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AVIS
de | 0Agence nationale de s®cur
| 6al i mentation, de | 6environne

relatif au projet d'arrété mo d i f i a n tdu BOGwerit 2020 precisant les
modalités d'épandage de boues issues du traitement des eaux usées urbaines
pendant la crise de COVID-19

L6Anses met en Tuvre une expertise scientifique ind®pendant
L6Anses contadiemeetpri msisprer |l a s®curit® sanitaire dans | e
et de | 6dalimentation et ~ ®valwuer | es risques sanitaires gt
ElI'le contribue ®gal ement ~ assurer d&werdesapneauxtetdélasapé ot ect i o1
des v®g®taux et dobéautre part ° | d6®valuation des propri ®t ®s
Ell e fournit aux autorit®s comp®tentes toutes | es informa
scientifique technique n®c essaires ~ | 6®l aboration des disposit | ®gi

i ions
Tfuvre des mesures de gest-dldurcoddde larsant publigue) arti cl e L. 1313
Ses avis sont publiés sur son site internet.

L6Anses a ®t ®obsed026 paele Ministéré @e ladransition écologique (Direction

généralede | 6am®nagement du | ogement et de | a natur
suivante : « demande d'avis sur le projet d'arrété mo d i f i a ndu 30 adrih2020 precdant

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 | e d®but de |-D9Ppusiel® rdtudes odtemis lera évidear¥ la D

présence de génome (ARN viral) du SARS-CoV-2 dans les eaux usées (EU). Cela a conduit

les Ministeresde| 6 agr i cul ture et de | 6al i menaigerroageen et d
| 6Anses sur |l es risqgqueal d&p gomrdgpre ad d 0 nb adwe sviurutsa
par les stations de traitement des eaux usées (STEU) sur les sols agricoles et les éventuelles

mesures a prendre pour limiter ce risque.

Au cours des mois de mars et avr il 2020, | 6 Anse
possible présence du virus SARS-CoV-2 (agent de la maladie COVID-19) dans les EU, pour
réaliser des appuis scient i f i ques et techniques portant ddune
l i ®s © | 6®pandage de boues (Ansés2020ne2620petoo dud d 25t pPa
part, sur l es risques ®ventuels |i®s ° | 6®pand.
traitement des eaux industrielles (Anses 2020c).
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Le 23 avril 2020, |l 6Anses sbest autosaisie pour
relatives au virus SARS-CoV-2, dans les domaines de compétences de la Direction de
| 6®val uati on d@&mssesr2028gyj ueCet(t@RER)ot e pr ®sente | 06®t a

disponibles au 21 avril 202 0 sur | a pr ®sence, | 6i nfecti-osit®
CoV-2 dans les milieux aquatiques (EU, eaux de surface, eaux souterraines, eaux saumatres,

eaux de mer) , en | ien avec | 6excr®tion f®cale hu
Suite 7 |l b6avis du 2nterminiztériel preackahDles madalitésadiépahdage

des boues issues du traitement des EU urbaines pendant la période de COVID-19 a été pris
le 30 avril 2020.

Cependant , | 6hygi ®ni sation des boues, recommandG@G
30avril 2020 comme pr ®al able " | 6®pandage, nobdest
collectivit®s. Sa mise en Tuvre par ces collect
induit un co%t difficilement supportable soil no
Dans ce cont ext e, deux projets de protocole visant
bactériophages dans les bouesdans | 6attente dbébune m®thode nor
SARS-CoV-2 ont ®t® adress®s ~ | 6Anses par | e minist

15 mai 2020 (saisine 2020-SA-0068).La not e de | 6 Anses relative

objet de porter a connaissance des commentaires et recommandations sur ces deux
protocoles (®tude du taux dodéabattement de bact ®r
indi cateurs dbéefficacit® des (Ahsesa20206. 18er fatbase dk® i nact i
comment aires et recommandations ®mpies rdaapnpso rcte td 6e®
pr ®sentant | es r®sulrttatde des| ademixseoromn ocwVes es
dans le cadre de la présente saisine (cf. ANNEXE 3). De plus, dans cette méme note,| 6 Agence
préconisait, en juin 2020, « en premiere intention de procéder pour les boues non hygiénisées,

a la recherche de génome viral du SARS-CoV-2 directement dans ces boues » en précisant

que ¢ | 6absence de g ®n-6oavR dans lesabbuesdanalysBes,Rd&ns les

conditions de contrble qualité adaptées, ests y nony me dde SARSE€oVe2anfectieux

». Les modalités opérationnelles a respecter et a suivre pour la réalisation de ces analyses

