ces
mémes auteurs soulignent que la congélation des échantillons pourrait avoir un impact négatif sur
'’ARN viral lors de la phase de décongélation, ce qui rejoint les commentaires de I'un des laboratoires
auditionnés. Une étude a paraitre indique également la variabilité des rendements d’extraction a
partir d’'un contrdle interne d’extraction réalisé avec du bactériophage MS2 (Balboa et al. 2020).

Concernant I’étape d’extraction/purification il conviendrait a minima de s’accorder sur la né-
cessité d’intégrer en début de protocole une étape de lyse mécanique (broyage par billes), et
en fin de protocole ’emploi de colonnes de retraits des inhibiteurs. La question se pose d’im-
poser ces étapes déja mises en place par certains laboratoires et qui pourraient présenter un
intérét étant donné les caractéristiques de la matrice boue (richesse en matiéres organiques,
en matieres en suspension et en composés inhibiteurs de RT-PCR).

Par ailleurs, au regard de la variabilité des échantillons de boues, il faut souligner I'impor-
tance de disposer d’un contréle interne d’extraction permettant de s’assurer du maintien d’un
niveau de performance minimal du procédé d’extraction/purification sélectionné.
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6.4 Amplification de ’ARN viral

Les coronavirus sont des virus enveloppés a FE Gl7a [9B] ‘
ARN. Une représentation du génome de S'UTR — i M /DIBIENT—3'UTR
SARS-CoV-2 se trouve dans la figure 2 ci- ORF1a ' ORF1b
contre (Yuan et al. 2020). L’ARN viral permet
notamment I'expression des protéines de RdRp Hel
structure E, M, N et S impliquées respective- { T Spike (S)
ment dans la formation de I'enveloppe, de la 4 e LS /‘
membrane, de la capside et des spicules. La g LA
protéine RARp qui assure la réplication et la £ - RNinve'Ope (E)
transcription est codée au niveau du géne -3 I e

, . o e s Membrane (M)
ORF1ab. L’ARN viral peut étre amplifié par < v _
une technique de transcription inverse suivie Ve gyy  Nucleocapsid
d’'une amplification (RT-PCR ou RT-ddPCR). <4 — phsphoprotein ()

Figure 3 : Organisation du génome et structure du
SARS-CoV-2 (Yuan et al. 2020)

Différents systémes de RT-PCR ont été développés afin de permettre la détection/quantification du
génome de SARS-CoV-2 dans les échantillons cliniques?®. Les réponses au questionnaire adressé
aux laboratoires indiquent que les systemes de RT-PCR utilisés par les laboratoires disposant d’une
expérience sur la matrice boue, ciblent majoritairement la zone ORF1ab/RdrP et le géne E et mino-
ritairement le géne N (tableau 9 en annexe 1). Pour 5 des 7 laboratoires, des cibles appartenant a
la zone ORF1ab/RdRp et le géne E sont amplifiées en paralléle. L’'un de ces laboratoires amplifie
également une troisieme cible au niveau du géne N. Concernant les deux autres laboratoires, le
premier amplifie deux cibles distinctes dans la zone codant pour RdRp et le second, deux cibles
distinctes du géne N. Dans la bibliographie en lien avec I'analyse du génome de SARS-CoV-2 dans
les boues, les mémes cibles ont été amplifi€es mais a partir de systemes internes (Ahmed, Bertsch,
Angel, et al. 2020; Patrick M. D'Aoust et al. 2021; Graham et al. 2021; Jordan Peccia, Zulli, Brackney,
Grubaugh, Kaplan, Casanovas-Massana, Ko, Malik, Wang, Wang, Warren, Weinberger, Arnold, et
al. 2020). Plusieurs systemes de PCR ont été proposés pour une méme région. Par exemple con-
cernant le gene N, chacune des portions N1, N2 et N3 dispose d’un systeme d’amplification6.

Qu’il s’agisse de kit commerciaux ou de systémes de RT-PCR internes aux laboratoires, on constate
que les analyses de RT-PCR sont toujours réalisées a partir d’au moins deux cibles distinctes voire
trois. Cette stratégie a été retenue afin d’accroitre la fiabilité des analyses vis-a-vis des risques de
faux positifs, ou de sensibilité analytique insuffisante. En effet, la spécificité des systemes de RT-
PCR, leurs limites de détection et leurs sensibilités aux inhibiteurs de PCR peuvent varier d’un sys-
teme de RT-PCR a un autre (Balboa et al. 2020). La multiplicité des cibles constitue également une
garantie pour la détection du génome de SARS-CoV-2 en cas de mutations. Ainsi, dans le contexte
de diagnostic clinique, la Haute Autorité de Santé préconise que le test comporte au moins deux
cibles et précise qu’en cas de résultats discordants entre les différentes cibles, une nouvelle analyse
doit étre réalisée sur un nouveau prélevement (avis de la HAS du 6 mars 2020). Dans la continuité,
arrété du 12 mai 2020, précise que « le dispositif médical de diagnostic in vitro utilisé doit avoir été
préalablement validé par le Centre National de Référence des virus des infections respiratoires (dont
la grippe) ou disposer d’'un marquage CE. Dans tous les cas, le test utilisé doit détecter au moins
deux séquences virales et doit étre mentionné dans le compte rendu ». De fait les kits commerciaux
employés par les laboratoires satisfont trés majoritairement a 'exigence de cibles multiples.

L’exploitation des données du questionnaire indique que 3 laboratoires sur 7 disposent de systéemes
de RT-PCR quantitatifs, les 4 autres emploient des systemes qualitatifs (tableau 9 en annexe 1).
Comme discuté ci-dessus, la cohérence des résultats obtenus a partir des 2 ou 3 cibles amplifiées
doit étre vérifiée. Dans le cas de résultats qualitatifs la concordance sera facilement vérifiable d’une

15 https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/whoinhouseassays.pdf?sfvrsn=de3a76aa_2
16 https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/downloads/rt-pcr-panel-primer-probes.pdf
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cible a une autre et éventuellement d’'un laboratoire a un autre sous réserve que leurs limites de
détection soient similaires. En revanche, dans le cas de résultats quantitatifs, en I'absence d’'un
matériau de référence permettant de standardiser le dénombrement des unités génomes des diffé-
rentes cibles la comparaison des résultats pourrait s’avérer délicate. Dans ce contexte, ['utilisation
de la PCR digitale pourrait étre explorée. Des Kkits cliniques de PCR digitale sont disponibles mais
aucun laboratoire de I'enquéte n’a utilisé cette technique pour la matrice boue. Certains travaux
récents soulignent cependant l'intérét de cette méthode qui apparait comme moins sensible aux
inhibiteurs de PCR (Dingle et al. 2013; Graham et al. 2021). Quelques publications de surveillance
des niveaux de contamination du génome de SARS-CoV-2 dans les matrices résiduaires y compris
des boues s’appuient sur cette méthode (Ahmed, Bertsch, Angel, et al. 2020; Patrick M. D'Aoust et
al. 2021; Gonzalez et al. 2020).

Concernant I’étape d’amplification, la pratique actuelle qui semble découler des exigences
posées dans le domaine clinique et qui consiste en I'analyse d’'un minimum de deux cibles
devrait étre maintenue et exigée.

Les zones du génome ORFl1ab/RdRp et le géne E sont actuellement majoritairement ciblées
dans les modes opératoires des laboratoires consultés. Il conviendrait cependant d’évaluer
les performances analytiques des cibles localisées sur le géne N décrites dans la bibliogra-
phie pour préciser leur intérét et définir a minima la nature des 2 voire 3 zones codantes a
cibler et surtout plus précisément les séquences des systemes de RT-PCR de référence.

Il conviendrait de comparer les performances relatives des différents systéemes sur la base
des résultats qualitatifs avant d’envisager une comparaison sur une base quantitative. La
spécificité analytique (capacité a ne détecter que le coronavirus SARS-CoV-2) et la sensibilité
analytique (limite de détection) seraient retenues comme critéres d’une premiére sélection,
d’un premier tri.

Les informations concernant la nature du mode opératoire utilisé (méthode interne, kits com-
merciaux), le cas échéant le kit fournisseur utilisé, la nature des cibles amplifiées, le résultat
de RT-PCR de chacune et une conclusion sur I'analyse d’un point de vue qualitatif (pré-
sence/absence) ou quantitatif, devraient figurer sur les rapports d’analyses.

6.5 Validation des méthodes

La détermination de chaque étape du protocole d’analyse entre les prétraitements de I'échantillon
et I'obtention des résultats peut étre associée a une caractérisation des performances de la méthode
globale. |l existe plusieurs références de méthodes de validation selon les secteurs d’activités. A
titre d’information, il est rappelé que 'ANSES dispose d’'un référentiel de validation de méthodes
(ANSES, 2015).

