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Le directeur général 

Maisons-Alfort, le 19 février 2021 

AVIS 
de lôAgence nationale de s®curit® sanitaire de 
lôalimentation, de lôenvironnement et du travail 

relatif au projet d'arrêté modifiant lôarr°t® du 30 avril 2020 précisant les 
modalités d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines 

pendant la crise de COVID-19  

LôAnses met en îuvre une expertise scientifique ind®pendante et pluraliste. 
LôAnses contribue principalement ¨ assurer la s®curit® sanitaire dans les domaines de lôenvironnement, du travail 
et de lôalimentation et ¨ ®valuer les risques sanitaires quôils peuvent comporter. 
Elle contribue ®galement ¨ assurer dôune part la protection de la sant® et du bien-être des animaux et de la santé 
des v®g®taux et dôautre part ¨ lô®valuation des propri®t®s nutritionnelles des aliments. 
Elle fournit aux autorit®s comp®tentes toutes les informations sur ces risques ainsi que lôexpertise et lôappui 
scientifique technique n®cessaires ¨ lô®laboration des dispositions l®gislatives et r®glementaires et ¨ la mise en 
îuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).  

Ses avis sont publiés sur son site internet. 

 

LôAnses a ®t® saisie le 19 octobre 2020 par le Ministère de la transition écologique (Direction 
générale de lôam®nagement du logement et de la nature) pour la r®alisation de lôexpertise 
suivante : « demande d'avis sur le projet d'arrêté modifiant lôarr°t® 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 d®but de lô®pid®mie 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 Ministères de lôagriculture et de lôalimentation et de la transition ®cologique à interroger 
lôAnses sur les risques de propagation du virus via lô®pandage des boues urbaines produites 
par les stations de traitement des eaux usées (STEU) sur les sols agricoles et les éventuelles 
mesures à prendre pour limiter ce risque.  
 
Au cours des mois de mars et avril 2020, lôAnses a ®t® 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 dôune part, sur les risques ®ventuels 
li®s ¨ lô®pandage de boues urbaines produites par les STEU (Anses 2020a, 2020b) et, dôautre 
part, sur les risques ®ventuels li®s ¨ lô®pandage de boues produites par les stations de 
traitement des eaux industrielles (Anses 2020c). 

http://www.anses.fr/
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Le 23 avril 2020, lôAnses sôest autosaisie pour r®aliser lô®tat des connaissances scientifiques 
relatives au virus SARS-CoV-2, dans les domaines de compétences de la Direction de 
lô®valuation des risques (DER) (Anses 2020g). Cette note pr®sente lô®tat des connaissances 
disponibles au 21 avril 2020 sur la pr®sence, lôinfectiosit® et la persistance du virus SARS-
CoV-2 dans les milieux aquatiques (EU, eaux de surface, eaux souterraines, eaux saumâtres, 
eaux de mer), en lien avec lôexcr®tion f®cale humaine. 
 
Suite ¨ lôavis du 27 mars 2020, un arr°t® 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, lôhygi®nisation des boues, recommand®e par lôAgence et reprise dans lôarr°t® du 
30 avril 2020 comme pr®alable ¨ lô®pandage, nôest pas une pratique syst®matique au sein des 
collectivit®s. Sa mise en îuvre par ces collectivit®s demande une certaine organisation et 
induit un co¾t difficilement supportable sôil nôest pas anticip®. 
 
Dans ce contexte, deux projets de protocole visant ¨ ®tudier le taux dôabattement de 
bactériophages dans les boues dans lôattente dôune m®thode normalis®e du suivi du 
SARS-CoV-2 ont ®t® adress®s ¨ lôAnses par le minist¯re de la transition ®cologique le 
15 mai 2020 (saisine 2020-SA-0068). La note de lôAnses relative ¨ cette saisine avait pour 
objet de porter à connaissance des commentaires et recommandations sur ces deux 
protocoles (®tude du taux dôabattement de bact®riophages dans les boues) visant ¨ valider les 
indicateurs dôefficacit® des traitements dôinactivation virale (Anses 2020e). Sur la base des 
commentaires et recommandations ®mis dans cette note dôappui technique, le rapport dô®tude 
pr®sentant les r®sultats de la mise en îuvre de ces deux protocoles est adress® ¨ lôAnses 
dans le cadre de la présente saisine (cf. ANNEXE  3). De plus, dans cette même note, lôAgence 
préconisait, en juin 2020, « en première intention de procéder pour les boues non hygiénisées, 
à la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans ces boues » en précisant 
que ç lôabsence de g®nome viral de SARS-CoV-2 dans les boues analysées, dans les 
conditions de contrôle qualité adaptées, est synonyme dôabsence de SARS-CoV-2 infectieux 
». Les modalités opérationnelles à respecter et à suivre pour la réalisation de ces analyses 
RT-PCR m®riteraient dô°tre confirm®es, et le cas ®ch®ant complétées, afin que les résultats 
obtenus soient suffisamment robustes, pour autoriser, en toute s®curit®, lô®pandage des boues 
sans hygiénisation préalable. 
 
Par ailleurs, consid®rant que les dates dôentr®e en zone dôexposition ¨ risques pour la COVID-
19 ont ®t® d®finies pour chaque d®partement sur la base du taux dôincidence hebdomadaire 
de la COVID-19 publié chaque semaine par Santé Publique France (SPF), la question de 
lôutilisation de cet indicateur pour ®valuer la situation ®pid®mique dôun d®partement et 
d®terminer si lô®pandage des boues est possible ou non se pose, tout comme celle de 
lôapplicabilit® de cet indicateur. 
 
Lôensemble de ces ®l®ments a conduit la Direction g®n®rale de lôam®nagement, du logement 
et de la nature, la Direction générale de la prévention des risques et la Direction générale de 
lôalimentation, ¨ ®laborer un projet dôarr°t® modifiant lôarr°t® du 30 avril 2020 (ANNEXE  4) afin 
de faire évoluer le cadre r®glementaire relatif ¨ lô®pandage des boues urbaines pendant la 
crise sanitaire. 
 
Dans ce contexte, lôAnses est sollicit®e pour donner son avis sur le projet dôarr°t® transmis, et 
particulièrement sur les éléments suivants : 

 



Avis de lôAnses 

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 

 page 3 / 172   

 

 

ƴ Question 1 
La pertinence dôappliquer le taux dôincidence hebdomadaire de la COVID-19 dôun d®partement 
pour d®terminer la possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nis®es provenant dôune STEU de 
ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100 000 habitants envisagé. 
 
ƴ Question 2 
De pr®ciser les modalit®s dô®chantillonnage et dôanalyse du g®nome du SARS-CoV-2 prévues 
au 3Á de lôarticle 1 du projet dôarr°t® propos®. 
 
ƴ Question 3 
La possibilit®, sur la base du rapport pr®sentant les r®sultats de lôabattement des 
bact®riophages dans les boues de STEU, dô®pandre des boues non hygi®nis®es (au sens de 
lôarr°t® du 8 janvier 1998) d¯s lors quôelles ont fait lôobjet dôun des traitements suivants, dans 
les conditions qui ont permis de montrer un taux dôabattement suffisant des bactériophages, à 
savoir : 

¶ les boues ayant fait lôobjet dôun chaulage avec un taux dôincorporation minimum de 
chaux de 30 % ®quivalent CaO/MS, puis dôun stockage dôune dur®e minimale de 3 
mois ; 

¶ les boues ayant fait lôobjet dôun s®chage solaire avec plancher chauffant permettant 
dôatteindre une siccit® minimale de 80 %. 

La possibilit® dô®pandre des lots de boues non hygi®nis®es (au sens de lôarr°t® du 8 janvier 
1998) ¨ lôissue dôune analyse par lot confirmant un taux abattement en coliphages somatiques 
sup®rieur ou ®gal ¨ 4 log, d¯s lors quôils ont fait lôobjet dôun des traitements suivants : 

¶ un s®chage sur lit, puis un stockage dôune dur®e minimale de 1,5 mois ; 

¶ une digestion ana®robie m®sophile, puis un stockage dôune dur®e minimale de 4 mois. 
 

ƴ Question 4 
De formuler des recommandations concernant lôutilisation de la RT-PCR : 

¶ la ou les fr®quences minimales dôanalyse du g®nome du SARS-CoV-2 quôil convien-
drait de faire figurer dans le futur arrêté ; 

¶ la méthode de préparation des échantillons, la prise dôessai, la m®thode dôextraction 
du virus de la matrice boue ainsi que la m®thode dôextraction des acides nucl®iques 
quôil conviendrait de pr®ciser dans le protocole dô®chantillonnage et dôanalyse du g®-
nome du SARS-CoV-2 ; 

¶ la matrice pour laquelle lôaccréditation 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 lôobjet 
dôun rapport dôappui scientifique et technique des laboratoires dédiés du Pôle 
Recherche et R®f®rence de lôAnses (Laboratoire dôHydrologie de Nancy) (Anses 2021) 
(cf. Annexe 5). 
 
Cet avis compl¯te les produits dôexpertise de lôAnses pr®c®demment ®mis (Anses 2020c, 
2020b, 2020g, 2020e, 2020f). 

2. ORGANISATION DE LôEXPERTISE 

Lôexpertise a ®t® r®alis®e dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise - 
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ». 

Lôexpertise a ®t® coordonn®e par la Direction dô®valuation des produits r®glement®s (DEPR) 

en collaboration avec la Direction de lô®valuation des risques de lôAnses (DER). 
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Lôexpertise rel¯ve du domaine de comp®tences des comit®s dôexperts sp®cialis®s (CES) 

« Matières fertilisantes et supports de culture (MFSC) » (CES pilote) et du CES « Eaux ». 

LôAnses a confi® lôexpertise de la question 3 à plusieurs experts rapporteurs. Ces experts 

rapporteurs et lôAnses 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 dôavis 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. 

Lôexpertise sôest appuy®e sur :  

¶ la litt®rature scientifique (accessible dans les conditions dôune expertise en urgence et 
dans lô®tat des connaissances au 31 décembre 2020, sans viser une recherche biblio-
graphique exhaustive) ; 

¶ le rapport dô®tude transmis avec la saisine de suivi dôabattement des bact®riophages 
dans les boues de STEU, du laboratoire national de m®trologie et dôessais (LNE) réa-
lis® en collaboration avec lôUniversit® de Lorraine/CNRS, la FNCCR1 et la FP2E2 (LNE 
2020) (cf. Annexe  3) ; 

¶ Les éléments complémentaires demandés au Ministère de la transition écologique à 
savoir : la description de la file eau des stations ayant particip®es ¨ lô®tude, la confor-
mité en équipement et en performance des stations sur l'année 2019, la quantité de 
matière sèche de boues produites par les stations sur l'année 2019, la commune d'im-
plantation de la station et son code INSEE. 

LôAnses a analys® les liens dôint®r°ts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au 
long des travaux, afin dô®viter les risques de conflits dôint®r°ts au regard des points trait®s dans 
le cadre de lôexpertise. 

Les d®clarations dôint®r°ts des experts sont publi®es sur le site internet de lôAnses 

(https://dpi.sante.gouv.fr). 

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS  

QUESTION 1 :  

3.1. Taux dôincidence hebdomadaire de lô®pid®mie de COVID-19 et épandage 

En ce qui concerne la pertinence dôappliquer le taux dôincidence hebdomadaire de la COVID-

19 dôun d®partement publié chaque semaine par Santé publique France pour déterminer la 

possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nis®es provenant dôune STEU de ce d®partement 

et le cas ®ch®ant la pertinence du seuil de 10/100 000 habitants, lôAnses consid¯re que 

lôutilisation de cet indicateur pour estimer lôabsence de virus dans les boues des STEU 

présentes sur ce département, pendant la période de production des boues, présente trop 

dôincertitudes. 

Le taux dôincidence correspond au nombre de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours 

glissants. Il existe plusieurs sources dôincertitude, notamment une incertitude temporelle : 

                                                
1  Fédération nationale des collectivités concédantes et régies. 
2  F®d®ration Professionnelle des Entreprises de lôEau. 

https://dpi.sante.gouv.fr/
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dôune part le SARS-Cov-2 peut être détecté très précocement dans les eaux usées générant 

des boues bien avant les indicateurs ®pid®miologiques et dôautre part le taux dôincidence 

hebdomadaire ®tant une moyenne, il ne repr®sente que partiellement lô®volution possible 

rapide de lô®pid®mie.  