6.5.1 Spécificité analytique

La spécificité des zones de génome ciblées lors de la RT-PCR est fondamentale pour éviter toute
erreur de détection ou de quantification qui pourrait étre induite par la survenue de réactions croisées
avec le génome d’autres micro-organismes notamment avec d’autres virus respiratoires (Corman et
al. 2020). De ce point de vue l'utilisation de kits commerciaux pourrait présenter un avantage car
leur commercialisation suppose que des données soient disponibles du fait des marquages CE, FDA
et/ou de la validation par le CNR des virus respiratoires. Néanmoins il doit étre retenu que les risques
d’amplification non spécifiques pourraient étre plus importants lors de I'analyse de boue de STEU
du fait d’'une diversité microbienne plus importante que celles des prélévements cliniques. Par
exemple, la présence de différents coronavirus a été observée dans des boues primaires de STEU
(Bibby et Peccia 2013; Graham et al. 2021; Jordan Peccia, Zulli, Brackney, Grubaugh, Kaplan,
Casanovas-Massana, Ko, Malik, Wang, Wang, Warren, Weinberger, Arnold, et al. 2020). La réali-
sation d’amplification sur au moins deux cibles distinctes et la prise en compte de la cohérence des
résultats obtenus sur les différentes cibles apparait également comme une garantie vis-a-vis des
risques d’aspécificité.
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6.5.2 Limite de détection

Méme s’il existe un lien direct entre la limite de détection du systéme de RT-PCR et celle de la
méthode d’analyse considérée dans son ensemble, les deux doivent étre clairement dissociées. La
limite de détection globale prenant en compte I'ensemble du mode opératoire sera nécessairement
plus élevée (tableaux 10 a 13 en annexe 2). Le niveau de limite de détection atteint est relié a la
capacité des modes opératoires a concentrer, isoler et purifier TARN car la présence d’inhibiteurs
de RT-PCR en quantité trop importante dans les extraits a analyser implique de réaliser des dilutions
de ces extraits en amont des RT-PCR. Les niveaux de dilution pratiqués sont classiquement de
'ordre d’un facteur 10, néanmoins des dilutions d’un facteur 50 sont parfois nécessaires voire insuf-
fisantes pour certains échantillons (Graham et al. 2021). La limite de détection est alors augmentée
proportionnellement au facteur de dilution appliqué.

6.5.3 Rendement

Etant donné la complexité d’accéder aux micro-organismes et notamment aux virus dans les boues
liquides et solides, I'évaluation des rendements de désorption et de concentration, et idéalement de
I'ensemble de la méthode en incluant les étapes d’extraction et de purification des ARN viraux, ap-
parait comme une nécessité. |l s’agit en effet d’'un paramétre important pour mieux évaluer la limite
de détection dans ces matrices.

Il est possible de déterminer un rendement de 'ensemble du mode opératoire a partir de boues
artificiellement contaminées grace a une suspension de SARS-CoV-2 ou de coronavirus bovin
(souche vaccinale) ou MHV utilisés comme modeles et dont la manipulation est moins contraignante
puisqu’elle ne nécessite pas de disposer d’un laboratoire NSB3 (Gonzalez et al. 2020; Graham et
al. 2021). Dans ce cas de figure, les virus sont obtenus en laboratoire a partir d’'une culture cellulaire.
Il est ainsi possible d’accéder a des suspensions de particules virales de fortes concentrations per-
mettant de contaminer des échantillons avec des niveaux élevés de charges virales ce qui facilite la
détermination du rendement des méthodes a évaluer. Il est cependant difficile de reproduire le com-
portement des particules virales naturellement présentes dans les boues a partir des suspensions
de virus. Lors de la phase de contamination artificielle, 'adsorption aux matiéres en suspension des
virus produits en laboratoire pourrait étre moindre que celle qui caractérise les boues naturellement
contaminées, favorisant ainsi la surestimation des rendements de désorption et de concentration
obtenus a partir des éluats. Cette surestimation pourrait étre accentuée du fait des forts niveaux de
contamination classiquement mis en ceuvre lors des contaminations artificielles. De la méme ma-
niére, les rendements des étapes d’extraction et de purification pourraient également étre suresti-
més. Par ailleurs, il doit étre souligné que l'efficacité de la phase d’homogénéisation consécutive a
I'ajout de la suspension virale peut étre affectée par la nature et la texture de la boue. Les rende-
ments doivent donc étre confirmés sur différentes prises d’essais.

Afin de contourner ces difficultés et d’accroitre la représentativité des rendements évalués, il est
préférable si possible de comparer les différentes méthodes a une méthode de référence au travers
de rendements relatifs. Les limites sont alors la disponibilité d’échantillons naturellement contaminés
a des niveaux de concentration suffisamment élevés et la nécessité de vérifier 'lhomogénéité du
niveau de contamination dans la boue et a fortiori dans les différentes prises d’essai qui seront
réalisées pour évaluer les méthodes entre elles. Si I'utilisation de boues naturellement contaminées
est a favoriser, elle pose tout de méme le probléme d’'une part de la connaissance de la charge
virale réelle de I'’échantillon, d’autre part de I'évaluation de la robustesse des méthodes qui devront
étre évaluées sur un panel de boues trés hétérogénes en termes de composition et de texture.

Au travers des réponses obtenues a partir du questionnaire, il est apparu que peu de laboratoires
connaissent le rendement du mode opératoire qu’ils appliquent ou qui est en cours de développe-
ment. Les rendements disponibles, ont été obtenus par contamination artificielle a partir de corona-
virus bovin et pour une diversité réduite d’échantillons. Un laboratoire de I'enquéte dispose de va-
leurs de rendement établies aprés contamination artificielle d’échantillons de boues liquides aprés
optimisation du protocole : des rendements de 20 a 40% pour I'ensemble de la méthode ont été
déterminés a partir de boues liquides issues de deux STEU distinctes. Comme précédent expliqué
il est probable que ces valeurs surestiment les rendements qui pourraient étre obtenus sur ces
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mémes échantillons naturellement contaminés. Les valeurs de rendement ainsi obtenus doivent étre
considérées comme des valeurs hautes difficilement transposables aux échantillons naturellement
contaminés.

Peu de données sur le rendement sont disponibles et celles qui le sont proviennent d’essais
réalisés avec du coronavirus bovin utilisé comme modéle afin de s’affranchir de manipula-
tions en laboratoire NSB3. La quasi absence de caractérisation des méthodes sur un panel
représentatif de boues liquide et solide ne permet pas actuellement d’accéder a des valeurs
de rendements fiables.

Les boues sont des matrices trés complexes pour lesquelles il peut étre difficile d’obtenir un
échantillon homogéne et pour lesquelles des dopages artificiels ne garantissent pas un com-
portement similaire a ce qui pourrait étre observé avec des échantillons naturellement con-
taminés. L’efficacité des méthodes de désorption et de concentration pourrait étre significa-
tivement différente avec des boues naturellement contaminées et des boues artificiellement
contaminées

Il serait nécessaire de déterminer une méthode de référence afin de pouvoir comparer les
performances des méthodes entre elles sur la base de rendements relatifs et de caractériser
le matériau soumis a EIL.

La caractérisation des méthodes de détection/quantification du génome dans les boues
constitue donc une étape critique car en I’absence d’informations sur les rendements de la
méthode, il apparait difficile de se prononcer sur le niveau réel de concentration du génome
viral dans les boues.

6.6 Expression des résultats

Dans la matrice boue, les pratiques analytiques actuelles introduisent une étape de désorption puis
de concentration nécessaires pour atteindre les niveaux de sensibilité et de représentativité attendus
gui sont exprimés pour 10 g de MS.

Les publications en lien avec la détermination de génome de SARS-CoV-2 ou d’autre virus, tendent
également a exprimer les résultats en Unités Génome ou Copies de génome en fonction de la ma-
tiere séche (Graham et al. 2021; Viau et al. 2011).

Ce mode d’expression permet la comparaison des quantifications de génome notamment dans les
processus visant a mesurer des abattements.

En 'absence d’'un matériau de référence consensuel et partagé, des écarts conséquents de quanti-
fication sont susceptibles d’étre observés pour un méme extrait quantifié dans différents laboratoires.
Les niveaux de quantification obtenus au sein d’'un méme laboratoire sont comparables entre eux,
par exemple au sein d’'une filiere de traitement ou dans le cadre de I'évaluation d’'une cinétique de
dégradation. En revanche, en I'absence d’essais interlaboratoires il semble prématuré de comparer
les concentrations d’échantillons qui seraient analysés dans des laboratoires distincts. Pour cette
raison il apparait préférable que les résultats soient exprimés de maniére qualitative.

La capacité d’un laboratoire a détecter la présence de génome dans un échantillon est liée a la limite
de détection du mode opératoire employé, de sorte que pour les échantillons les moins contaminés
notamment, il ne peut étre exclu que différents laboratoires aboutissent a des résultats divergents.
Pour ces raisons il semble indispensable que les laboratoires accompagnent les résultats qualitatifs
de la limite de détection correspondante.

Un premier élément d’harmonisation pourrait étre que les résultats soient exprimés sous
forme d’UG/g de MS.

Dans l'attente d’évaluer les capacités de quantification des laboratoires par des ElLs, il ap-
parait prématuré d’exprimer les résultats de maniére quantitative, il serait préférable que les
résultats soient exprimés de maniére qualitative.
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De plus il apparait important que les laboratoires puissent accompagner le résultat d’élé-
ments d’information concernant les volumes de prises d’essais, le pourcentage de matiére
seche de laboue et la limite de détection théorique qui en découle.

6.7 Synthése méthodologique

L’excrétion de SARS-CoV-2 dans les selles des personnes infectées symptomatiques ou asympto-
matiques a été relayée par plusieurs études (Elsamadony et al. 2021; Foladori et al. 2020; Gonzalez
et al. 2020). Le SARS-CoV-2 semble en mesure de se multiplier dans des cellules du tractus gastro-
intestinal (Fei Xiao, Tang, et al. 2020). Néanmoins, le potentiel infectieux initial des virus excrétés et
son maintien dans le milieu environnemental restent a préciser notamment dans les matrices rési-
duaires (Sara Giordana Rimoldi, Stefani, Gigantiello, Polesello, Comandatore, Mileto, Maresca,
Longobardi, Mancon, Romeri, Pagani, Cappelli, et al. 2020) voire le sol (NUfiez-Delgado 2020). L’'ex-
crétion fécale des personnes infectées constitue une opportunité de disposer d’'un indicateur du
niveau de contamination d’'une population donnée par la surveillance des eaux usées et potentielle-
ment par celle des boues primaires des stations d’épuration. L’excrétion fécale du SARS-CoV-2
interroge également sur les risques de contamination des individus a partir des boues. Dans ce
contexte la surveillance des niveaux de contamination des boues destinées a étre épandues se
pose. Deux stratégies ont été proposées, I'une s’appuie sur le suivi d’'indicateurs de traitement que
constituent les bactériophages cultivables, I'autre repose sur la détection du génome de SARS-CoV-
2 qui pourrait permettre de distinguer les boues contaminées de celles caractérisées par une ab-
sence de détection. Les méthodes de culture des bactériophages sont connues et normalisées, ce
qui n’est pas le cas des méthodes de détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les
matrices environnementales complexes telles que les boues d’origine résiduaire.

Les méthodes de diagnostic humain permettant de détecter 'ARN viral du SARS-CoV-2 a partir
d’échantillons cliniques sont majoritairement réalisées par RT-PCR a l'aide de kits commerciaux
ayant fait I'objet d’'une certification (CE ou FDA) et/ou d’'une évaluation par le CNR des virus respi-
ratoires. L'utilisation de la RT-PCR pour des échantillons environnementaux et notamment les ma-
trices résiduaires, nécessite des adaptations pour répondre aux spécificités de ces échantillons dont
la charge virale est diluée dans un milieu complexe, riche en composés inhibiteurs de RT-PCR et
propice a I'adsorption sur les matiéres en suspension. Des méthodes de désorption, de concentra-
tion, et de purification doivent donc s’ajouter a I'étape d’extraction génomique qui est I'unique étape
qui s’appliquent généralement aux échantillons cliniques.

La premiére étape de prétraitement applicable aux échantillons de boues est une étape de désorp-
tion puis de concentration de I'éluat obtenu. Les éléments bibliographiques disponibles sont en fa-
veur d’une adsorption plus importante des virus enveloppés (dont le SARS-CoV-2) aux matiéres en
suspension par rapport aux virus non enveloppés (Yinyin Ye et al. 2016b). Cette étape apparait donc
comme particulierement critique pour le SARS-CoV-2 (Lu et al. 2020). Les données bibliographiques
indiquent que les rendements de désorption et de concentration sont fortement dépendant de la
méthode utilisée et de la nature du virus recherché. Les valeurs de rendement obtenues a partir de
virus modéle n’excédent pas 40 %, et le recours a la contamination artificielle d’échantillons utilisée
pour les déterminer, est susceptible de surestimer les performances de récupération des virus. Par
ailleurs, les étapes de désorption et de concentration pourraient co-concentrer des inhibiteurs de
PCR. Certains laboratoires considérant la faiblesse des rendements de récupération, leur variabilité
en fonction des échantillons et les risques accrus d’inhibition de la RT-PCR, ont fait le choix de
s’affranchir des étapes de désorption et de concentration en réalisant les analyses a partir de faibles
prises d’essai typiquement inférieures a 1 g de matiére brute. Cette modalité pose néanmoins la
question de la représentativité des résultats obtenus, notamment lorsqu’on la confronte aux pra-
tiques actuelles de rendu des résultats des analyses microbiologiques des boues pour épandage
dont les seuils réglementaires sont exprimés pour 10 g de matiére seche. Il semblerait préférable
de réaliser une étape de désorption et concentration permettant de traiter des prises d’essais repré-
sentatives cependant il n’existe pas a I'’heure actuelle de mode opératoire consensuel, ni parmi les
participants a notre enquéte, ni dans la bibliographie. Avant de se prononcer sur un mode opératoire
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qui pourrait étre partagé, il apparait nécessaire de conduire une étude visant a comparer différents
protocoles de désorption et de concentration sur un panel de boues liquides et solides afin d’en
évaluer les performances en termes de rendement et de retrait des inhibiteurs de RT-PCR. Les
performances de désorption et de concentration des particules virales enveloppées devraient étre
évaluées parallelement sur des échantillons naturellement et artificiellement contaminés avec un ou
des virus modéles présents chez I'animal (ex : PEDV, BCoV), voire chez I'humain (Ex : HCoV-229E,
faiblement pathogéne) — (Gundy, Gerba et Pepper 2008; Rusifiol et al. 2020). L'intégration d’'une
phase d’homogénéisation par broyage lors de I'étape de désorption devrait notamment étre évaluée.

Consécutivement a I'étape de désorption et de concentration, une étape d’extraction et de purifica-
tion de 'ARN viral est réalisée. Comme discuté précédemment elle peut aussi étre engagee direc-
tement a partir d’'une faible prise d’essai de I'échantillon. Des kits commerciaux d’extraction et de
purification adaptés a des matrices complexes telles que les selles, les sols, les biosolides, sont
disponibles. Ils proposent des adaptations qui peuvent concerner I'ajout d’'une extraction mécanique
(broyeur a billes) voire d’'une extraction thermique en complément de I'extraction chimique. Ces kits
mettent également a disposition des procédés complémentaires de purification de '’ARN qui permet-
tent le piégeage de certains inhibiteurs de RT-PCR. En dernier lieu des colonnes de retrait des
inhibiteurs peuvent étre utilisées pour compléter I'étape de purification. Pour répondre a la grande
diversité des échantillons de boues et aux interférences associées, des contrbles internes d’extrac-
tion et d’inhibition sont systématiquement nécessaires pour vérifier le maintien des performances
des phases d’extraction et de purification. Les laboratoires de I'enquéte et les données bibliogra-
phiques montrent que les kits commerciaux adaptés aux matrices complexes sont largement utilisés,
néanmoins la diversité des solutions retenues doit étre soulignée. Par ailleurs, malgré la mise en
ceuvre de ces adaptations certains laboratoires de I'enquéte, tout comme la bibliographie du do-
maine, alertent sur la persistance de phénoménes d’inhibition dans certaines boues. Le maintien
d’inhibiteurs dans I'extrait d’ARN viral est susceptible de dégrader les limites de détection de la RT-
PCR. Une évaluation des méthodes d’extraction et de purification de 'ARN viral devrait étre réalisée
en prenant en compte les différentes combinaisons de lyse, les différentes solutions de purification
et notamment I'utilisation de colonnes de silice ou de billes magnétiques de silice, les procédés de
piégeage d’inhibiteurs en solution ou sur colonne. La capacité d’automatisation du procédé d’extrac-
tion devrait également étre considérée car elle pourrait présenter un avantage en termes de robus-
tesse de la méthode. Comme pour I'étape de désorption/concentration, les critéres d’évaluation de-
vraient porter prioritairement sur les rendements d’extraction et la capacité a éliminer les inhibiteurs
de RT-PCR, aussi bien a partir d’échantillons naturellement contaminés qu’artificiellement contami-
nés par des virus modéles des virus enveloppés.