Il existe également une incertitude de nature spatiale, relative aux difficultés dans certaines 

situations, ¨ ®tablir une correspondance entre lôincidence hebdomadaire dôun d®partement, 

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 lôAnses (Anses 

2020c, 2020b, 2020g, 2020e, 2020f) ont été actualisées pour les deux thématiques  

suivantes : 

¶ devenir du SARS-CoV-2 depuis la contamination des EU jusqu'au traitement des 
boues, en accordant une attention particulière au suivi de son caractère 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 caractère infectieux. 

La recherche bibliographique couvre la période du 1er 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, Barragán-

Trinidad et Buitrón 2020; P. M. D'Aoust et al. 2020; Kocamemi et al. 2020) sans toutefois 

s'intéresser à l'efficacité des procédés d'hygiénisation. Toutes ces études s'appuient sur des 

données de quantification de la présence de génome du virus (RT-qPCR ou RT-ddPCR). Au 

vu de la revue de la littérature scientifique, il semble quôuniquement Westhaus et al. (2021) 

aient estimé la survie des particules infectieuses de SARS-CoV-2 (persistance du caractère 

infectieux) dans les filières de traitement des EU. 

¤ Devenir du SARS-CoV-2 dans les STEU 

Compte tenu de la diversité possible des filières 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-à-vis de l'élimination de la présence 

du génome de SARS-CoV-2 dans les EU a été rapportée par plusieurs auteurs :  

¶ traitement secondaire  : absence de détection dans les EU après traitement par boues 
activées (Carrillo-Reyes, Barragán-Trinidad et Buitrón 2020; Sherchan et al. 2020) 
dôEU contaminées par le virus (1,62 à 5,17 ×103 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 à 3,5 × 103 copies de génome/L), après traitement anaérobie puis aération 
en comparaison des eaux brutes (Kumar et al. 2021) ; 

¶ traitement tertiaire  : absence de détection après traitement par biofiltre / boues acti-
vées puis chloration (Carrillo-Reyes, Barragán-Trinidad et Buitrón 2020); Westhaus et 
al. (2021) annonce également une réduction en concentration de génome après ozo-
nation mais sans lôétayer par des données ;  

¶ Bardi et Oliaee (2021) montrent par ailleurs l'élimination en conditions de laboratoire 
(digesteur) de génomes présents dans des urines collectées en hôpital (52 ×106 copies 
de génome/L) et inoculés dans des boues prélevées en STEU soumises à une diges-
tion en condition anaérobie mésophile (présence du virus indétectable après 45 
heures).  

Si les conclusions de l'ensemble de ces études s'avèrent 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; 

Wurtzer, Marechal, et al. 2020), d'autres auteurs ont rapporté des observations divergentes, 

voire contradictoires : 

ƴ Haramoto et al. (2020) notent la présence du génome de SARS-CoV-2 dans les EU ayant 
subi un traitement secondaire (2,4 ×103 copies de génome/L) alors que le génome n'est 
pas détecté dans les EU brutes. Les auteurs attribuent ces résultats inattendus à des dif-
f®rences de pr®paration entre des ®chantillons dóEU brutes et dôEU trait®es. Ils pourraient 
aussi s'expliquer par le rôle protecteur joué par les matières en suspension dans les EU 
pour les virus, évoqué par plusieurs auteurs (Kweinor Tetteh et al. 2020; Tran et al. 2021).  

ƴ Zhang et al. (2020) font un constat similaire en mesurant des concentrations de l'ordre de 
103 - 104 copies de génome/L dans une fosse septique, d'un hôpital temporaire du Wuhan 
et à sa sortie, bien qu'aucune détection du virus n'ait été faite dans les EU alimentant la 
fosse.  

ƴ Les travaux de Westhaus et al. (2021) vont dans le même 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. Ils montrent qu'avant traitement des EU, le virus est effectivement principalement 
associé à 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 l'adsorption de l'enveloppe virale de nature hydrophobe du SARS-
CoV-2 sur les particules chargées négativement (matières organiques en particulier) des 
EU, (Kumar et al. 2020; Tran et al. 2021). 

¤ La présence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les eaux usées et les boues 

Les résultats relatifs à la présence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues 

présentent, quant à eux, un tableau plus homogène. 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 à ce 

sujet font état de détections fréquentes de génome dans les boues : 
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¶ 79,2 % à 92,7 % des échantillons (n=24) de boues primaires prélevées dans deux 
STEU canadiennes et avec des concentrations 1,7 ×10 3 à 3,8 ×10 5 copies de gé-
nome/L3 (P. M. D'Aoust et al. 2020) ;  

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

¶ à des concentrations significatives (1,17 ï 4,02 × 104 copies de génome/L dans les 
boues primaires ou secondaires (boues activées) d'une STEU d'Istanbul (Kocamemi 
et al. 2020) ;  

Ainsi, loin d'être contradictoire, l'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, Barragán-Trinidad et Buitrón 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 matière d'échantillonnage et de préparation des échantillons 

pourraient expliquer, au moins en partie, les apparentes divergences évoquées 

précédemment au sujet de l'efficacité des proc®d®s de traitement mis en îuvre. Ce 

phénomène de transfert nous indique que la mesure de l'efficacité des solutions de traitements 

des EU (appréciée à 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 à ces boues puisque l'ensemble des 

informations présentées ci-dessus ne porte que sur la présence de matériel génétique sans 

précision sur le caractère 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 l'effet des produits détergents et antiseptiques présents 

dans l'eau (Kweinor Tetteh et al. 2020), expliquant ainsi les résultats de Zhang et al. (2020) 

évoqués plus haut. 

¤ Persistance du caractère infectieux du SARS-CoV-2 depuis lôexcr®tion f®cale 
jusquôaux 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 

(Wölfel 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 à 35 

jours), aucune ®tude nôa d®tect® dans les selles la présence de particules infectieuses plus de 

9 jours après le début des symptômes, même si dôimportantes charges virales (106 à 108 

copies de génome/g) étaient observées. Ils en concluent que les quantifications de la présence 

du génome (ARN) du SARS-CoV-2 dans les selles ne devraient pas être utilisées pour évaluer 

les risques infectieux liés aux boues. 

L'unique article retrouv® quant ¨ lôinfectiosit® 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, 

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

et Méthodes » laisse penser qu'il s'agit du volume de boue prélevée dans les installations. 
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Romeri, Pagani, Moja, et al. (2020) sur le caractère infectieux du SARS-CoV-2 dans des EU 

de STEU de la région de Milan. Compte tenu de la complexité méthodologique nécessaire à 

l'extraction des virus des boues, leur mise en culture et la caractérisation de leur virulence, 

ces résultats ne permettent toutefois pas de conclure ni à l'absence ni à 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'à 7 jours à 

partir d'une concentration initiale de 105 TCID504 / mL à 20 °C dans l'étude de Bivins et al. 

(2020); diminution après 24 h d'incubation d'un log des TCID50/mL à 4°C et d'un à trois log à 

20 °C dans l'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 l'ARN 

(RT-qPCR classique), une quantification de l'ARN dit « protégé » et une quantification des 

particules infectieuses. Ils montrent ainsi que, dans des prélèvements effectués en avril 2020 

dans les EU de l'agglomération parisienne, la majorité des quantités de génomes mesurées 

par RT-qPCR n'est plus sous forme intègre (80 % en moyenne), mais que cette proportion 

diminue avec la charge virale. Ils montrent par ailleurs que l'ARN total ou protégé se révèlent 

relativement stable sur une durée de 7 jours à 4 °C. Ces résultats confirment ceux de Bivins 

et al. (2020) soulignant la plus grande stabilité de l'ARN total par rapport à la fraction 

infectieuse. Les quantifications du virus par RT-qPCR constituent ainsi un bon outil de suivi de 

la présence du virus dans les EU et les boues mais elles donnent en même 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-à-

vis du SARS-CoV-2. Toutefois, quelques enseignements peuvent être tirés des études de 

laboratoire sur les boues et /ou les EU :  

¶ 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 
lôARN du virus dans des boues prélevées en STEU ;  

¶ 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 
l'ARN et/ou du caractère infectieux du SARS-CoV-2 dans les boues et/ou EU. 

3.3. Analyse du rapport dô®tude transmis avec la saisine relative ¨ lôabattement 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 : 

ƴ La premi¯re ®tude vise ¨ d®finir les cin®tiques dôinactivation de deux types de bact®rio-
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 contrôlées. Le suivi est mené à deux températures : 5 °C et 22 °C pendant 
96 jours, le suivi à 35°C (température observée notamment en méthanisation mésophile 
nôayant pu °tre r®alis® en raison de contraintes techniques). Cette étude vise selon le rap-
port ¨ d®finir des conditions de stockage qui pourraient permettre dôobtenir 4 unités loga-
rithmiques dôabattement (soit 99,99 % dôabattement). 

                                                
4  Nombre de virus infectant 50% des cellules en culture par mL 
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ƴ La deuxième étude présentée a été réalisée en conditions réelles (in situ) afin dô®valuer le 
taux dôabattement des deux mêmes types de bactériophages (coliphages somatiques et 
bactériophages ARN F-spécifiques) après 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 lôavis de lôAnses (2020f) du 19 juin 2020 portant sur le projet de 

protocoles dô®tudes intervient postérieurement à lôinitiation et au lancement des études.  

Dans cet avis, lôAnses : 

¶ confirmait que, « pour les boues nôayant pas subi de traitements hygi®nisants (au sens 
de lôarr°t® du 8 janvier 1998), les protocoles d®crits pr®sentent un int®r°t pour valider 
des indicateurs dôefficacit® de traitement dôinactivation virale au titre de lôacquisition 
des connaissances. » ;  

¶ soulignait que « le lien sp®cifique entre la cin®tique dôabattement des phages ARN F-
spécifiques et des phages somatiques utilisés comme indicateurs et la disparition des 
coronavirus SARS-CoV-2, reste ¨ d®montrer et quôen lôabsence de comparaison avec 
SARS-CoV-2, les conclusions resteront difficiles à généraliser » ; 

¶ précisait également que « dôautres approches, plus directes, comme la d®monstration 
de lôabsence du g®nome viral du SARS-CoV-2 dans les boues non hygiénisées pour-
raient permettre de sôassurer de lôabsence de SARS-CoV-2 infectieux dans ces der-
nières » 

3.3.1. Validation du protocole dôanalyses des bact®riophages (coliphages somatiques et 
bactériophages ARN F-spécifiques) 

Il y a classiquement trois groupes de bactériophages proposés comme indicateurs et utilisés 

comme mod¯les de virus pathog¯nes dans les ®tudes dôinactivation : coliphages somatiques, 

bactériophages ARN F-spécifiques et bactériophages de Bacteroides fragilis. Deux groupes 

ont ®t® retenus dans lô®tude men®e par le LNE (2020).  

Lôanalyse suit les normes  NF EN ISO 10 705-15 et NF EN ISO 10705-26. Toutefois le 

paragraphe « Matériels et Méthodes » aurait mérité plus de précisions.  

Les experts estiment que lô®tude cin®tique aurait gagné en pertinence si, en complément de 

la STEU de Reims (station dôune grande capacit®, boues activées faible charge), des petites 

stations (< 200 EH) avaient été intégrées dans cette première étude. En effet, ces petites 

STEU se heurtent à la même problématique mais avec peu de moyens dôy rem®dier. Toutefois, 

ce choix logistique (notamment le volume des échantillons et la proximité avec le laboratoire 

dôanalyse) est compréhensible au vu des délais de réalisation. 

Le protocole dô®lution aurait m®rit® dô°tre plus d®taill®, notamment par rapport ¨ 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 ISO 10705-37. Il est à noter 

lôutilisation de duplicats. Les résultats des contrôles positifs et négatifs ne sont pas fournis.  

Les deux conditions de température testées semblent raisonnables vis-à-vis de la 

connaissance des petites STEU et assez proches des conditions testées dans la littérature. 

En effet, des études dôinactivation du SARS-CoV-2 à 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 îuvre d®crite au paragraphe 4.3.3 du rapport du LNE (2020) (qui serait généralement 

de « 35 °C »). 

Le protocole nôest pas totalement clair quant aux réplications, mais il ressort à la lecture du 

rapport quôil sôagit de pseudo-réplication (avec à chaque pas de temps 1 flacon, 3 prises 

dôessai par flacon et 3 r®plicats techniques, sauf ¨ J0 avec 3 flacons soit 9 prises dôessai). 

M°me sôil ne permet pas a priori la r®alisation dôanalyses 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 paramètres 

physico-chimiques dans le domaine de lôeau (Lardy-Fontan et Lalere 2017). Un calcul des T90 

aurait été pertinent et aurait permis une meilleure comparaison aux résultats de la littérature. 