L’amplification de 'ARN viral est réalisée a partir d’'une prise d’essai de I'extrait ' ARN. La majorité
des laboratoires d’analyses ayant répondu a I'enquéte utilise des kits commerciaux, ce qui n’est pas
le cas dans les travaux décrits par les publications du domaine. En effet, les laboratoires acadé-
miques s’appuient majoritairement sur des systéemes de PCR internes. Dans les deux cas, 2 cibles
parfois 3 sont suivies en paralléle. Les amplifications ciblent majoritairement la région ORF1ab et
notamment le géne RdRp, le géne E, mais aussi le géne N (Ahmed, Bertsch, Angel, et al. 2020;
Balboa et al. 2020; Graham et al. 2021; Jordan Peccia, Zulli, Brackney, Grubaugh, Kaplan,
Casanovas-Massana, Ko, Malik, Wang, Wang, Warren, Weinberger, Arnold, et al. 2020). De nom-
breux systemes RT-PCR sont disponibles. L’'ensemble des laboratoires de 'enquéte ayant répondu
utilise une amplification par RT-PCR temps réel, qui est également largement employée dans les
travaux publiés. La multiplicité des cibles potentielles pose la question de leur choix car des diver-
gences de sensibilité analytique ont été observées en fonction des systemes de RT-PCR utilisés
(Balboa et al. 2020). L’étude de la bibliographie indique que la méthode de ddRT-PCR semble faire
I'objet d’'un intérét croissant car elle permettrait d’accroitre la reproductibilité des résultats notam-
ment en limitant I'impact des inhibiteurs de PCR. (Graham et al. 2021). Les nombreuses combinai-
sons potentielles entre les régions ciblées, les systemes de RT-PCR eux-mémes (amorces et
sondes), et la méthodologie d’amplification employée (RT-PCR temps réel ou RT-ddPCR), pour-
raient entrainer des différences de performances importantes qu’il conviendrait d’évaluer sur des
extraits issus de matrices complexes telles que les boues.
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Au terme de I'amplification, le laboratoire exprime un résultat relatif a la présence de génome de
SARS-CoV-2 dans I'échantillon analysé qui sera exprimé en unités génome ou copies de génome
par unité de masse. Comme évoqué précédemment, 'analyse de génome de SARS-CoV-2 dans
les échantillons environnementaux complexes tels que les boues impliquent différentes étapes de
préparation de I'échantillon dont les performances peuvent étre trés variables en fonction de la na-
ture de I'échantillon et du virus. Qu’il s’agisse de I'étape de désorption/concentration, de I'étape
d’extraction/purification de ’'ARN viral, ou de 'amplification, l'incertitude associée a un résultat fourni
pour un échantillon donné apparait importante. La multiplicité des modes opératoires actuellement
employés par les laboratoires d’analyses est une source supplémentaire d’hétérogénéité qui rend
difficilement comparables les résultats obtenus d’un laboratoire a un autre.

En 'absence d’'un matériau de référence consensuel et partagé, pour un méme extrait quantifié des
écarts conséquents de quantification sont susceptibles d’étre observés dans différents laboratoires.
Les quantifications réalisées au sein d'un méme laboratoire sont comparables entre elles, par
exemple au sein d’une filiére de traitement ou dans le cadre de I'évaluation d’'une cinétique de dé-
gradation. En revanche, en I'absence d’essais interlaboratoires il semble prématuré de comparer les
concentrations d’échantillons qui seraient analysés dans différents laboratoires. La capacité d’'un
laboratoire a détecter la présence de génome dans un échantillon est liée a la limite de détection du
mode opératoire employé, de sorte que pour les échantillons les moins contaminés notamment, il
ne peut étre exclu que différents laboratoires aboutissent a des résultats divergents. Pour ces rai-
sons il semble indispensable que les laboratoires accompagnent les résultats qualitatifs d’informa-
tions contextuelles et notamment de la limite de détection correspondante a I'analyse en particulier
en cas de non détection.
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7 Recommandations en lien avec les points critiques

identifiés

En l'absence de donnée issue d’'un plan d’expériences visant a identifier et comparer les perfor-
mances des différentes stratégies analytiques, et en 'absence d’un nombre suffisant de publications,
il parait impossible de dresser des recommandations sur un mode opératoire complet. Néanmoins
des préconisations en lien avec les points critiques identifiés sont proposées ci-dessous dans le

tableau 7.

Tableau 9 : Recommandations en lien avec les points critiques identifiés pour la détection de gé-
nome de SARS-CoV-2 dans les échantillons de boues.

ETAPES ANALY-
TIQUES

PRECONISATIONS

OBJECTIFS

CONSERVATION DES

ECHANTILLONS.

Privilégier I'analyse d’échantillons frais
(non congelés), conservés a 5+/3°C et
analysés le plus rapidement possible
dans les deux jours suivants le préléve-
ment.

Limiter les risques de dégradation
de 'ARN lors de la décongélation
et/ou la conservation des échantil-
lons.

DETERMINATION DE LA

MATIERE SECHE DE

L’ECHANTILLON

Déterminer la matiére séche selon la
norme NF EN 12 880, idéalement sous
accréditation.

Ce type d’expression est néces-
saire pour permettre une compa-
raison des résultats obtenus d'un
laboratoire a un autre ou d'un
échantillon a un autre.

Assurer une continuité par rapport
a larrété de 1998 concernant
'épandage des boues, et dans le-
quel les limites de concentration
applicables aux paramétres mi-
crobiologiques sont exprimées en
unité pour 10 grammes de matiére
seche.

DESORPTION / CONCENTRATION

MB).

Faute d’informations suffisantes sur les performances des méthodes de désorption et de concentration,
applicables au SARS-CoV-2 dans les boues, aucune préconisation ne peut étre faite a ce stade concernant
cette étape. Néanmoins, I'attention est attirée :

- sur l'importance de disposer a minima au laboratoire d’'une étape d’homogénéisation décrite par
écrit pour les échantillons de boues liquides et pour ceux de boues solides,

- sur la faible représentativité des analyses réalisées a partir de prises d’essais réduites (< 1 g de
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Tableau 7 (suite) : Recommandations en lien avec les points critiques identifiés pour la détection de
génome de SARS-CoV-2 dans les échantillons de boues.

EXTRACTION

GENO-

Utiliser un kit d’extraction dédié a I'ana-
lyse de matrices complexes (féces, sols,
boues, biosolides). Vérifier le domaine
d’application des kits utilisés.

Prise en compte des spécificités
propres aux échantillons de boues
(texture, inhibiteurs de RT-PCR,

).

MIQUE

Inclure systématiquement une étape de
purification de 'ARN, complémentaire a
celles déja disponibles au niveau des kits
d’extraction.

Utiliser une colonne de retrait des inhibi-
teurs (ex : « Colonne One Step inhibitors
removal »17 ou tout autre systéme affi-
chant des performances équivalentes).

Optimisation et harmonisation des
étapes de retrait des inhibiteurs
de RT-PCR en prenant en compte
les risques accrus d’inhibition sur
la matrice boue

Inclure un contréle interne positif d’ex-
traction.

Utiliser un virus modéle des virus enve-
loppés si possible proche du genre Coro-
navirus, et adapté au niveau de sécurité
biologique du laboratoire.

Vérifier le maintien des perfor-
mances du procédé d’extraction
pour les différentes types
d’échantillons de boues analysés.

Optionnel :

Réaliser deux extractions indépendantes
sur deux prises d’essai distinctes et de
masse ou volume similaires.

Compenser le manque de robus-
tesse des modes opératoires
et/ou le manque d’homogénéité
de I'échantillon.

AMPLIFICATION

(RT-PCR)

Utiliser un kit d’amplification certifié et/ou
validé disposant de contréles internes
d’inhibition : CE, FDA et/ou validation du
CNR des virus respiratoires.

Amplification multicibles : réaliser I'ana-
lyse en s’appuyant sur 'amplification a
minima de deux cibles (géne
ORFlab/RdrP, gene E, géne N).

Contréle de cohérence sur le résultat ob-
tenu pour au moins deux cibles ampli-
fiées & partir du méme extrait. En cas
d’'incohérence entre les résultats obte-
nus pour les différentes cibles, réaliser
une nouvelle amplification.

Utiliser des kits d’amplification
multicibles et ayant fait I'objet
d'une étude de sensibilité et de
spécificité  vis-a-vis notamment
des autres virus respiratoires.

Optionnel :

Réaliser 'amplification multicibles a par-
tir de deux extraits distincts.

17 Consommable commercialisé par ZYMO research
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Tableau 7 (suite) : Recommandations en lien avec les points critiques identifiés pour la détection de
génome de SARS-CoV-2 dans les échantillons de boues.

EXPRESSION DES RE-

Indiquer sur le rapport d’analyses la prise
d’essai initiale d’échantillon utilisée pour
'analyse en matiére brute et en matiére
seche.

Evaluer la représentativité de la
prise d’essai.

Indiquer sur le rapport d’analyses le
pourcentage de MS de I'échantillon.

Permettre I'expression des résul-
tats en fonction de la matiére
seche afin de les rendre facile-
ment comparables d’'un échantil-
lon a un autre.

SULTATS

Fournir un résultat qualitatif de type pré-
sence/absence de génome de SARS-
CoV-2 par unité de masse exprimée en
matiére séche.

En I'absence de matériau de réfé-
rence et d’EILs permettant de vé-
rifier I'intercalibration des labora-
toires pour des résultats quantita-
tifs, se limiter a une expression
des résultats « présence/ab-
sence » accompagneés de la limite
de détection correspondant aux
modalités d’analyses.

Indiquer sur le rapport d’analyses les
cibles utilisées pour 'amplification ainsi
gue les résultats associés : si disponible
la concentration en UG par unité de ma-
tiére séche et & défaut la valeur de Ct.

Affichage et vérification de la co-
hérence des résultats obtenus
pour les différentes cibles.

Indiquer sur le rapport d’analyses le ni-
veau de dilution de I'ARN viral extrait
avant amplification.

Indiquer sur le rapport d’analyses la li-
mite de détection correspondant a 'ana-
lyse de I'’échantillon en fonction des mo-
dalités d’analyses (prise d’essai, dilu-
tions de l'extrait, ...).

Associer aux résultats qualitatifs
la limite de détection applicable a
I’échantillon analysé.

En cas d’inhibition non levée, indiquer
« Ininterprétable » en résultat et préciser
en commentaire la présence d’inhibi-
teurs de RT-PCR.

Faire apparaitre clairement I'im-
possibilité de lever I'inhibition, sur
le rapport d’analyses

Par ailleurs il est rappelé a I'attention des laboratoires d’analyses qu’un référentiel de validation
intégrant les méthodes de RT-PCR est accessible en ligne (Anses 2015).
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8 Mode opératoire de référence

Pour la plupart des parametres microbiologiques, les résultats sont dépendants de la méthode utili-
sée, c’est pourquoi il convient de définir et de caractériser les performances d’'une méthode de réfé-
rence. Cette méthode fait actuellement défaut pour la détection du génome de SARS-CoV-2 dans
les boues. Dans cet objectif, a l'issue de 'analyse des retours d’expérience disponibles, plusieurs
questions méthodologiques se posent et nécessiteraient la réalisation d’'une validation selon un plan
d’expériences qui permettrait de valider les points suivants :

- modalités de conservation des échantillons et durée : congélation ou conservation au frais
car risque de dégradation accrue des ARN viraux pendant la phase de décongélation,

- développement d’'un mode opératoire de désorption/concentration présentant un rendement
élevé, évitant la co-concentration des inhibiteurs de PCR, et efficace sur de nombreux types
de boues différentes (solides et liquides).

- sélection d’'un mode opératoire d’extraction/purification du génome viral,
- choix d’un (ou plusieurs) virus modeéle(s) pour évaluer ces différents points,

- intérét de la RT-ddPCR encore peu explorée et qui pourrait étre avantageuse pour améliorer
la robustesse analytique notamment en limitant I'impact des inhibiteurs de RT-PCR.
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9 Conclusions

Ce rapport d’appui scientifique et technique apporte des données et des connaissances scientifiques
et technigues en lien avec deux points particuliers de la saisine du MTEL qui vise a préciser les
modalités d’épandage des boues issues du traitement des eaux usées pendant la crise de COVID-
19. Le premier point concerne les modalités d’analyse du SARS-CoV-2 dans les boues, le second
est en lien avec la méthode de RT-PCR pour laquelle étaient attendus des recommandations sur la
méthode de préparation, la prise d’essai, la méthode d’extraction du virus de la matrice boue, la
méthode d’extraction des acides nucléiques et la matrice appropriée pour I'accréditation de la mé-
thode RT-PCR.

Compte tenu de I'apparition récente de I'épidémie de COVID-19, il n’existe pas de méthode recon-
nue et faisant consensus pour la recherche ou la quantification de SARS-CoV-2 dans les boues ni
méme dans les eaux usées. Il n’existe pas non plus de laboratoire national de référence sur les
matrices résiduaires compétent en microbiologie qui aurait pu engager des travaux de standardisa-
tion et de validation d’'une méthode d’analyse pouvant avoir le statut de référence. Aussi, afin de
disposer d'un état des lieux des compétences des laboratoires analytiqgues agréés sur les matrices
résiduaires, un questionnaire a été diffusé par le LHN pour recueillir leurs pratiques. Parallélement
a l'analyse des réponses au questionnaire, des auditions ont été menées par le LHN pour obtenir
des informations plus spécifiques en lien avec les retours d’expérience de laboratoires identifiés
comme ayant réalisé des volumes conséquents d’analyses de boues lors de ces derniers mois. Le
contexte relatif a I'accréditation des analyses microbiologiques et le positionnement des analyses
de biologie moléculaire appliquées a I'analyse des boues au niveau des projets de recherche ont
également été explorés au travers de ces auditions.

Dans le domaine des eaux usées, également sans référentiel normatif, un réseau de laboratoires
académiques compétent sur cette matrice s’est formé a la faveur d’'un projet de recherche
(OBEPINE) et a été rejoint par quelques laboratoires d’analyses. Les informations recueillies, indi-
guent que le regroupement des compétences disponibles dans le réseau OBEPINE a permis de
partager le retour d’expérience acquis sur les pratiques analytiques appliquées aux eaux usées.
Ceci a permis d’engager une réflexion d’homogénéisation des modes opératoires, notamment par
la mise en place d’EILs restreints car uniquement réalisés par les équipes de recherche a I'origine
des différents protocoles actuellement utilisés pour la surveillance des eaux usées. La matrice boue
n’'a pas été prise en compte dans ces travaux.

Aucune structure normative, académique ou de référence n’est actuellement en mesure de proposer
une méthode de référence. Par conséquent les laboratoires qui ont analysé des échantillons de
boues pour rechercher du génome de SARS-CoV-2, se sont basés sur leur propre expérience et
leur propre développement, ce qui explique le constat d’hétérogénéité qui se dégage des retours du
guestionnaire adressé aux laboratoires et des auditions. La diversité constatée dans les pratiques
analytiques des laboratoires a toutes les étapes des modes opératoires, pourrait conduire a des
performances significativement différentes. Une évaluation des performances des laboratoires serait
donc particulierement utile mais actuellement, un seul laboratoire dispose d’'une accréditation dans
le domaine de la microbiologie des boues, et elle ne concerne que la recherche des entérovirus
cultivables et de leur génome par RT-PCR. Qu'’il s’agisse des MF/SC ou des boues, en dehors du
laboratoire mentionné ci-dessus, I'état actuel des accréditations ne permet donc pas d’identifier de
structures disposant de compétences analytiques par biologie moléculaire (PCR ou RT-PCR) pour
les parametres microbiologiques sur ces matrices. Tenant compte de cette configuration, il serait
difficile et long d’aboutir a I'accréditation de laboratoires pour la détection/quantification du génome
de SARS-CoV-2 dans les boues. Une stratégie alternative pourrait étre de privilégier les laboratoires
disposant d’'une bonne connaissance des matrices boues et MF/SC du point de vue des analyses
microbiologiques conventionnelles et qui par ailleurs disposeraient de compétences en PCR ou RT-
PCR sur d’autres matrices. Les laboratoires qui en plus de leur activité MF/SC, sont présents dans
les activités en lien avec la santé animale ou végétale pourraient correspondre a ce profil.
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Dans I'attente d’un protocole analytique consensuel et partagé, il convient que chaque laboratoire
puisse caractériser les performances et les limites de sa méthode afin de fixer des critéres d’accep-
tation des résultats d’analyse et statuer sur la recevabilité des résultats obtenus pour un échantillon
donné. A cet effet, des recommandations sur les points critiques identifiés sont proposés dans ce
rapport afin d’améliorer la robustesse des résultats qui peuvent étre actuellement produits par cer-
tains laboratoires. Associés a un protocole de validation de méthode pour caractériser 'ensemble
du processus d’extraction et d’analyse, ces éléments pourraient apporter des garanties utiles aux
démarches d’accréditation. Ces éléments restent cependant insuffisants pour garantir totalement la
fiabilité et la comparaison des résultats produits dans différents laboratoires : seule l'utilisation d’un
protocole harmonisé et validé pourrait le permettre.

En l'absence de donnée issue d’'un plan d’expériences visant a identifier et comparer les perfor-
mances des différentes stratégies analytiques possibles, et en 'absence d’'un nombre suffisant de
publications, il parait actuellement impossible de dresser des recommandations sur un mode opé-
ratoire de référence complet. Une démarche d’évaluation globale pourrait étre engagée pour com-
parer et déterminer les modalités analytiques les plus performantes pour chacune des étapes clés
de préparation de I'échantillon puis d’analyse. Il s’agirait d’'obtenir des éléments en lien avec la ré-
pétabilité, la robustesse et le rendement global des méthodes a comparer. Idéalement ces éléments
pourraient étre évalués par un laboratoire référent puis préciser par le déroulement d’un EIL sous
réserve que ce dernier implique un nombre suffisant de participants (n>10).