3.3.2. Validation de lôutilisation des bact®riophages ARN-F et des coliphages somatiques 
comme indicateurs indirects dôefficacit® dôabattement du SARS-CoV-2 dans les 
boues 

3.3.2.1. Cinétiques dô®limination des bact®riophages (1ère étude) 

¤ Cin®tiques dôinactivation des bact®riophages 

La premi¯re partie du rapport vise ¨ d®finir les cin®tiques dôinactivation de deux types de 

bactériophages nus (coliphages somatiques et bactériophages ARN F-spécifiques) dans les 

boues liquides non traitées en conditions de laboratoire contrôlées. Le suivi est mené à deux 

températures : 5 °C et 22 °C pendant 96 jours. 

Les résultats de lô®tude men®e par LNE (2020), montrent que les deux types de 

bactériophages ont une persistance différente vis-à-vis de la température. Les coliphages 

somatiques semblent résister plus longtemps au stockage à 22 °C (aucune inactivation totale 

observ®e pour les coliphages somatiques sur la dur®e de lô®tude de 96 jours) que les 

bactériophages ARN F-spécifiques pour lesquels une inactivation totale (inférieure à la limite 

de quantification LQ) est observée au bout de 42 jours. Les observations à 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 à 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 à faible température (Lee et Sobsey 2011; 

Sokolova et al. 2012).  

¤ Bactériophages et SARS-CoV-2 

                                                
7    AFNOR. 2003. ISO 10705-3:2003 Octobre 2003. Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 

3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages dans l'eau. 
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À 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 nôa pas ®t® retrouv® dans la litt®rature dô®tudes comparant directement la persistance du 

SARS-CoV-2 ou dôautres coronavirus dans les boues de STEU ¨ celle des coliphages 

somatiques et/ou des bactériophages ARN F-spécifiques  

Ainsi, lôapproche retenue a ®t® : 

¶ de comparer les données de lô®tude cin®tique 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 dôautres virus 
ou phages pouvant être considérés comme modèles 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 pathogènes entériques et coronavirus) et autres bacté-
riophages (phage T3 (Podovirus, coliphage somatique), phage ū6 (Cystovirus, phage 
enveloppé)) et coronavirus animaux MHV, TGEV et FIVP ; 

¶ dans les matrices eaux (EU, les eaux destinées à la consommation humaine (EDCH), 
les eaux récréatives et les eaux de surface) et non dans les boues ; toutefois, il faut 
noter quôune comparaison bas®e sur le stockage et le traitement des EU ou des EDCH 
nôest pas n®cessairement repr®sentative 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 à 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 lôhépatite 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 même ordre de grandeur 

que ceux du bactériophage ū6 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 T90 (temps nécessaire pour atteindre un 1 

log dôabattement) moyen de 2,1 jours pour les particules infectieuses de SARS-CoV-2 en faible 

concentration initiale (103/mL) dans des EU placées à température ambiante et en moyenne 

1,6 jour pour une forte concentration initiale (105/mL). Ils ont également estimé un T90 moyen 

de lôARN du SARS-CoV-2 compris entre 28 et 8 jours dans des EU pour des températures 

allant de 4 à 37 °C. Le coronavirus SARS-CoV-1 suivi par culture peut persister 14 jours dans 

les EU à 4 °C et 2 jours à 20 °C et son génome (ARN) peut être détecté encore pendant 8 

jours alors que le virus est inactivé (Wang et al. 2005).  

Un travail dôanalyse bibliographique pour comparer SARS-CoV-2, des virus nus et enveloppés 

dont des phages est disponible dans les pr®c®dents avis de lôAnses (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 particulièrement de la figure 3 de 

lôavis Anses (2020 c) comparant lôinactivation 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 ū6). Silverman et Boehm (2020) 

indiquent que le taux de décroissance du bact®riophage ū6 est tr¯s proche de celui des 

coronavirus dans les eaux, mais nôont pu conclure sur la pertinence de consid®rer ū6 comme 

indicateur de traitement des eaux (traitements considérés : chloration et rayonnement UV). Il 

nôest donc pas un meilleur indicateur dôefficacit® de traitement que les coliphages somatiques 

ou les bactériophages à ARN F-spécifiques, dans ce cas précis. 

Les bactériophages peuvent être détectés dans lôeau par des méthodes normalisées, 

relativement rapides et peu coûteuses (NF EN ISO 10 705-1 et NF EN ISO 10705-2). Leur 

utilisation comme indicateurs de la présence de virus entériques pathogènes humains dans 

les eaux (eaux de surface, eaux souterraines, eaux de mer et eaux usées) a donné lieu à une 

synthèse bibliographique (Jofre 2016). Il y apparaît que les corrélations possibles entre la 

présence et les abondances des deux types de bactériophages et de virus entériques humains 

dans l'eau donnent des résultats contrastés. Toutefois, Jofre (2016) estime que les coliphages 

somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques sont de meilleurs indicateurs de la 

contamination virale dôorigine f®cale que les bactéries indicatrices fécales actuelles (i.e. 

entérocoques intestinaux et Escherichia coli) dans les eaux de lôenvironnement (eau de 

surface, eaux souterraines, eaux de mer) et les eaux usées. En revanche, Carducci, Arrighi et 

Ruschi (1995) indiquent que les coliphages somatiques 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 lôexc¯s de maladies pouvait °tre dôorigine hydrique (gastro 

entériques, fièvre, 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 à 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 à ces études est de savoir si le comportement des coliphages 

somatiques et/ou les bactériophages ARN F-spécifiques peut être représentatif de 

lôinactivation du SARS-CoV-2 suite à un traitement et/ou un stockage des boues.  

¤ Conclusions au regard de cette première étude et de la bibliographie disponible 

Lô®tat actuel des connaissances nôapporte pas dô®l®ments faisant la d®monstration du lien 

sp®cifique entre la cin®tique dôabattement, dans les boues, des bactériophages 

(bactériophages ARN F spécifiques et coliphages somatiques) et la disparition du SARS-CoV-

2. 
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Lô®tat actuel des connaissances ne permet pas dôassurer que du SARS CoV2 infectieux puisse 

être retrouvé dans les selles dans les EU ou les boues traitées.  

Néanmoins, les phages pourraient être considérés comme repr®sentatifs dôun certain nombre 

de virus nus (notamment des entérovirus). Le SARS-CoV-2 est supposé être 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 être considérés comme des indicateurs indirects qui pourraient permettre dôestimer 

lôefficacit® des traitements/stockage vis-à-vis de lôinactivation du SARS-CoV-2.  

Ainsi, dans lôattente dô®tudes capables dôapporter des ®l®ments permettant de faire la 

démonstration du lien spécifique entre cin®tique dôabattement des bact®riophages et cinétique 

dôabattement du SARS-CoV-2 dans les boues, la mesure de lôabattement en bact®riophages 

comme indicateurs indirects permettant dôestimer lôefficacit® des fili¯res de 

traitement/stockage vis-à-vis des virus, et notamment du SARS-CoV-2, constitue le 

d®ploiement dôune approche th®orique de lôabattement considérée comme acceptable.  

¤ Seuil dôabattement  

Un abattement supérieur ou égal à 4 log en coliphages somatiques est proposé dans le projet 

dôarr°t®, avant épandage des boues trait®es (avec un s®chage puis un stockage dôune durée 

minimale de 1,5 mois ou traitées avec une digestion anaérobie mésophile, puis un stockage 

dôune dur®e minimale de 4 mois). Lôefficacit® dôun traitement des eaux peut se mesurer par le 

taux dôabattement quôil permet dôatteindre et une réduction de 4 log du titre viral est 

commun®ment admise pour qualifier un traitement des eaux dôefficace (Afssa 2007; 

Santé_Canada. 2019). On définit ainsi une faible réduction quand le taux de réduction est 

inférieur à 2 log, une réduction moyenne entre 2 et 4 log, une réduction bonne à excellente 

quand le taux de réduction est supérieur à 4 log. Les processus dôinactivation virale sont le 

plus souvent valid®s lorsquôun abattement logarithmique de 4 est atteint dôapr¯s le livre ®dit® 

par lôAdeme en 1994 (Elissalde et al. 1994). Ce seuil de 4 log est un seuil règlementaire 

français (Arrêté du 2 août 20108) pour lôabattement en bact®riophages ARN F-spécifiques, en 

entérocoques intestinaux et en spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices avant 

r®utilisation des eaux us®es, mais seulement pour celles dôun niveau de qualit® sanitaire A 

(seul niveau de qualité permettant une réutilisation des EU pour lôirrigation des cultures 

maraîchères, fruitières et légumières non transformées par un traitement thermique industriel 

adapt® et pour lôirrigation des espaces verts et for°ts ouverts au public (notamment golfs).  

Il pourrait être ainsi considéré que les traitements/stockages permettant de conduire à un 

abattement supérieur ou égal à 4 log en bactériophages (coliphages somatiques et/ou 

bactériophages ARN F-sp®cifiques) dans les boues pourraient permettre de sôassurer quôun 

abattement en SARS-CoV-2 suffisant (supérieur par rapport aux bactériophages) est 

également obtenu. Toutefois, aucune des conditions testées en laboratoire dans cette 

première ®tude cin®tique du LNE (2020), ne permet dôobtenir un abattement de 4 log (soit 

99,99 %).  

                                                
8  Arrêté du 2 août 2010 relatif à l'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 août 2010 
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3.3.3. Suivi du stockage des boues in situ (2ème étude) 

La deuxième 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 ®chantillons en amont et en aval dôun traitement/stockage et dôestimer 

ainsi un taux dôabattement. Cette étude a été menée sur une sélection de STEU utilisant des 

procédés de traitements de boues diff®rents. Cette partie de lô®tude a ®t® sous-traitée au 

laboratoire Eurofins Expertise Microbiologie France concernant les analyses des 

bactériophages ARN F-spécifiques, des coliphages somatiques et de la matière sèche. 

3.3.3.1. Choix et repr®sentativit® des stations dô®puration dôeaux us®es 

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 français en termes de capacité nominale de traitement. Les 

STEU de capacité nominale supérieure à 2 000 EH sont surreprésentées et les très petites 

STEU (< 200 EH) sont absentes de lô®tude ce qui est regrettable car ces dernières sont 

également concernées par les objectifs du projet dôarr°t®. 

 

Figure 1. Répartition des STEU selon leur capacité nominale en France en 2016 (source site internet du 

Ministère chargé de l'écologie - base de donn®es Roseau dôapr¯s site internet9) et dans lô®chantillon de 

lô®tude de LNE (2020) 

 

Les prélèvements ont été réalisés par les exploitants des STEU, comme cela est prévu dans 

la réglementation (Arrêté du 8 janvier 1998). Néanmoins, même si la méthode employée 

semble permettre dôobtenir des ®chantillons repr®sentatifs, il aurait ®t® judicieux que les 

prélèvements soient réalisés selon les dispositions prévues par la norme  

                                                
9  Page internet « Lôenvironnement en France ï Rapport sur lô®tat de lôenvironnement. Lôassainissement collectif des eaux 

usées » (fiches thématiques mises à 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/l-assainissement-
collectif-des-eaux-usees  
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NF EN ISO 5667-1310. Ceci est notamment important pour les lits plantés de roseaux 

(rhizocompostage). Pour cette fili¯re de traitement/stockage, dont lô©ge des boues doit °tre 

dôenviron 4 ans avant extraction pour atteindre une bonne siccit® et une bonne min®ralisation 

(EPNAC 2011), la prise dô®chantillon doit se faire par carottage avec un nombre de carottes 

proportionnel au volume de boues à vidanger. Ainsi, par exemple, les prélèvements sur un site 

nôont pas respect® ces dispositions les temps de séjour nô®taient que de quelques mois 

(alimentation débutée en janvier 2020 et dernière alimentation faite le 12 juin, avec un 

prélèvement le 16 juin 2020). En toute rigueur, les résultats concernant cet échantillon ne 

devraient pas être pris en considération. 

Le transport des échantillons a été assuré par le laboratoire Eurofins (conditionnement et 

température contrôlée pendant le transport). À la réception au laboratoire, un contrôle de la 

qualité des conditions de transport des échantillons a été réalisé.  

Le nombre de filières de traitement/stockage des boues échantillonnées est compris entre 1 

et 10 (cf. tableau 1).  