Date de validation du rapport : le 12 janvier 2021.
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Annexe 1: Données communiquées par les laboratoires en mesure de
réaliser I'’ensemble du processus analytique pour la détection /
guantification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues
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Tableau 10 : Recensement des modalités retenues par les laboratoires disposant de compétences sur ’ensemble du processus analytique des
boues pour la détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues — Etapes de préparation de I’échantillon et d’extraction/purifica-
tion du génome viral.

6 laboratoires indiquent réaliser une préparation des
échantillons en vue de réaliser une extraction/purification

Prise d'essai

Désorption du virus de la boue

Etape de concentration

Volume final de

Disponibilité de données de validation pour cette

Commentaires LHN

Modalités d'extraction et de purification du génome
viral a partir de I'éluat ou du concentrat.

Prise d'essai de I'éluat ou
du concentrat pour
débuter I'extraction

Extraction

Support de purification des
acides nucléiques

Mise en ceuvre d'un témoin positif
d'extraction

Volume final
d'extrait (pl)

du génome de SARS-CoV-2, puis sa o Boue N . concentrat (ml) étape
détection/quantification par RT-PCR. Boue liquide solide Ajout d'un éluant Broyage
Equivalent . Sur les 7 ires qui d'une éthod
q " Précipitation du surnageant au PEG 6000 et : fall
Laboratoire 1 1 500 ml de 10gde Oui : Tampon Borate Non B g trifugati 5 Non applicable aux boues, 2 ne la réalisent que sur des boues|
MS centrifugation liquides (laboratoires 2 et 6).
Laboratoire 2 2 25 ml Non réalisé | Oui : Tampon Glycine/Extrait de boeuf Non Non renseignée 45 Oui La majorité des laboratoires a recours & une méthode
d'élution (4/7), les sont
d'un ire a l'autre en ce qui concerne la
. o, . ] . nature de I'éluant utilisé et la réalisation ou non d'un
Laboratoire 3 3 1g 1g Oui : éluant non précisé Oui Pas de concentration 1 Non P en
yag!
(1) - PREPARATION DE
L'ECHANTILLON PAR Des méthodes de concentrations sont décrites pour 3 des 7|
Laboratoire 4 DESORPTION ET/OU 4 1g 1g Oui : Tampon PBS (10 ml) Oui Non 01 Oui laboratoires. Elles montrent également une diversité
CONCENTRATION importante : filtration, ul ifugation, précipitation au
Boues solides : Pas de concentration PEG 6000.
Laboratoire 5 5 50 ml 200 mg Non Oui sur boues solides| Boues liquides : Filtration sur membrane en ester Non renseigné Oui
de cellulose aprés acidification Les laboratoires qui pratiquent une étape de désorption
et/ou d'élution di joritai de d ées de
o a Ultracentrifugation sur 25 ml o idati &
Laboratoire 6 6 | 250u 100 ml | Non réalisé Non Non P o 1 Non renseigné validation sur ces étapes (3 sur 5).
ou précipitation au PEG NaCl sur 100 m|
. 200 pl d" N . .
Laboratoire 7 7 soomcead | ny 0lalg Non Non Non Sans objet Sans objet
interstitielle

Disponibilité de données de validation pour cette
étape

Commentaires LHN

Kit commercial : Lyse chimique et

Les modes ires d' sont variés et
reposent majoritairement sur des kits commerciaux. La lyse
chimique est systématiquement présente, elle est parfois

complétée par une lyse thermique ou mécanique.

L'étape de purification est majoritairement réalisée a I'aide|
de billes magnétiques de silice. Elle est complétée par|

I'utilisation de le retrait des i
par la majorité des laboratoires.

Majoritail les d'un suivi des
performances du systéme d'extraction génomique.

L'étendue des d ées de est variable en f

des laboratoires. Tous s'appuient @ minima sur un contréle
interne de performance, fréquemment complété par des
données de robustesse. Trois laboratoires possédent des
d ées de rend d' i

chimique

retrait des inhibiteurs

Laboratoire 1 1 Non renseigné ) Billes magnétiques de silice Oui Oui : Controéle interne
thermique
Laboratoire 2 2 Non renseigné Non renseigné Billes magnétiques de silice Non renseigné Non disponible Oui : Contrdle interne, Reproductibilité
Laboratoire 3 3 100 pl Kit commerecial : Lyse chimique Colonne de silice Oui Oui : Contrdle interne, Reproductibilité, Répétabilité
(2) - EXTRACTION ET Kit commercial : Lyse mécanique et Billes magnétiques de silice et Oui : Controle interne, Reproductibilité, Répétabilité
Laboratoire4 | PURIFICATION DE GENOME | 4 100 8 e o et oui 80 : L3 LI z
VIRAL chimique| colonne de retrait des inhibiteurs: Rendement d'extraction
Billes magnétiques de silice et Oui : Contréle interne, Reproductibilité, Répétabilité,
Laboratoire 5 5 200l Kit commercial : Lyse chimique| o' oo "aencUqUes € S Oui|  Non disponible “ ! procuctibliie, Repetavil
colonne de retrait des inhibiteurs Rendement d'extraction
A . . - Billes magnétiques de silice et: " . AR 0 N
Laboratoire 6 6 200 pl Kit commerecial : Lyse chimique N A Oui 50 Oui : Contrdle interne, Rendement d'extraction
colonne de retrait des inhibiteurs
o Kit commercial : Lyse mécanique et|  Colonne de silice et colonne de q
Laboratoire 7 7 Non renseigné ¥ q Oui 50
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Tableau 11 : Recensement des modalités retenues par les laboratoires disposant de compétences sur I’ensemble du processus analytique des

boues pour la détection/quantification du génome de SARS-CoV-2 dans les boues — Etapes d’amplification et d’expression des résultats.

PR R . L . . . . . B . . - s Limite de détection
Modalités d'amplification du génome viral a partir de | Prise d'essai de I'extrait . . . . Mise en ceuvre d'un suivi des inhibitions de la N . e, . o .
. . o 0 e e Amplification (RT-PCR) et cibles Type d'amplification du systéme de RT- Disponibilité de données de validation Commentaires LHN
I'extrait d'ARN purifié. pour I'amplification RT-PCR L.
PCR (UG/réaction)
® - B liquid Qualitati Les analyses de RT-PCR sont majoritairement réalisées a
it commercial : oues liquides : Qualitative o " . . P
Laboratoire 1 1 i ~ORE e ql'd K - Oui (celui du kit d'amplification) 5 Oui : Controle interne (répétabilité) I'aide de kits de fournisseurs et conduisent majoritairement
oche - aet gene Boues solides : Quantitative a des résultats Trois ires pre
néanmoins des analyses quantitatives.
Systéme interne : i ifi i i :
Laboratoire 2 2 ) ! Quantitative Oui (développé en interne) 6 Oui : Contrdle interne (répétabilité) Les laboratoires amplifient tous au moins deux cibles : 5
RdRp (IP4 et 1P2) ires di de RT-PCR ciblant au moins|
— N - o deux régions codantes différentes : la combinaison la plus
. . o caercal m,Od‘,ﬁe ,: B',cs,e,Ha‘ o R . . e 5 (géne ORF1a) R . o, partagée (5 laboratoires sur 7) consiste en une amplification
Laboratoire 3 3 (*Ajout de BSA pour réduire I'inhibition Qualitative Oui (celui du kit d'amplification) N Oui : Contréle interne (répétabilité) de Ia régi i cod RARp (ORF1ab
PCR) - ORF1a et géne E 20 (gene E) e la région qui code pour p (! ab) et une autre
[E— Non disponible amplification sur le géne E. L'un des kits commerciaux
. (3) - AMPLIFICATION DU Kit commercial : - . : o - Oui : Répétabilité et rleproductibilite. Détermination de permet en complément une amplification sur le géne N.
Laboratoire 4 GENOME VIRAL 4 Genes N1 et N2 Qualitative Oui (celui du kit d*amplification) 125 rendement sur |'ensemble du processus avec Des contrdles d'inhibition PCR sont i
Coronavirus bovin et SARS-CoV-2 réalisés. Les données de validation
Kit ial : Eurobi Oui : Répétabilité et ductibilite tréle int sur la robustesse du contrdle interne.
it commercial : Eurobio ui : Répétabilité et reproductibilité, contrdle interne, . )
Laboratoire 5 5 N Qualitative Oui (celui du kit d'amplification) Non renseigné P o Un laboratoire dispose de valeurs de rendement sur|
RdRp et géne E Rendement. N N . N N
I'ensemble du processus a partir de coronavirus bovin et de
SARS-CoV-2. Les valeurs concernent
Kit Commercial : Biomérie! iqui 16
Laboratoire 6 6 ! l ! ~I X Qualitative Oui (celui du kit d'amplification) Non renseigné Sensibilité, Spécificité, des boues liquides et s'étendent de 2% pour le protocole
RdRp, Géne N et gene E initial non optimisé a des valeurs de I'ordre de 20% aprés
1 et pouvant atteindre ponctuellement 40%. Ces
. 2 systémes internes en paralléle : (i) o e U . L PP valeurs a partir de ions artificelles sont
7 10ul | : | |
Laboratoire 7 il Gene E, (ii) RdRp (IP4 et IP2) Quantitative Oui (développé en interne) 3 Oui : Contrdle interne (répétabilité) susceptibles d'étre surestimées.