Tableau 1. Fili¯res de stockage et de traitement des boues suivis dans lô®tude du LNE (2020) et nombre 

de STEU correspondant. Extrait de LNE (2020)  

 

 

De manière générale, les procédés de traitement et/ou stockage appliqués aux boues sont 

décrits, toutefois pas toujours de manière homogène (ex : pour la méthanisation le temps de 

séjour dans le digesteur nôest pas pr®cis® de la m°me mani¯re sur les 3 sites). Les crit¯res de 

s®lection des sites inclus dans lô®tude sont pr®cis®s : il a ®t® choisi dô°tre repr®sentatif des 

diverses situations g®ographiques (localisation et nombre dôhabitants) et des proc®d®s de 

traitement existant sur le sol m®tropolitain. Mais les crit¯res dôinclusion 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 nôest que 

peu discuté dans le rapport. La recherche de repr®sentativit® nôest pas ais®e et ce point ne 

remet pas en cause la validité des choix faits. 

Enfin, les sites sont int®gr®s de mani¯re volontaire dans lô®chantillonnage des STEU et il nôest 

pas précisé si les renseignements fournis sur le fonctionnement de la file « Boues » sur la 

                                                
10  AFNOR. 2011. NF EN ISO 5667-13 Juillet 2011. T90-511-13. Qualité de l'eau - Échantillonnage - Partie 13 : lignes directrices 

pour l'échantillonnage de boues. 
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STEU étaient issus dôun questionnaire identique envoyé à toutes les STEU par les 

organisateurs de lô®tude ; tel que pr®vu dans la version initiale du protocole dô®tude du LNE 

utilis®e pour lôexpertise de lôAnses (2020e). 

Afin de sôassurer de la rigueur et de la repr®sentativit® des r®sultats de lôétude, lôAnses a 

demandé des données complémentaires qui ont été fournies par le ministère en janvier 2021. 

Ces données concernent les diff®rentes STEU (pour lôann®e 2019 : production de boues, 

conformit®s en ®quipement et en performance, commune dôimplantation de la STEU et filière 

« Eau » de la STEU). A partir de ces données, il apparaît notamment que la production de 

boues de plusieurs STEU (STEU 1ï 500 EH ; STEU 2ï 4 000 EH ; STEU 3 ï 5000 ; STEU 4 

- 5 500 EH et STEU 5 ï 41 000 EH) est relativement faible, soit 12 % de lô®chantillon de STEU. 

En effet, de manière générale (DEB 2009), un EH produit annuellement entre 15 et 20 kg de 

matières sèches, soit 0,015 à 0,020 TMS/an/EH ; au vu des données fournies par le ministère, 

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 s®lectionn®es dans lô®tude, la 

repr®sentativit® au niveau national nôest pas assur®e.  

Ces différents éléments de méthode mettent globalement en avant la difficulté de la réalisation 

dôune telle ®tude dans un temps contraint autant pour le choix des STEU que pour la bonne 

application des méthodes de prélèvement des boues qui restent une matrice complexe.  

Malgr® lôimpossibilit® de fournir des conclusions statistiquement validées à partir des données 

disponibles, les résultats obtenus, adossés à ceux recensés dans la bibliographie, permettent 

dô®tablir plusieurs recommandations sur les différentes filières de traitements/stockages des 

boues suivies.  

De manière générale et quel que soit le traitement appliqué aux boues de STEU, les 

abattements obtenus pour les coliphages somatiques et les bactériophages  

ARN F-spécifiques sont très comparables. Il est ainsi considéré suffisant de nôutiliser a minima 

que les coliphages somatiques comme indicateurs indirects de lôefficacit® de traitement des 

boues de STEU vis-à-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante 

dans les boues non traitées et une persistance légèrement supérieure vis-à-vis de lôinactivation 

thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques. 

3.3.3.2. Taux dôabattement en bact®riophages et efficacit® relative 

A noter que cette étude in situ les taux dôabattement mesurés pour les bactériophages ne sont 

pas de réels taux dôabattement, les analyses nôayant pas ®t® r®alis®es sur un m°me lot suivi 

dans le temps (analyse des boues non traitées (C0) puis analyse de ces mêmes boues après 

traitement/stockage (C)).  

Les mesures ont été réalisées sur deux lots différents. Un lot fraichement produit avant 

traitement (C0) et un autre lot ayant été traité/stocké (C). La comparaison ainsi effectuée dans 

le rapport ne peut donc °tre consid®r®e comme un taux dôabattement au sens strict du terme 

mais plutôt comme une efficacité relative du traitement/stockage.  

Ainsi, avec des syst¯mes ¨ lô®quilibre, des temps de s®jour au moins ®gal au temps de r®action 

et des entrées relativement constantes, ce calcul dôefficacit® relative permettant dôavoir des 

valeurs et de comparer des lots entre eux est utilisable pour estimer lôabattement. La valeur 

obtenue ne saurait valider lôefficacit® r®elle dôun proc®d® ¨ lôencontre 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 dôabattement et efficacit® 

relative) peuvent permettre dôestimer le seuil dôabattement en bact®riophages.  

Toutefois, il est à noter que la mesure de l'efficacité relative n'est pas celle actuellement décrite 

dans le projet d'arrêté qui indique que pour chaque lot de boues ®pandu, le taux dôabattement 

en coliphages somatiques est calculé en comparant sur ce même lot la concentration en 

coliphages somatiques mesurée dans les boues brutes non traitées (C0) et celle mesurée 

dans les boues traitées après stockage (C). La mesure de lôefficacit® relative m®riterait dô°tre 

®galement pr®vue dans le projet dôarr°t®. 

3.3.3.3. Seuil dôabattement  

Un abattement de 4 log (soit 99,99 %) en coliphages somatiques, est le seuil retenu dans le 

rapport du LNE (2020) pour valider lôefficacit® du traitement/stockage consid®r®.  

Cet abattement considéré plutôt comme une efficacité relative est obtenu en comparant la 

concentration en coliphages somatiques dans des boues non traitées et dans des boues après 

traitement/stockage. 

Dans le cas où la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieure 

à 104 UFP11/ g de matière brute : 

¶ la v®rification de lôabsence de coliphages somatiques avant épandage (dans les limites 
de détection de la méthode) pourrait servir à valider la possibilité d'épandre la boue 
traitée/stockée ou ;  

¶ une augmentation de la prise dôessai lors de lô®talement sur boîte ou lors de la dilution 
des boues pourrait permettre de mesurer lôefficacit® relative. 

La mesure des abattements doit être gérée pour chaque lot de boues. La notion de « lots de 

boues è m®riterait dô°tre d®finie dans le projet dôarr°t®. Les experts ont utilis® la d®finition 

suivante de la commission permanente des épandages (CPE) du bassin dôArtois Picardie 

(CPE-Artois-Picardie 2017) : « Un lot représente une quantité de matières produites sur une 

période identifiée dans des conditions analogues. Il est caractérisé par une analyse 

repr®sentative de la p®riode de production. Son cheminement de la production ¨ lô®pandage 

sur une ou plusieurs parcelles agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une 

analyse des paramètres agronomiques et des éléments traces métalliques. On veillera à 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 à la capacité du stockage. 

Si le nombre de vidanges du silo exc¯de le nombre dôanalyses demand® r®glementairement, 

des analyses complémentaires seront nécessaires à une bonne gestion par lot. ». 

3.3.3.4. Boues « chaulées » suivi dôun stockage  

Avis sur la possibilit® dô®pandre des boues non hygiénisées (au sens de lôarr°t® du 8 

janvier 1998) ayant fait lôobjet dôun chaulage avec un taux dôincorporation minimum de 

chaux de 30 % ®quivalent CaO/MS puis dôun stockage dôune dur®e minimale de 3 mois. 

Dans cette étude, deux types de traitement ont été appliqués aux boues : un post-chaulage et 

un conditionnement à la chaux préalable à 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 à 20 m3. Il se produit une réaction chimique exothermique 

(d®gageant de la chaleur) permettant lôobtention dôun produit hygi®nis® (pH > 12) et solide 

(siccité supérieure à 30 %) ». Ce descriptif de traitement correspond bien à un traitement 

hygiénisant (pH > 12 et siccité > 30 %) (ADEME 1994). Dans 3 des 4 sites retenus pour ce 

traitement, les boues ont ®t® trait®es avec de la chaux vive (taux dôincorporation de 13 ¨  

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 nôest jamais pr®cis® dans le document du LNE (2020). 

En ce qui concerne les traitements préalables à 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 (polymère, chlorure ferrique et lait de chaux), avant 

dô°tre pressées entre des plateaux dotés de toiles filtrantes, à 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 à 30 %. Sur les 5 sites retenus pour ce traitement, la 

description du type de chaux utilis® nôest pas toujours d®taill®e (lait de chaux (2 sites ; taux 

incorporation 37 à 45 %), chaux incorporée à 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 ¨ lôexception dôune boue stock®e seulement 

35 jours. 

Seule la siccité des boues est mesurée et suivie. Les boues ainsi chaulées (post-chaulage ou 

conditionnement préalable à la déshydratation par filtre-presse), présentent des siccités 

globalement supérieures à 30 %. 

Seuls 4 des 9 sites étudiés montrent un traitement des boues conforme à la proposition du 

projet dôarr°t® soit un traitement à la chaux supérieure ou égale à 30 % équivalent CaO/MS, 

suivi dôune dur®e de stockage de 3 mois. Les quantités de chaux apportées sont parfois 

moindres et les durées de stockage ne sont pas toujours à 3 mois minimum. La description 

des proc®d®s ainsi mis en îuvre est disparate et incomplète.  

Lôanalyse des donn®s soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement 

supérieur à 4 log pour les coliphages somatiques et supérieur à 3 log pour les bactériophages 

ARN F-spécifiques pour les deux traitements à la chaux considérés (post-chaulage et 

conditionnement pr®alable ¨ un passage en filtre presse) pour lôensemble des boues étudiées 

(bien que seulement 4 des 9 sites répondent aux exigences définies dans le projet dôarr°t® : 

taux minimum dôincorporation de chaux et dur®e minimale de stockage). 

A noter quôenviron 1 log dô®cart 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. Lôanalyse détaillée des données du rapport du LNE (2020) montre quôil 

y a une efficacit® relative moyenne dôabattement, similaire pour les deux types de 

bactériophages. 

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues, ayant fait lôobjet dôun post-

chaulage ou dôune incorporation de chaux pr®alablement ¨ une d®shydratation par filtre-

presse avec un taux dôincorporation minimum de chaux de 30 % équivalent CaO/MS suivi dôun 

stockage dôune durée minimale de 3 mois, pourraient être épandues. La représentativité des 
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STEU choisies, le nombre dô®chantillons de boues analys®es 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 lôannexe 2 du projet dôarr°t®, pour 

chaque lot de boues, il conviendra de sôassurer quôun abattement en coliphages somatiques 

supérieur ou égal à 4 log est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues.  

Un suivi des conditions dôexploitation est recommandé (suivi du taux dôincorporation en chaux 

dans les boues, de la siccité des boues et de la durée de stockage avant épandage). 

A noter que tous les traitements à la chaux ne peuvent être considérés comme hygiénisants. 

Lôhygi®nisation suite ¨ 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 après chaulage. Ainsi, les données présentées dans le 

rapport du LNE (2020) ne permettent pas de sôassurer du caract¯re hygi®nisant, mais 

seulement dôapprécier les abattements en bactériophages pour les traitements considérés. 

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

Avis sur la possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nis®es (au sens de lôarr°t® du 8 

janvier 1998) et ayant fait lôobjet dôun s®chage solaire avec plancher chauffant 

permettant dôatteindre une siccit® minimale de 80 %. 

Dans ce procédé, lô®nergie solaire capt®e au niveau de serres est utilis®e pour ®vaporer lôeau 

des boues placées en couche mince sur le sol (séchage solaire simple) ou sur un plancher 

chauffant alimenté par une pompe à chaleur. La serre est équipée de ventilateurs/extracteurs 

permettant un renouvellement de lôair et lô®vacuation de lôhumidit®. 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 nôest pas clairement pr®cis®  

(5 semaines, précisé pour seulement 1 des 3 sites).  

La description des proc®d®s mis en îuvre est toutefois considérée tr¯s incompl¯te, il nôest 

par exemple pas précisé si les boues sont retournées au cours de ces séchages, combien de 

fois et à quelle fréquence.  

Ces boues sont caractérisées par des taux de matière sèche élevés (entre 70 et 95 %). La 

siccité la plus importante est observée après stockage en serres avec plancher chauffant. 