Expression des résultats pour les

Expression des résultats pour

Limite de quantification globale

Limite de détection

Unité retenue pour exprimer les résultats par

Modalités d'expression des résultats les globale déclarée Commentaires LHN
BOUES LIQUIDES déclarée par le laboratoire . rapport a la masse de boue
BOUES SOLIDES B par le laboratoire (B
La majorité des résultats sont des résultats qualitatifs. Les
. Qualitatif : Quantitatif : R . N . . N . . s
Laboratoire 1 1 Dé & / Non Dé , D& 6 (x UG, Non dé . 1000 a 2000 UG/g 100 3 200 UG/g Matiére brute limites de détection les plus faibles, de I'ordre de 100 a 250
étecté / Non Détecté étecté (x UG/g) / Non détecté UG/g correspondent aux laboratoires qui réalisent une étape
d'élution.
250 UG/I
. Quantitatif : 2000 UG/I " / . N R
Laboratoire 2 2 A n n / " N (Pas d'information en Matiere Seche
Présence (x UG/g) / Non détecté (Pas d'information en g) 2 Deux laboratoires sont en mesure de produire des résultats
I i Les limites des quantifications, limitées & deux
) Qualitatif : Qualitatif : N . laboratoires sont issues de modes opératoires qui intégre
Laboratoire 3 3 Présence / Absence Présence / Absence / 4000 UG/g e Sl une étape de désorption par élution. Elles sont comprises
I entre 1000 et 2000 UG.
. (4) - EXPRESSION DES Qualitatif : Qualitatif : A . . . L
EHrrEEad RESULTATS 4 Présence / Absence Présence / Absence / 2OCCLE’e Matiére brute La moitié des lab exprime des rapportés &
la ité de matiére séche, tandis que l'autre moitiée
Qualitati Qualitatit exprime les résultats en fonction de la matiére brute.
ualitatif : ualitatif @
Laboratoire 5 5 e o Y " N igné Matiere bruty
avoratoire Détecté / Non Détecté Détecté / Non Détecté / on renseignee atiere brute
. Qualitatif : L iy .
Laboratoire 6 6 Détecté / Non Détecté / / Non renseignée Matiere Seche
. Quantitatif : Quantitatif : R Matiére brute pour les boues liquides
Laborat 7 7 100 a 1000 UG
avoratoire Présence (x UG/g) / Non détecté | Détecté (x UG/g) / Non détecté / ° E Matiére Seche pour la boue solide
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Annexe 2 : Eléments de calculs concernant la détermination de lalimite

de détection de génome de SARS-CoV-2 dans les boues.

Tableau 12 : Exemples de calculs d’une limite de détection en I’absence d’étapes préalables de
désorption et de concentration des particules virales : prise en compte de rendements théo-

rigues a 100 % (configuration 1).

Limite de détection déterminée par réaction de RT-PCR 3|UG

Vol. extrait utilisé par réaction 10|uL

Vol. final extrait total obtenu pour la prise d'essai (aprés passage sur colonne Zymo) 50(pL

Quantité minimale détectable théorique ramenée au volume d'extrait total 15|UG

Rendemen del'étape-délution{Taux-derécupérationdesvirusadsorbé 100%| Etapesnon prises en compte
Rendermen de-t'étape-de-concentration-det éluat{réductiondu-velumed'éluatavanttextractiongénem 100%| dans cette version de protocole

Rendement d'extraction génomique (prise d'essai partielle pour le Kit d'extraction, ...)

100%| Prise en compte de rendements
Rendement de purification génomique (kit d'extraction et passage sur colonne de levé d'inhibition) 100% théoriques a 100%
Quantité minimale détectable ramenée au volume d'extrait total corrigé par le rendement global 15|UG
Exemple de calcul de détermination de la limite de détection pour une configuration donnée :
Prise d'essai de Matiére Brute 700|mg
Matiére seche 20%|siccité
Prise d'essai calculée exprimée en MS 140,0|mg
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS 15|UG
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS en tenant compte du rendement 15|UG
Limite de détection globale du mode opératoire 110|UG/g de MS
Soit

pour 700 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 110|UG/g de MS

pour 200 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 380|UG/g de MS

pour 100 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 750 |UG/g de MS

Tableau 13 : Exemples de calculs d’une limite de détection en I’absence d’étapes préalables de
désorption et de concentration des particules virales : prise en compte de rendements évalués

a partir d’une hypothése non confirmée (configuration 2).

Limite de détection déterminée par réaction de RT-PCR 3|UG

Vol. extrait utilisé par réaction 10|pL

Vol. final extrait total obtenu pour la prise d'essai (aprés passage sur colonne Zymo) 50|uL

Quantité minimale détectable théorique ramenée au volume d'extrait total 15|UG

Rerderen detetopedélutionTamcderéevpérationdesvirusadsorhe 100%| Etapesnon prises en compte
Rerdermen detétapedeconcentrationdet éluatiréductionduvolumed ¢l i 100%| dans cette version de protocole

Rendement d'extraction génomique (prise d'essai partielle pour le Kit d'extraction, ...)

30%| Prise en compte de rendements
Rendement de purification génomique (kit d'extraction et passage sur colonne de levé d'inhibition) 80% estimés (hypothéses)
Quantité minimale détectable ramenée au volume d'extrait total corrigé par le rendement global 63|UG
Exemple de calcul de détermination de la limite de détection pour une configuration donnée :
Prise d'essai de Matiére Brute 700|mg
Matiére séche 20%|siccité
Prise d'essai calculée exprimée en MS 140|mg
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS 15|UG
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS en tenant compte du rendement 63|UG
Limite de détection globale du mode opératoire 450|UG / g de MS
soit
pour 700 mg de MB a 20% de MS une hypothése de limite de détection de 450 |UG/g de MS
pour 200 mg de MB a 20% de MS une hypothése de limite de détection de 1600 |UG/g de MS
pour 100 mg de MB a 20% de MS une hypothése de limite de détection de 3100 |UG/g de MS
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Tableau 14 : Exemples de calculs d’une limite de détection en intégrant une étape préalable de
désorption et de concentration des particules virales : prise en compte de rendements théo-

riques a 100 % (configuration 1).

Limite de détection déterminée par réaction de RT-PCR 5|UG

Vol. extrait utilisé par réaction 2,5|uL

Vol. final extrait total obtenu pour la prise d'essai (aprés passage sur colonne Zymo) 50|uL

Quantité minimale détectable théorique ramenée au volume d'extrait total 100|UG

Rendement de I'étape d'élution (Taux de récupération des virus adsorbés a la boue) 100%

Rendement de |'étape de concentration de I'éluat (réduction du volume d'éluat avant I'extraction génomique) 100%| Prise en compte de rendements

Rendement d'extraction génomique (prise d'essai partielle pour le Kit d'extraction, ...) 100% théoriques a 100%
Rendement de purification génomique (kit d'extraction et passage sur colonne de levé d'inhibition) 100%
Quantité minimale détectable ramenée au volume d'extrait total corrigé par le rendement global 100|UG
Exemple de calcul de détermination de la limite de détection pour une configuration donnée :
Prise d'essai de Matiére Brute 50000|mg
Matiére séche 20%|siccité
Prise d'essai calculée exprimée en MS 10000,0|mg
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS 100|UG
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS en tenant compte du rendement 100|UG
Limite de détection globale du mode opératoire 10|UG/g de MS
Soit
pour 50000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 10 |UG/qg de MS
pour 10000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 50|UG/g de MS
pour 1000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 500|UG/g de MS

Tableau 15 : Exemples de calculs d’une limite de détection en intégrant une étape préalable de
désorption et de concentration des particules virales : prise en compte de rendements évalués

a partir d’une hypothése non confirmée (configuration 2).