Lôanalyse des donn®es soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement 

supérieur à 4,9 log pour les coliphages somatiques et supérieur à 4 log pour les 

bactériophages ARN F-spécifiques pour les deux traitements considérés (serre solaire simple 

ou avec plancher chauffant) et lôensemble des boues ®tudi®es. 

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues ayant fait lôobjet dôun 

séchage solaire simple ou avec plancher chauffant et permettant dôatteindre une siccité 

minimale de 80 % pourraient être épandues. La représentativité des STEU choisies, le nombre 

dô®chantillons de boues analys®es et la description des proc®d®s sont consid®r®s insuffisants 

pour établir une recommandation formelle et générale par rapport au traitement/stockage 

proposé. Ainsi, dans le cadre de lôannexe 2 du projet dôarr°t®, pour chaque lot de boues, il 
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conviendra de sôassurer quôun abattement en coliphages somatiques sup®rieur ou égal à 4 log 

est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Un suivi des conditions 

dôexploitation est recommand® (suivi de la siccit® des boues). 

3.3.3.6. Séchage sur lit suivi dôun stockage  

Avis sur la possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nisées (au sens de lôarr°t® du 8 

janvier 1998) et ayant montré ¨ lôissue dôune analyse par lot, un taux dôabattement en 

coliphages somatiques sup®rieur ou ®gal ¨ 4 log et ayant fait lôobjet dôun s®chage sur 

lit puis dôun stockage dôune dur®e 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 à 3 semaines (fonction des conditions climatiques). La siccité 

moyenne attendue est supérieure à 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 quôaucun stockage nôait été réalisé (date de production 

= date de prélèvement pour analyses). 

Lôanalyse des donn®es soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement 

supérieur à 5 log pour les coliphages somatiques et supérieur à 3 log pour les bactériophages 

ARN F-spécifiques pour lôensemble des boues ®tudi®es. Le tr¯s faible nombre dô®chantillons 

de boues analysées, lô®cart tr¯s important observ® concernant les teneurs en mati¯res s¯ches 

(20 et 90 %) entre les deux boues après stockage démontrant une absence probable de 

maîtrise du procédé, ainsi que le niveau de maîtrise jugé faible du traitement par lit de séchage 

ne permettent pas de se prononcer formellement par rapport à ce type de procédé. 

La définition précise dôun lot est par ailleurs capitale pour ce type de traitement.  

3.3.3.7. Digestion anaérobie mésophile suivi dôun stockage  

Avis sur la possibilit® dô®pandage de boues non hygiénisées (au sens de lôarr°t® du 8 

janvier 1998) ayant montr® ¨ lôissue dôune analyse par lot un taux dôabattement en 

coliphages somatiques sup®rieur ou ®gal ¨ 4 log et ayant fait lôobjet dôune digestion 

ana®robie m®sophile puis dôun stockage dôune dur®e minimale de 4 mois. 

Les boues sont placées préalablement dans un digesteur en conditions anaérobies à une 

temp®rature dôenviron 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 être pris en compte). La description des procédés de méthanisation est 

assez sommaire (le temps de s®jour par exemple nôest pas toujours pr®cis®). 

Lôanalyse des donn®s soumises dans le rapport du LNE (2020) montre un abattement 

supérieur à 4 log pour les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques et 

lôensemble des boues ®tudi®es.  

En conséquence, consid®rant les abattements observ®s, les boues, ayant fait lôobjet dôune 

digestion m®sophile ana®robie suivi dôun stockage minimal de 4 mois, pourraient être 

épandues. La repr®sentativit® des STEU choisies et le nombre dô®chantillons 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 lôannexe 2 du projet 

dôarr°t®, pour chaque lot de boues, il conviendra de sôassurer quôun abattement en coliphages 

somatiques supérieur ou égal à 4 log est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de 

boues. 

Bibby et Peccia (2013) ont montr® que lôabattement du coronavirus humain HKU1 est ®lev® 

dans les digesteurs ana®robies. LôItalian national institute of health (INIH) sugg¯re dôattendre 

15-21 jours à 30-35°C de digestion anaérobie avant utilisation des boues en agriculture 

(INIH 2020). Le coronavirus murin (MHV) et le phage ū6 persistent entre 10-20 jours après 

une digestion anaérobie des boues à 35 - 45 °C (Balboa et al. 2020).  

3.3.3.8. Stockage non aéré de boues liquides, centrifugation suivi dôun 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 dôarr°t®. 

A noter toutefois que le protocole de suivi des phages nôest pas adapt® aux filtres plant®s de 

roseaux. Le temps de stockage ®tant de lôordre de lôann®e voire de plusieurs ann®es, le 

protocole de suivi nôest pas adapt® et il nôest donc pas possible de conclure pour cette filière 

de traitement/stockage au regard de lôabattement en bact®riophages. Par ailleurs, les experts 

considèrent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent 

dans ces conditions est considérée extrêmement faible. Les experts considèrent que ces 

boues pourraient donc être épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.  

3.4. Conclusions par rapport à la question 3 

¤ Boues trait®es ¨ la chaux suivi dôun stockage de 3 mois minimum, boues obte-
nues par séchage solaire sous serre et boues obtenues par digestion mésophile 
suivi dôun stockage de 4 mois minimum  

Bien que les données du LNE (2020) montrent un abattement en coliphages somatiques 

supérieur à 4 log, les données soumises ne permettent pas dô®tablir de recommandations 

formelles et générales par rapport aux boues obtenues suite à ces traitements/stockages. 

En effet, il nôest pas possible de sôassurer 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 être retrouvées dans les différentes STEU en France ; 

¶ le faible nombre de boues analysées ; 

¶ la description sommaire des proc®d®s mis en îuvre pour obtenir ces boues. 

Ainsi, dans le cadre de lôannexe 2 du projet dôarr°t®, pour chaque lot de boues produites il 

conviendra de sôassurer quôun abattement en coliphages somatiques sup®rieur ou ®gal ¨ 4 log 

soit bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Le taux dôabattement est mesuré 

conform®ment ¨ la m®thodologie d®crite en annexe 3 du projet dôarr°t® ou ¨ une m®thodologie 

équivalente. 
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Les experts soulignent la nécessité dôune ç bancarisation » des données12 techniques et 

analytiques afin de permettre une éventuelle exploitation ou ré-exploitations a posteriori des 

résultats. 

¤ Boues obtenues par s®chage sur lit suivi dôun stockage de 45 jours 

Le faible nombre de données disponibles et la disparité du peu de données mesurées sur les 

boues (teneur en matières sèches notamment) ne permettent pas de sôassurer de la maîtrise 

des procédés et ne permettent donc pas de se prononcer formellement par rapport à ce type 

de procédé. 

¤ Boues obtenues suite à un stockage non aéré de boues liquides, centrifugation 
suivi dôun 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 dôarr°t®. 

A noter toutefois que le protocole de suivi des phages nôest pas adapt® aux filtres plant®s de 

roseaux. Le temps de stockage ®tant de lôordre de lôann®e voire de plusieurs années, le 

protocole de suivi nôest pas adapt® et il nôest donc pas possible de conclure pour cette fili¯re 

de traitement/stockage au regard de lôabattement en bact®riophages. Par ailleurs, les experts 

considèrent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent 

dans ces conditions est considérée extrêmement faible. Les experts considèrent que ces 

boues pourraient donc être épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.  

¤ Synthèse des filières de traitements/stockage retenues  

Une synthèse des filières de traitements/stockage pouvant être 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'où il est aisé de les extraire 

au moyen de requêtes. 
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Tableau 2 : Synthèse des filières de traitements/stockage pouvant être retenues sur la base du 
rapport du LNE (2020) de suivi des bactériophages. 

Filières 
Conditions minimales 

de stockage 

Possibilit® dô®pandage et 

conditions 

Boues chaulées 3 mois 

Epandage possible de ces 

boues si et seulement si 

confirmation dôun taux 

abattement en coliphages 

somatiques de 4 log pour 

chaque lot 

Serre solaire ou avec 

plancher chauffant 

Teneur de matières 

sèche > 80 % 

Lit de séchage 1,5 mois 

Digestion anaérobie 

mésophile 
4 mois 

Stockage non aéré de boues 

liquides 
Aucune 

Pas de possibilit® dô®pandage 
Centrifugation et stockage 

en benne 
Aucune 

Filtres plantés de roseaux Aucune 

Pas de possibilit® dô®pandage 

sur la base du rapport du LNE 

(2020).  

Toutefois, les experts 

considèrent que ces boues 

pourraient être épandues sans 

conditions préalables de suivi 

des bactériophages.  
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE LôAGENCE 

LôAgence nationale de s®curit® sanitaire de lôalimentation, de lôenvironnement et du travail a 

été saisie le 19 octobre 2020 par le Ministère de la transition écologique (Direction de 

lôam®nagement du logement et de la nature) pour la r®alisation de lôexpertise suivante : 

« demande d'avis sur le projet d'arrêté du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage de 

boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de COVID-19 ». 

Il ®tait plus pr®cis®ment demand® ¨ lôAgence dans le cadre de cet avis :  

¶ dô®valuer la pertinence dôappliquer le taux dôincidence hebdomadaire de la COVID-19 

dôun d®partement pour d®terminer la possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nis®es 

provenant dôune station de ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 

10/100 000 habitants envisagé (question 1) ; 

¶ dô®valuer la possibilité, sur la base du rapport du LNE (2020) présentant les résultats 

de lôabattement des bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux 

usées, dô®pandre des boues non hygi®nis®es (au sens de lôarr°t® du 8 janvier 1998) 

d¯s lors quôelles ont fait lôobjet dôun traitement et/ou dôun stockage permettant de mon-

trer un taux dôabattement 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 lôobjet dôun rapport dôexpertise scientifique et technique 

par les laboratoires d®di®s du P¹le Recherche et R®f®rence de lôAnses (Laboratoire 

dôhydrologie de Nancy) (Anses 2021). (cf Annexe 5) 

Taux dôincidence hebdomadaire de lô®pid®mie de COVID-19 et épandage 

En ce qui concerne la pertinence dôappliquer le taux dôincidence hebdomadaire de la COVID-

19 dôun d®partement pour d®terminer la possibilit® dô®pandre des boues non hygi®nis®es 

provenant dôune STEU de ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100 

000 habitants, lôAnses consid¯re que lôutilisation de cet indicateur pour estimer lôabsence de 

virus dans les boues des STEU présentes sur ce département, pendant la période de 

production des boues, pr®sente trop dôincertitudes. 

Le taux dôincidence correspond au nombre de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours 

glissants. Il existe plusieurs sources dôincertitude, notamment une incertitude temporelle : 

dôune part le SARS-Cov-2 peut être détecté très précocement dans les eaux usées générant 

des boues bien avant les indicateurs ®pid®miologiques et dôautre part le taux dôincidence 

hebdomadaire ®tant une moyenne, il ne repr®sente que partiellement lô®volution possible 

rapide de lô®pid®mie.  

Il existe également une incertitude de nature spatiale, relative aux difficultés dans certaines 

situations, à établir une correspondance entre lôincidence hebdomadaire dôun d®partement, 

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 

ƴ Lôanalyse de la bibliographie, arr°t®e 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 lôint®grit® 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 caractère infectieux.  

ƴ Aucune donnée retrouvée au 31 décembre 2020 ne permet dôactualiser la liste des proc®-

dés qui pourraient conduire à un abattement du SARS-CoV-2 (durée de stockage ou tem-

pérature). 

LôAgence souligne ¨ nouveau le nombre limit® dô®tudes et donn®es disponibles concernant le 

virus SARS-CoV-2 dans les boues issues des STEU. Lôacquisition de donn®es exp®rimentales 

et/ou dôinformations compl®mentaires sur la quantification, lôinfectiosit® et la persistance du 

virus SARS-CoV-2 dans les différents milieux (notamment eaux usées brutes et boues), ainsi 

que chez lôHomme (tropisme digestif, excrétion de virus infectieux dans les selles) pourrait 

permettre de lever un grand nombre dôincertitudes.  

Analyse globale du rapport dô®tude du (LNE 2020) relatif à lô®tude de lôabattement des 

bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux usées 

LôAnses rappelle la recommandation de sa pr®c®dente note dôAST (Anses 2020d) de réaliser 

lô®tude de cin®tique ®galement ¨ la température de 35°C (température observée en 

méthanisation mésophile notamment).  

 

Les STEU retenues dans cette étude ne sont pas totalement représentatifs du parc français 

en termes de capacité nominale de traitement. Les STEU de capacité nominale supérieure à 

2 000 EH sont surreprésentées et les très petites STEU  

(< 200 EH) sont absentes de lô®tude. Par ailleurs les quantités de boues produites par les 

STEU s®lectionn®es dans lô®tude, ne couvrent pas lôh®t®rog®n®it® des pratiques nationales.  

 

Si certains r®sultats sont mobilisables pour suivre lôefficacit® des diff®rents 

traitements/procédés de stockage, la g®n®ralisation des r®sultats dôanalyse observ®s pour un 

traitement/stockage donn® ¨ lôensemble de ces m°mes traitements/stockages en France 

présente une certaine incertitude. En effet, le nombre dô®chantillons de boues analys®s reste 

faible, les traitements appliqués aux boues ou encore les conditions de stockage ne sont 

souvent que partiellement d®crits et ne permettent que dôobserver des tendances pour les 

traitements ou conditions de stockage étudiés par rapport aux abattements constatés. 

Intérêt 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 lô®tat actuel des 

connaissances °tre consid®r®s comme des indicateurs dôefficacit® de traitement. Les 

arguments présentés par lôAnses (2020f) et dans lô®tat actuel des connaissances scientifiques 

publiées conduisent à considérer que les bactériophages sont plus résistants que les virus 

enveloppés dont font partie les coronavirus, incluant le SARS-CoV-2 et ¨ formuler lôhypoth¯se 
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suivante : utiliser la cinétique dô®limination des bactériophages comme indicateur du SARS 

COV-2 est acceptable. 

L'Anses souligne toutefois que le raisonnement considéré précédemment est un raisonnement 

th®orique sôappuyant sur les connaissances actuelles. Le lien sp®cifique entre la cin®tique 

dôabattement des phages ARN F-spécifiques et des phages somatiques utilisés comme 

indicateurs et la disparition des coronavirus SARS-CoV-2 restant encore à démontrer 

expérimentalement.  

Par ailleurs, les conclusions de lôavis en r®ponses aux questions 2 et 4 de cette saisine 

soulignent que la quantification dans les boues du génome de SARS-CoV-2, méthode 

recommand® par lôAnses (2020d) en première intention pour les boues non hygiénisées 

présente des incertitudes fortes (Anses 2021) (Annexe 5) : 

« Aucune structure normative, acad®mique ou de r®f®rence nôest 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 exp®rience et leur propre d®veloppement, ce qui explique le constat dôh®t®rog®n®it® 

qui se dégage des retours du questionnaire adressé aux laboratoires et des auditions. La 

diversité constatée dans les pratiques analytiques des laboratoires à toutes les étapes des 

modes opératoires, pourrait conduire à des performances significativement différentes. Une 

évaluation des performances des laboratoires serait donc particulièrement utile mais 

actuellement, un seul laboratoire dispose dôune accr®ditation 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. Quôil sôagisse des MF/SC ou des boues, en dehors du laboratoire 

mentionné ci-dessus, lô®tat actuel des accr®ditations ne permet donc pas dôidentifier de 

structures disposant de compétences analytiques par biologie moléculaire (PCR ou RT-PCR) 

pour les paramètres microbiologiques sur ces matrices. Tenant compte de cette configuration, 

il serait difficile et long dôaboutir ¨ lôaccr®ditation de laboratoires pour la d®tection/quantification 

du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. ». 

Recommandations de lôAgence par rapport ¨ lôannexe 2 du projet dôarrêté 

LôAnses rappelle que lôarticle 1 du projet dôarr°t® pr®voit quôune ç méthodologie équivalente » 

puisse être utilisée pour détecter le génome du virus SARS-Cov-2 dans les boues en sus de 

la m®thodologie d®crite en annexe 2 du projet dôarr°t®. 

Concernant le protocole de lôannexe 2 du projet dôarr°t®, lôAnses estime quôil est pr®f®rable 

dôutiliser les coliphages somatiques comme indicateurs indirects de lôefficacit® de traitement 

des boues de STEU vis-à-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante 

dans les boues non traitées et une persistance légèrement supérieure vis-à-vis de lôinactivation 

thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques. Les abattements obtenus pour 

les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques étant très comparables. 

Un abattement de 4 log (soit 99,99 %) est le seuil retenu pour valider lôefficacit® dôun 

traitement. 

Ainsi, sur cette base et considérant les résultats présentés dans le rapport du LNE (2020), 

lôAnses estime que les boues non hygiénisées (au sens de lôarr°t® du 8 janvier 1998) 

peuvent °tre ®pandues ¨ lôissue dôune analyse par lot confirmant un taux dôabattement en 
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coliphages somatiques supérieur ou égal à 4 log, dès lors quôelles ont fait lôobjet dôun des 

traitements suivants :  

¶ boues ayant fait lôobjet dôun traitement à la chaux avec un taux dôincorporation minimum 
de chaux de 30 % équivalent CaO/MS suivi dôun stockage dôune dur®e minimale de 3 
mois ; 

¶ boues ayant fait lôobjet dôun s®chage solaire sous serre avec ou sans plancher chauf-
fant permettant dôatteindre une siccité minimale de 80 % ; 

¶ boues ayant fait lôobjet dôune digestion ana®robie m®sophile suivie dôun stockage dôune 
durée minimale de 4 mois. 

Toutefois, pour chaque lot de boues produites, il conviendra de sôassurer quôun abattement 

en coliphages somatiques supérieur ou égal à 4 log est bien obtenu avant tout épandage.  

Dans le cas où la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieur 

à 104 UFP/ g de matière brute la v®rification de lôabsence de coliphages somatiques avant 

épandage (dans les limites de détection de la méthode) pourrait servir à valider la possibilité 

d'épandre la boue traitée/stockée ou alors une augmentation de la prise dôessai lors de 

lô®talement sur boîte ou lors du traitement de lô®chantillons pourrait permettre de mesurer 

lôefficacit® relative. 

Le taux dôabattement doit être mesuré conformément à la méthodologie décrite en annexe 3 

du projet dôarr°t® ou ¨ une m®thodologie ®quivalente. 

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 dôexploitation (suivi du taux dôincorporation 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 dôexploitation (suivi de la siccit® 

des boues). 

- Pour les digestions anaérobies mésophiles : les conditions dôexploitation (temps de 

rétention hydraulique minimum, température, durée de stockage).  

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

ƴ Boues obtenues par s®chage sur lit suivi dôun stockage de 45 jours 

Le faible nombre de données disponibles sur les boues (teneur en matière sèche notamment) 

et leur disparité ne permettent pas de sôassurer de la maîtrise des procédés et ne permet donc 

pas de se prononcer formellement par rapport à ce type de procédé. 

ƴ Boues obtenues suite à un stockage non aéré de boues liquides, à une centrifuga-
tion suivi dôun stockage en benne ou à 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 dôarr°t® et doivent donc obligatoirement répondre aux 

exigences de lôarr°t® du 30 avril 2020 avant de pouvoir °tre ®pandues. 

A noter par ailleurs que le protocole de suivi des phages nôest pas adapt® aux filtres plant®s 

de roseaux. Le temps de stockage ®tant de lôordre de lôann®e voire de plusieurs années, le 
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protocole de suivi nôest pas adapt® et il nôest donc pas possible de conclure pour cette fili¯re 

de traitement/stockage. Cependant, la probabilité que les virus survivent dans ces conditions 

est considérée par les experts comme extrêmement faible.  

Autres recommandations 

La notion de « lots de boues » doit dô°tre précisée dans le projet dôarr°t®. Une d®finition bas®e 

sur celle de la commission permanente des épandages (CPE) du bassin dôArtois Picardie 

(CPE-Artois-Picardie 2017) est proposée dans le présent avis :  

« Un lot représente une quantité de matières 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 ¨ lô®pandage sur une ou plusieurs parcelles 

agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une analyse des paramètres 

agronomiques et des éléments traces métalliques. On veillera à 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 à la capacité du stockage. Si le nombre de 

vidanges du silo exc¯de le nombre dôanalyses demand® r®glementairement, des analyses 

complémentaires seront nécessaires à une bonne gestion par lot. »  

La mesure de lôefficacit® relative mériterait dô°tre introduite et définie dans le projet dôarr°t® au 

m°me titre que le taux dôabattement. 

 

Par ailleurs, lôAnses restera attentive aux ®tudes et informations ¨ venir susceptibles de faire 

évoluer cette évaluation. 

 

 

 

 

Dr Roger Genet 
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MOTS-CLES 

SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, assainissement, hygi®nisation, station dô®puration, 

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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GLOSSAIRE 

 
ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail 

DGAL : Direction Générale de l'Alimentation (Minist¯re de lôAgriculture et de lôAlimentation) 

MTES : Ministère de la Transition Ecologique et Solidaire 

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

DEB : Direction de lôEau et de la Biodiversité (Ministère de la Transition Ecologique) 

FP2E : F®d®ration Professionnelle des Entreprises de lôEau 

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-qPCR : RetroTranscription-Polymerase Chain Reaction quantitative UFP : 

unité de concentration en bactériophages (pfu : plaque forming units) NF : norme 

française 
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1 CONTEXTE ET OBJECTIFS 
 

Comme suite ¨ lôavis ANSES du 27 mars 2020 sur les risques li®s ¨ lô®pandage des boues 
durant lô®pid®mie de Covid 19, une instruction minist®rielle a ®t® adress®e aux pr®fets le 2 avril 
2020 par la DGALN et le DGAL pr®voyant notamment lôinterdiction dô®pandage de boues non 
hygiénisées. Un arrêté du 20 avril 2020 est venu confirmer ces nouvelles exigences. 
La pratique de d®shydratation et dôhygi®nisation des boues nô®tant pas si fr®quente notamment 
au sein des petites collectivités, certains exploitants de stations dô®puration se sont organis®s 
pour transf®rer leurs boues vers dôautres stations dô®puration pratiquant lôhygi®nisation ou ont 
fait appel à des unités de déshydratation mobiles avant compostage ou chaulage. Ces pra-
tiques dôurgence sont on®reuses. Il est donc imp®rieux dôenvisager des pratiques plus adap-
t®es au contexte local. Dôautant plus que lôAvis de lôAnses du 27 mars 2020 a ®t® conduit en 
fonction de lô®tat des connaissances disponibles, qui restaient tr¯s limit®es et en cons®quence, 
côest donc le principe de pr®caution qui sôest appliqu®. 
Sur la base de certaines recommandations de lôavis Anses du 27 mars 2020, une ®tude natio-
nale a été construite avec les parties prenantes de cette filière afin de pouvoir estimer dans 
différentes configurations les taux dôabattement du SARS-CoV-2 de manière indirecte dans 
les stations de traitement des eaux us®es ne pratiquant pas lôhygi®nisation de leurs boues. 

 
Ce rapport présente : 
1) le cadre général de gouvernance de cette étude, 
2) les deux approches compl®mentaires ¨ lôhygi®nisation : 

A. Etude de la cin®tique dô®limination des bact®riophages dans les boues liquides de STEU 
en laboratoire pour définir des conditions de stockage pour obtenir 4 unités logarithmiques 
dôabattement. 
B. Etude de lôabattement moyen en bactériophages au cours des processus de stockage 
des boues in situ qui ont ®t® ont mises en îuvre tout en argumentant des choix techniques 
qui ont été décidés et appliqués, 

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

Ce rapport amène des ®l®ments de pr®cisions en r®ponse ¨ la note dôappui scientifique de 
lôAnses 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 Besançon) 

¶ Christophe GANTZER (Université Lorraine/CNRS) 

¶ Nathalie GUIGUES (LNE) 

¶ Sophie LARDY-FONTAN (LNE) 
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Rôles et responsabilités : 
 

Tableau 1 : Gouvernance du projet 
 

PARTIES PRENANTES RESPONSABILITES 

DEB 
- Pilotage 
- Constitution du COPIL 

 

 
LNE 

- Coordination technique de lô®tude 

- Cadrage technique : établissement de recommandations pour 
lôensemble des opérateurs de la chaîne de mesure, du prélèvement 
à lôanalyse 

- Sélection du laboratoire analyse 
- Collecte, interprétation et restitution des données de lô®tude 

Université de 
Lorraine/CNRS - Expert portant appui au LNE 

 
FNCCR 

- Sélection des stations 

- Coordination des campagnes dô®chantillonnage 
- Collecte des informations sur les filières et stations sélectionnées 

 
FP2E 

- Sélection des stations 

- Coordination des campagnes dô®chantillonnage 
- Collecte des informations sur les filières et stations sélectionnées 

 
 

Calendrier : 
 
Le COPIL sôest r®uni en pl®ni¯re 7 fois entre le 15 avril 2020 et le 1er septembre 2020  
(Tableau 2). 