Limite de détection déterminée par réaction de RT-PCR 3|UG

Vol. extrait utilisé par réaction 2,5|uL

Vol. final extrait total obtenu pour la prise d'essai (aprés passage sur colonne Zymo) 50(pL

Quantité minimale détectable théorique ramenée au volume d'extrait total 60|UG

Rendement de |'étape d'élution (Taux de récupération des virus adsorbés a la boue) 10%

Rendement de I'étape de concentration de I'éluat (réduction du volume d'éluat avant I'extraction génomique) 60%| Prise en compte de rendements

Rendement d'extraction génomique (prise d'essai partielle pour le Kit d'extraction, ...) 30% estimés (hypothéses)
Rendement de purification génomique (kit d'extraction et passage sur colonne de levé d'inhibition) 80%
Quantité minimale détectable ramenée au volume d'extrait total corrigé par le rendement global 4167|UG
Exemple de calcul de détermination de la limite de détection pour une configuration donnée :
Prise d'essai de Matiére Brute 50000|mg
Matiere seche 20%|siccité
Prise d'essai calculée exprimée en MS 10000|mg
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS 60|UG
Quantité minimale détectable théorique ramenée a la prise d'essai en MS en tenant compte du rendement 4167|UG
Limite de détection globale du mode opératoire 420|UG / g de MS
Soit
pour 50000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 420|UG/g de MS
pour 10000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 2100 |UG/g de MS
pour 1000 mg de MB a 20% de MS une limite de détection théorique de 21000 |UG/g de MS
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Annexe 3 : Lettre de la demande

ER

MINISTERE Direction générale de I'aménagement,
DE LA TRANSITION du logement et de la nature
ECOLOGIQUE

Liberrd
Lgalits
Fraseraird

Direclion de 'eau et de la biodiversité

Paris, la 1 3 ﬂET- Eﬂﬂ]

Sous-direction de la profection ef de la gestion de 'eau,
des ressources mindrales et des écosystémes aquatiques

._Eureau dea la lutte contre les pollutions domesfiques el La directrice générale de Paménagement du
indusirieles logement et de la nature

]

Mansieur e Directeur général
Agence nationale de sécurité sanitaire de
'alimentation, de 'envircnnement at du travail
Mos réf. - 2020 457 EARMS LM Lettre de saisine de 'ANSES projet
d'arrété madifiant I"arrété boues covid
Affaire suivie par : ucile. marscllienBdeveloppemen|-dursble. gouv.fr
TéL : 01 40 81 3508

Objet : demande d'avis sur le projet d'arrété modifiant 'arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités
d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de covid-19

PJ:

- projet d'arrété modifiant I'arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage de boues pendant
la crise sanitaire

- rapport d"étude relatif 2 'abattement des bactériophages dans les boues de stations de traitement des
BaUX USSEs

Depuis le début de 'épidémie de covid-1%, plusieurs éludes ont mis en évidence la présence d'ARN viral du SARS-
COV 2 dans les eaux usées. Cela a conduit FEtat 4 interroger 'ANSES sur les risques de propagation du virus via
I'épandage des boues d'épuration urbaines sur les sols agricoles el les éventuelles mesures & prendre paur limiter
ce risque. L'ANSES a rendu son avis le 27 mars 2020, Sur cette base, 'Etat a conditionné, via 'arrété du 30 avril
2020, l'épandage de bouss sur l2s sols agricoles, en fordt ou & des fins de vagétalisation ou de reconstitution de
sols 4 leur hygiénisation préalable. Cette disposition coneerne toutes les boues extraites aprés la date d'entrée en
zone d'exposition a4 risque pour le COVID-19,

Ces nouvelles exigences posent des difficultés aux collectivités du fait des dépenses imprévues et parfois élavaes
gu'elles occasionnent, en fonctionnement etfou en investissement. Face 3 cette situation et considérant que cette
crise sanitaire pourrait perdurer, il nous faut envisager des pratiques plus adaptées au contexte lacal.

Aussi, dans le cadre d'une saisine complémentaire de notre part, mes services vous ont adresse ke 15 mai 2020
deux projets de protocoles dans le but d'étudier le taux d'abaltement de bactériophages dans les boues dans
I'attente d'une méthode normalisée du suivi du SARS-CoV-2. Dans ses conclusions, publiées le 19 juin 2020,
l'agence confirmait lintérét des protocoles pour valider les indicateurs d'sfficacilé de traitements d'inactivation
virale. Sur la base des commentaires et recommandations émis dans ceite note d'appui technigue, nous vous
adressons en pidce jointe, |2 rapport d'étude présentant les résultats de la mise en ceuvre de ces deux profocoles.

De plus, dans cette méme note du 19 juin 2020, l'agence préconisait & en premiére intention de procéder pour les
boues non hygiénisées, & la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans ces boues » en
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préscisant que « 'absence de génome viral de SARS-Cov-2 dans les boues analysdes, dans les conditions de
confrale qualité adaptée, est synonyme d'absence de SARS-CoVW-12 infeclieux ». Des échanges entre nos
senvices ont permis de préciser quelques modalités opérationnalles 4 respecter et & suivre pour la realisation des
ces analyses PCR. Ces modalités mériteraient d'étre confirmées et le cas échéant complétées, par ['Agence afin
que les résultats obtenus solent suffisamment robustes, pour autoriser, en tout sécurité, 'épandage des boues
sans hygignisation

Par ailleurs, considérant que les dates d'enfrée en zone d'exposition & risques pour le covid-19 ont &té définies
pour chague département sur la base du taux dincidence habdamadaire du COVID-19 publig chague semaine
par Santé publique France, || est apparu envisageable et cohérant d'ufiliser & nouveau cat indicateur pour évaluer
la situation pidémigue d'un département el déterminer si 'épandage des bouss est possible ou non. Cependant
des difficultés ont &8 mises en avant sur "applicabilité de cet indicateur, defini pour chaque département, a
I'échelle d'une station de traitement des eaux usées en raison des éventualles zones de concentration du virus
qui pourraient &tre masquées & Méchelle départementale mais qui auralent un effet sur la gualite des boues
lacalament

L'ensemble de ces éléments a conduit la direction générale de l'aménagement, du logement et da la nature, la
direction générale de la prévention des risques et la direction générale de l'alimantation, & élaborer un projet
d'arrété modifiant 'arrété du 30 avril 2020 afin de faire &voluer le cadre réglementaire relatif 4 Mépandage des
bouas pendant la crise sanitaire.

Aussi, nous sollicitons votre avis sur le projet d'armété ci-joint, et particuli@grement sur les éleéments suivants :

- la pertinence d'appliguer le taux d'incidence hebdomadaire du covid-19 d'un départemant pour déterminer
la possibilite d'épandre des baues non hygiénisées provenant d'une station de ce département et le cas
échéant la pertinence du seuil de 10100 000 habitants envisage.

- les modalités d'échantillonnage et d'analyse du génome du SARS-COV-2 prévues au 3° de I'article 1 du
projet darrété. Ces dispositions ont été définies sur |2 base des échanges avec vos Services et a partir
des modalités d'échantillonnage et d'analyse décrites dans 'arrsté du 8 janvier 1988,

- la possibilité d'&pandre des bouss non hygiénisées (au sens de 'amété du 8 janvier 1998) dés lors gu'elles
ont fait l'objet d'un des traitements suivants, dans les conditions qui ont permis de monfrer un faux
d'abatterment suffisant des bactériophages, & savair ;

o les bouss ayant fait 'objet d'un chaulage avec un taux dlincorporation minimum de chaux de 30%
équivalent CalQ/M3 puis d'un stockage d'une dunées minimale de 3 mois

o les boues ayvant fait 'objet d'un séchage solaire avec plancher ehauffant permettant d'atteindre
une siccité minimale de BO0%.

- la possibilité d"épandre des lots de boues non hygiénisées (au sens de 'améte du § janvier 1988) a lissue
d'une analyse par lot confirmant un tauwx abattement en coliphages somatiques supérieur ou égal & 4 log,
dés lors gu'ils ont fait I'objet d'un des traitements suivants :

o un séchage sur it puis un stockage d'une durée minimale de 1.5 mais.
o une digestion anaérobie mésophile puis un stockage d'une durde minimale de 4 mois.

Par ailleurs, naus vous remencions de bien vouloir formuler des recommandations concemant lutilisation de la
RT-PCR:

- lzou les fréquences minimales d'analyse du génome du SARS-CoV-2 qu'il conviendrait de faire figurer
dans le futur arété ;

- laméthode de préparation des échantillons, la prise d'essai, la méthada d'extraction du virus de la matrice
boue ainsi gue s méthode d'extraction des acides nucléigues gu'il conviendrait de préciser dans le
protocole d'échantilonnage et d'analyse du génome sur SARS-CoV-2 ;

- la matrice pour lagualle Faccréditation sur la méthode RT-FCR est raguise.
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L'avis de volre agence sur ces questions est attendu au plus tard | 18 décambre 2020. Cet avis tiendra compte
de 'évelution des connalssances disponibles sur lMinfectiosits du SARS-Cov-2 dans les selles humaines, les eaux

usées et les boues d'épuration urbaines.
Mos services se tiennent & votre disposition pour vous apporer toute information complémentaire

La directrica générale da laménagement, du logement et de
la nature

UY-LYOM

Copie
-le directeur général de la prévention des risques \\__>

-le directeur général de I'aliimentation
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Annexe 4 : Suivi des actualisations du rapport

Date

Version

Page

Description de la modification
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