Tableau 2 : Réunions du COPIL 
 

Date des réunions 
plénières 

Objet de la réunion 

15 avril 2020 Pr®sentation de la probl®matique de lô®pandage des boues 

21 avril 2020 
Présentation de la 1ère version du protocole dô®tude 

 

30 avril 2020 
Présentation de la 2ème version du protocole de lô®tude + res-
titution des réunions sur les capacités analytiques des 
laboratoires sollicités 

12 mai 2020 
Présentation de la 3ème version du protocole de lô®tude 
Ĕ Protocole dô®tude valid® et lancement de lô®tude 

5 juin 2020 Etat dôavancement de lô®tude 

3 juillet 2020 
Présentation des résultats à date et discussion sur le retour 
SAISINE ANSES SA068 

1 septembre 2020 Discussion et validation du rapport envoy® ¨ lôAnses 

 

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

 

1.2 JUSTIFICATION DE LôUTILISATION 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 

 
 

En avril 2020, le Laboratoire dôHydrologie de Nancy a adress® un questionnaire aux 143 
laboratoires disposant dôun agr®ment du minist¯re de la sant® et/ou du minist¯re de lôenvi-
ronnement afin dô®tablir un ®tat des lieux des capacit®s analytiques des laboratoires (Me-
sures directes et indirectes) concernant le SARS-CoV-2 dans les matrices résiduaires. Cette 
enquête montre quô çAucun laboratoire ne d®clare °tre en mesure de r®aliser des analyses 
par culture cellulaire de SARS-CoV-2 ¨ partir dô®chantillons r®siduaires. A noter que 3 labo-
ratoires possèdent une accréditation dans le domaine du contrôle des matrices résiduaires, 
des fertilisants, support de culture ainsi quôune accr®ditation en port®e flexible pour la dé-
tection/quantification de génome viral par RT-PCR. Lôun dôeux propose déjà des analyses 
qualitatives 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, à 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-même en 
raison de la disponibilité du virus et / ou des restrictions de biosécurité, des modèles de 
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virus envelopp®s tels que les CoV humains, le MHV ou le phage Pseudomonas ū6 peuvent 
être utilisés pour des expériences en laboratoire ou des études pilotes à 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 à des amorces / sondes mal conçues ou à une mutation virale dans la région du gé-
nome ciblée) de ces tests doivent être évalués par plusieurs laboratoires. Pour une applica-
tion environnementale, la sensibilité de ces méthodes RT-qPCR doit être évaluée. La prin-
cipale limitation de la qPCR est qu'elle ne fournit pas d'informations sur la viabilité. Un pro-
tocole normalisé pour récupérer et détecter le SARS-CoV-2 à partir d'échantillons de l'envi-
ronnement, y compris la méthode de concentration, l'analyse PCR et les contrôles de pro-
cessus, devrait être établi. » 

 

 
 

1.2.2 Intérêt des bactériophages comme indicateurs 
 

Les bactériophages (ou phages) sont des virus bactériens. Trois catégories de bactério-
phages f®caux ont ®t® propos®es en tant quôindicateurs alternatifs de pollution f®cale dôori-
gine virale dans le milieu hydrique : il sôagit des coliphages somatiques, des bact®riophages 
à 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 à la famille des Leviviridae regrou-
pant plusieurs g®nogroupes. Ils ne poss¯dent pas dôenveloppe et sont constitu®s unique-
ment dôune capside de nature prot®ique ¨ l'int®rieur de laquelle se trouve un acide nucl®ique 
(ARN) qui est le support de lôinformation g®n®tique. Ces virus de 20-30 nm de diamètre font 
partie des virus les plus petits connus ¨ lôheure actuelle. Ils infectent certaines ent®robact®-
ries par lôinterm®diaire de leurs pili sexuels (F pili). Ces bact®riophages sont utilisés comme 
modèles car ils présentent des tailles proches de celles de virus nus tels que le poliovirus 
ou le virus de lôh®patite A. 
 
Les coliphages somatiques appartiennent à quatre familles différentes : Myoviridae, Si-
phoviridae, Podoviridae et Microviridae. Ils sont définis par leur capacité à infecter les enté-
robact®ries par lôinterm®diaire dôun r®cepteur situ® au niveau de leur paroi. Ce sont des 
virus nus. La plupart des coliphages somatiques possèdent un génome à ADN et possèdent 
souvent une structure tête-queue. Ils représentent donc un groupe très hétérogène de virus 
en termes de structure (Ackermann, 2009). 

Il nôexiste au moment de lancement de cette ®tude (ni ¨ la date de rédaction de ce rapport) 

aucune m®thode quantitative reconnue disponible pour lôanalyse de SARS- CoV-2 dans 

les boues que ce soit par RT-PCR ou cultures cellulaires. En considérant le besoin de 

qualité des données et de nécessité de faire référence au caractère infectieux des virus 

pour r®pondre ¨ la question de lô®pandage de boues non hygi®nis®es, le COPIL a par 

cons®quent d®cid® de suivre les recommandations de lôavis Anses du 27 mars 2020 en 

ciblant certains bactériophages fécaux plus résistants que les coronavirus et pour 

lesquels il existe des méthodes reconnues. 
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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-après « Le dénombrement des 
bact®riophages permet une ®valuation rapide (24 h) de lôeffet hygi®nisant des traitements 
è. Les deux types de bact®riophages sont parfaitement compl®mentaires pour suivre lôeffi-
cacité dôun traitement puisque les coliphages somatiques sont par exemple plus r®sistants 
que les phages ARN F-sp®cifiques ¨ lôimpact de la chaleur et du pH alcalin alors que côest 
lôinverse pour les traitements de d®sinfection par les UV ou les traitements physiques (filtra-
tion des eaux, adsorption). La revue de la littérature de Jofre et al. (2016) conclut à recher-
cher les deux types de phages pour évaluer un traitement. 
Le suivi du niveau dôabattement des formes infectieuses (et pas seulement du g®nome) de 
ces indicateurs viraux dôefficacit® de traitement, permet de supposer un abattement sup®-
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 pathogènes. A leur tour, les virus nus 
sont plus résistants que les virus enveloppés. Ces données ont été synthétisées dans la 
saisine de lôANSES (Saisine nÁ 2020-SA-0043) pour la chaleur et le pH qui sont les deux 
param¯tres majeurs de lôinactivation virale dans les boues. 

 
Ainsi, les bactériophages ARN F-spécifiques et les coliphages somatiques sont considérés 
comme des indicateurs pertinents pour ®valuer lôefficacit® des traitements appliqu®s ¨ des 
eaux résiduaires ou à des boues vis-à-vis du SARS-CoV-2 », le COPIL a donc décidé de 
conduire lô®tude sur ces deux types de bact®riophages. 
Le tableau ci-dessous reprend les caract®ristiques dôint®r°t qui ont ®t® consid®r®es pour 
choisir les deux familles de bact®riophages de lô®tude. Les bact®riophages ARN F- spéci-
fiques et coliphages somatiques présentent des profils de résistance au pH et thermiques 
diff®rents. Lôanalyse de ces deux types de bact®riophages permettra dôobtenir des r®sultats 
plus robustes. 

 
Tableau 4 : Caract®ristiques dôint®r°t qui ont ®t® retenues pour choisir les deux familles 

de bactériophages : Coliphages Somatiques et Bactériophages ARN-F  
(dôapr¯s Lucena et al) 

 
 

 

Ainsi côest sur cette base que cette ®tude a ®t® construite pour que les exploitants et 

collectivit®s puissent suivre le taux dôabattement SARS-CoV-2 de manière indirecte dans 

les STEU ne pratiquant pas lôhygi®nisation. Cette ®tude permet dôamener des ®l®ments 

tangibles et robustes ¨ lôANSES afin dôouvrir la possibilit® pour les collectivit®s 

dô®pandre des boues sans hygi®nisation pr®alable. 

Les choix qui ont été faits sont le reflet des connaissances disponibles lors du 

démarrage du projet (15 avril 2020) et de compromis technico-économiques. 
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2 MATERIELS ET METHODES 
 

Cette partie pr®sente les aspects m®thodologiques communs ¨ lôensemble des deux études 
de ce projet. Les points spécifiques à certains volets seront détaillés dans les paragraphes ad 
ôhoc. 
Lôensemble des analyses a ®t® confi® ¨ un laboratoire unique 1afin de ne pas introduire dôeffets 
laboratoires dans lô®tude. 

 

2.1 METHODES DôANALYSE DES BACTERIOPHAGES 

 

Les protocoles mis en îuvre dans cette ®tude sont issus du projet HORIZONTAL - HYG2 qui 
avait pour objectif de d®velopper une norme dôanalyse de phages dans les boues (Lucena et 
al, 2007). La méthode développée a été soumise à une comparaison interlaboratoires au ni-
veau europ®en. Cette CIL a permis de d®montrer sa transf®rabilit® et dôobtenir des donn®es 
de fidélité qui ont conduit à sa reconnaissance. 

 
1 - Homogénéisation 
Les échantillons sont homogénéisés au blender pendant 30s avant pr®l¯vement dôune prise 

dôessai de 25°0,1g (poids humide) contr¹l®e gravim®triquement. Cette prise dôessai est en-
suite transf®r®e dans un contenant st®rile herm®tique dôun volume minimal de 500mL. 

 
2 - Elution 
Une solution tampon stérile est ajoutée jusquô¨ atteindre un volume de 250mL. Un barreau 
aimant® st®rile est ajout® et lô®chantillon est agit® pendant 15 ¨ 20 minutes ¨ temp®rature 
ambiante. 
NOTE Pour les boues chaul®es, ajuster le pH de lô®chantillon (7,2 Ñ 0,5) avec une solution 
dôacide chlorhydrique à 1 M. Si le pH descend en-dessous de 4,5, un nouvel échantillon doit 
être préparé. 
 
3 - Clarification 
Lô®chantillon est transf®r® dans un tube st®rile et centrifug® ¨ 4000g ¨ une temp®rature de 4 
± 2°C pendant 30 min, le surnageant est récupéré. 
 
4 - Décontamination 
Le surnageant est r®cup®r® ¨ lôaide dôune seringue st®rile et filtr® ¨ lôaide dôun filtre seringue 
avec une membrane polyethersulphone de taille de pores 0,2 ɛm. 
Le volume total à 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 à 5 ±  
3ÁC jusquô¨ lô®num®ration qui doit °tre r®alis®e dans les 12 h. 

 

5 - Enumération et dénombrement des bactériophages 
Lô®num®ration et le d®nombrement des bactériophages sont réalisés selon les normes fran-
çaises (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 ISO 10705-2. 

 

1  Le processus de s®lection du laboratoire a fait lôobjet dôun travail sp®cifique. Un cahier des charges technqiues a ®t® pr®paré et 
envoy® ¨ deux laboratoires connus par le COPIL pour leur exp®rience dans lôanalyse des bactériophages. Des entretiens individuels 
ont ®t® r®alis®s et ont permis dô®valuer la qualit® technique des r®ponses propos®es par ces laboratoires. Ce travail a ®t® présenté 
au COPIL qui a choisi le laboratoire. Ce laboratoire est Eurofins Expertise Microbiologique France qui est reconnu comme compétent 
pour r®aliser des ®tudes large ®chelle (coordination et gestion de flux dô®chantillons importants  dans des conditions specifiées exi-
gentes en termes de délai et de contrôle de température des enceintes frigorifiques) et ®galement lôanalyse de phages dasn les eaux 
usées. 

2  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 matière sèche 
Une analyse du taux de matière sèche est réalisée sur chaque échantillon selon les  principes de 
la norme NF EN 12880. Ce taux de matière sèche est nécessaire pour calculer les concentrations 
en bactériophages en UFP / g de matière sèche. 
 

7 - Expression des résultats 
Les résultats sont exprimés par le laboratoire en UFP/g de matière brute (UFP : Unités Formant 
Plages). 
Dans le cadre des interprétations de résultats réalisées dans ce rapport, les données sont corri-
gées des valeurs de matière sèche et transformées pour être 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 donn®es de lô®tude, des contr¹les qualit® ont ®t® associ®s ¨ chaque série 
dôanalyses selon les recommandations des normes en vigueur. Les principes de la NF EN ISO 
10705-3 Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 3 : valida-
tion des méthodes de concentration des bactériophages dans l'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. 
- t®moin positif : une suspension de phage Bact®riophage ūX174 (ATCC 13706-B1) 

(dilution adaptée). 
 

Lôensemble des r®sultats de ces contr¹les qualit® ont ®t® restitu®s (non pr®sent®s) et ont per-
mis de qualifier les r®sultats des mesures sur les ®chantillons de lô®tude en vue de leur exploi-
tation. 

 

2.3 PERFORMANCES DE LA METHODE 

 

Les principes de la NF EN ISO 10705-3 Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des 
bactériophages - Partie 3 : validation des méthodes de concentration des bactériophages dans 
l'eau ont été appliqués. 
 
Une synthèse des performances obtenues sont résumées ci-après. 
 

Limite de détection / limite de quantification : 

Les limites de quantification et de détection sont les mêmes pour les bactériophages ARN-F- 
spécifiques et bactériophages somatiques et sont présentées ci-dessous (exprimées en g de 
matière 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 ¨ noter que les matrices ayant servi ¨ la validation de la m®thode dôanalyse des bac-
t®riophages, incluant lô®tape dôextraction dans les ®chantillons de boues sont caract®ris®es 
par des taux de matières sèches suivants : 

 

Matrice Taux de matière sèche 

Boues liquides 0,4 ï 2 % 

Boues déshydratées 77 ï 92 % 

Boues chaulées 28 ï 38 % 

 

Les performances de la m®thode mise en îuvre sont satisfaisantes et compatibles avec les 
objectifs de cette étude. Il est à noter que ces dernières ont été déterminées sur des matrices 
repr®sentatives des types dô®chantillons faisant lôobjet de cette ®tude. Enfin, les r®sultats des 
contr¹les qualit® (contr¹les positifs et blancs ; donn®es non pr®sent®es) soutiennent lôexploi-
tabilité des données acquises sur les 3 mois de lô®tude. 
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3 ETUDE CINETIQUE 
 

Lôobjectif est dô®tudier la cin®tique dôabattement des bact®riophages somatiques et des bact®-
riophages ARN F-spécifiques dans le temps en fonction de conditions thermiques, dans des 
conditions contrôlées. Elle permettra également de consolider le deuxième volet du travail sur 
lô®tude de fili¯res de stockage des boues. 
La réduction des agents pathogènes pendant le traitement secondaire peut être due à l'élimi-
nation physique ou à l'inactivation. Il a été universellement démontré que des températures 
plus élevées sont associées à une inactivation rapide des virus entériques, et la température 
est reconnue comme le facteur le plus influent pour la survie virale dans l'eau en raison de la 
dénaturation accrue des protéines et  de l'activité des enzymes extracellulaires (Pinon et 
Vialette, 2018 dôapr¯s revue La Rosa et al., 2020). La bibliographie met en avant un spectre 
tr¯s h®t®rog¯ne de conditions dô®tude dôabattement que ce soit en température (de 5°C à plus 
de 70ÁC), milieu dôessai (de simples liquides st®riles ¨ des surfaces solides) (dôapr¯s Avis 
Anses 27 mars 2020). Il nôexiste que de tr¯s rares r®f®rences sur des matrices complexes 
comparables ¨ celles mises en îuvre au sein du pr®sent travail et leurs résultats ne sont donc 
pas directement utilisables pour répondre aux questions de cette étude. 

 

3.1 CHOIX DE LA MATRICE DôESSAI 

 

Il est reconnu que la préparation de matériau par le dopage de suspension virale est extrême-
ment complexe à mettre en îuvre, peu reproductible et nôaboutit pas un ®chantillon repr®sen-
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 
¨ une boue naturellement contamin®e en phages a ®t® privil®gi®. Le choix sôest port® sur des 
boues activées en aération prolongée qui est un procédé tr¯s largement mis en îuvre dans 
les STEU en France. 
 
La STEU de Reims a été sélectionnée pour fournir les  mat®riaux  dôessai  aux  motifs de : 

 
- Sa taille (470 000 EH) et le type de traitement de la filière eau (Boues activées faible charge) 

permettant de s®curiser une teneur importante en bact®riophages du mat®riau dôessai sou-
mis ¨ lô®tude de cin®tique, avec un taux de mati¯re s¯che 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, 
 

- Lôaccord de lôexploitant de sôimpliquer dans ce travail. 

 

3.2 CHOIX DE LA DUREE ET DES CONDITIONS THERMIQUES DE STOCKAGE 

 

Conditions thermiques 
 

Idéalement la température doit être testée dans des gammes de températures observées lors 

du traitement des boues au cours dôune ann®e sur les STEU de plus de 2 000 EH tout en 

gardant une certaine repr®sentativit®. Côest-à-dire que les conditions appliquées ne soient pas 

sp®cifiques dôune fili¯re de traitement/stockage des boues (ex boues mésophiles, plancher 

chauffant). A la suite dô®changes au sein du COPIL, il est apparu quôil y avait une 
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faible connaissance des températures réellement rencontrées dans les différentes filières 

boues car ce param¯tre ne fait a priori pas lôobjet de suivi en continu. Initialement, trois condi-

tions de températures avaient été envisagées : 5°C (conditions extrêmes minimales, conditions 

hivernales), 20°C (conditions médianes) et 35°C (conditions extrêmes chaudes, conditions es-

tivales et DROM). Pour des contraintes techniques : difficultés de stocker pendant 3 mois des 

®chantillons dans une enceinte contr¹l®e ¨ 35ÁC, cette condition nôa finalement pas ®t® rete-

nue. 

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

Conditions temporelles 
 

A la suite dô®changes au sein du COPIL, il a ®t® d®cid® de r®aliser lô®tude sur une p®riode 
maximale de 3 mois. Cette période est représentative des périodes de stockage des boues 
avant épandage. Afin de pouvoir construire une courbe cin®tique pour connaitre lôabattement 
dans le temps, des pas de temps intermédiaires ont été définis : J0, J7, J14, J21, J28, J42, 
J56, J96 (Jfinal égal à 3 mois). 

 

3.3 PROTOCOLE GENERAL DôETUDE DE LA CINETIQUE DôABATTEMENT 

 

Pour répondre aux contraintes de cette étude, une approche chronologique, illustrée dans la 
figure ci-dessous, est mise en îuvre pour ®valuer la cin®tique de lôabattement des bact®rio-
phages, et disposer des résultats au fur et à mesure. 

 

Figure 1 : Illustration sch®matique des principes dôune ®tude de stabilit® 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 manière générale, il est recommandé de s®parer lô®chantillon de boue brute en lots selon 
le nombre de conditions test®es et le nombre de pas de temps de lô®tude. Il est g®n®ralement 
préférable de ne pas prélever plusieurs fois dans le temps dans le même 
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flacon pour ne pas engendrer de biais (liées par exemple à des multiples ouvertures/ferme-
tures du flaconnage, multiples ®tapes dôhomog®n®isation). Ces recommandations ont ®t® 
mises en îuvre dans cette ®tude. De m°me, afin de recueillir des donn®es plus robustes, ¨ 
chaque pas de temps et pour chaque condition, des analyses de triplicats sont réalisées. Afin 
de rationaliser le nombre de flacons à préparer, les analyses de réplicats seront réalisées au 
sein dôun m°me flacon et non entre diff®rents flacons, lôhomog®n®it® intra et interflacons ayant 
été vérifiée à J0. 
Lôensemble de lô®tude a ®t® r®alis® en appliquant un principe de randomisation. 

 
 

A J0 : 
 

Objectifs : 
 

ü Caractérisation de la teneur en bactériophages ARN F-spécifiques et en 
coliphages somatiques. 

ü Caractérisation de lôhomog®n®it® (intra et inter flacons) de lô®chantillon 

indispensable pour pouvoir interpréter les résultats des études cinétiques 

Ĕ3 flacons sélectionnés aléatoirement avec 3 prises dôessai par flacons. Soit un nombre 

total de 9 mesures pour chaque type de bactériophages. 

ü Caractérisation de la boue brute en matière sèche. 

Ĕ1 détermination par flacon soit 3 analyses 
 

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

A chaque pas de temps : 
Sélectionner de manière al®atoire un flacon dans chaque condition de lô®tude (temp®rature) et 
réaliser une analyse en triplicats pour chaque type de bactériophages et une analyse des ma-
tières sèches. 
Ĕ Pour un pas de temps soit un nombre total de 6 mesures pour chaque type de 

bactériophages et 2 mesures de matières sèches. 

Que ce soit ¨ J0 et pour tous les pas de temps de lô®tude, le flacon est homog®n®is® avant de 
procéder à toute prise dôessai. 
 

Le tableau ci-dessous pr®sente une synth¯se du plan dôessais de lô®tude cinétique. 

 
Tableau 5 : Synth¯se du protocole de lô®tude cin®tique 

 

 25/05/20 Prélèvement de 20 L de boues liquides ï STEU de Reims (470 000 EH) 

 

J0 
 

26/05/20 
Réception des 20L de boues liquides Homogénéisation et répartition des boues 
liquides dans 20 flacons 
3 flacons, 3 prises dô®chantillon par flacon pour analyses 

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

J7 02/06/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J14 09/06/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J21 16/06/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J28 23/06/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J42 07/07/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J56 21/07/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 

J96 31/08/20 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 1 flacon, 3 prises dô®chantillon pour analyses 
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3.4 RESULTATS 

 

3.4.1 Etude de stabilité 

 
Les r®sultats obtenus lors de lô®tude cin®tique sont pr®sent®s dans la Figure 2 pour les 
coliphages somatiques (à 5°C et 22°C) et dans la Figure 3 pour les ARN F-spécifiques. Les 
pointillés rouges repr®sentent lô®cart minimal par rapport ¨ la valeur assign®e du param¯tre 
dans lô®chantillon ¨ J0, pouvant °tre attribu® ¨ de lôinstabilit®, de mani¯re univoque. Cet 
®cart prend en compte lôinhomog®n®it® du mat®riau dôessai et la variabilit® intrins¯que de 
lôensemble des r®sultats de mesure dans le temps. Côest sur la base de cette limite que se 
fait la première 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 être mis en avant : 

- Les niveaux initiaux (J0) de concentrations en coliphages somatiques et en bactério-
phages ARN F-spécifiques et le taux de matière sèche mesurés dans la boue sélec-
tionnée sont du même ordre de grandeur que ceux déterminés dans les boues liquides 
des stations dô®puration retenues dans lô®tude de filières. Cette grande cohérence des 
r®sultats observ®s permet de conclure dôune part en la robustesse des m®thodologies 
s®lectionn®es et mises en îuvre en laboratoire et dôautre part en la repr®sentativit® du 
mat®riau dôessai sélectionné. 

- Tout au long de lôétude cinétique, le taux de matière sèche (<1% matières sèches) du 
mat®riau dôessai est rest® stable (donn®es pr®sent®es) quelle que soit la temp®rature 
de stockage (5°C, 22°C). 

- Que ce soit pour les coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F- spécifiques, 
les cin®tiques montrent une tendance ¨ la diminution plus forte ¨ 22ÁC quô¨ 5ÁC. Cette 
tendance étant nettement plus nuancée pour les coliphages somatiques. Cet élément 
confirme les hypothèses que la température est un élément critique de la stabilité des 
bact®riophages et par extrapolation un ®l®ment cl® ¨ consid®rer pour lô®tude des filières 

- Pour les coliphages somatiques : à 5°C il faut attendre J96 pour observer une première 
tendance ¨ la d®croissance. J96 ®tant le dernier point de lô®tude, il nôest cependant pas 
possible de conclure. A 22°C, une première étape de décroissance est observée dès 
J28 avec lôatteinte dôun plateau et une seconde phase entre J56 et 
96. L¨ encore cette deuxi¯me phase ne peut °tre confirm®e en lôabsence de point sup-
plémentaire (post J96). 

- Pour les bactériophages ARN F-sp®cifiques : aucune diminution significative nôest ob-
servée à 5 °C. Au contraire, à 22°C, très rapidement une décroissance du niveau de 
concentrations est observée, qui est en-dessous des seuils de performances de la mé-
thode dès J42. 

- Ces données sont cohérentes avec les hypothèses initiales de ce travail avec une sta-
bilité des coliphages somatiques supérieure à celle des bactériophages ARN F- spéci-
fiques vis-à-vis de la chaleur. 
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Figure 2 : Evolution des concentrations (log (pfu/g matières sèches)) en coliphages soma-
tiques au cours du temps dans des conditions de stockage spécifiées a) à 5°C et b) 22°C 








































