RT-PCR m®r i teraient doéo°tre «canplétées, afi® que les réstiltatd e c a s
obtenus soient suffisamment robustes, pour autoriser, entoutes ®c ur i t ®, | 6®pandage
sans hygiénisation préalable.

Par aill eur s, consi d®rant que |l es dates déentr ®e
19o0nt ®t ® d®finies pour chaque d®partement sur |
de la COVID-19 publié chaque semaine par Santé Publique France (SPF), la question de

|l 6utilisation de cet indicateur pour ®wvel uer I
d®t ermi ner S i | 6®pandage des boues est possi bl ¢
| 6applicabilit® de cet indicateur.

Lébensemble de ces @i Pmeni ® nag®o®dait kda | 6am®nac
et de la nature, la Direction générale de la prévention des risques et la Direction générale de

| 6ali mentation, ~ ®l aborer un pr oj ANNEXEOA afim °t ® mo
de faire évoluerle cadre r ®gl ementaire relatif =~ | 6®pandeze

crise sanitaire.

Dans ce context e, | 6Anses est sollicit®e pour do
particulierement sur les éléments suivants :
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Yy Question 1
Lapertinence dbéappliquer | e taux -1®8idouded®paheébéan
pour d®terminer |l a possibilit® dé®pandre des bou

ce département et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100 000 habitants envisagé.

Yy Question 2

De pr®ciser |l es modalit®s doé®chant i-CoV-dpréaviegge et d
au 3A de Il d6article 1 du projet dobéarr°t® propos®.
Yy Question 3

L a possibilit®, sur | a base du rapportes pr ®ser
bact ®r i ophages dans | es boues de STEU, dbé®pandre
|l 6arr°t® du 8 janvier 1998) d s lors qubelles or
|l es conditions qui ont per mi s sahedesbactériophages,aun t au X
savoir :

1 les boues ayantf ai t | 6obj et débun chaul age avec un t
chaux de 30 % ®quival ent CaO/ MSs, puis doéun s
mais ;

1 les boues ayantf ai t | 6obj et do wanplasciec dhautfaet peyroettaati r e av

doatteindre une siccit® minimale de 80 %.

La possibilit@sdibmRgsandr dydge ®¥ni s®es (au sens de

1998) © | 6issue doébune analyse par | ot caouesir mant

sup®rieur ou ®gal ~ 4 log, d s lors quobéils ont f
T un s®chage sur [|it, puis un stockage dobéune d1
T une digestion ana®robie m®sophile, puis un st

y" Question 4

De formuler des recommandati onBCRconcernant | dut.
T la ou |l es fr®quences mini mal e®@V-216qaunailyseomdwi
drait de faire figurer dans le futur arrété ;

1 la méthode de préparation des échantillons, laprise dbéessai , l a m®t hode
du virus de |l a matrice boue ainsi qgue | a moet
quobi l conviendrait de pr®ciser dans | e proto

nome du SARS-CoV-2 ;
T Il'a matri ce p o éditatidn auglaméthbde RT-RLCR estrequise.

Le présent avis vient en réponse aux questions 1 et 3. Les questions 2et4ontfaitl 6 obj et
débumapport déappui s ci e ndes flabaratoéres elédiést cucRdlei g u e
Recherche et R®f ®rence de | 6Anses ( L@E@bses282l)oi r e dZ¢
(cf. Annexe 5).

Cet avis compl te ilsees dper oldA it sse sd 0pe(AGeEsP2D20cn me n t ®
2020b, 2020g, 2020e, 2020f).

2. ORGANISATION DE LGEXPERTISE

Léoexpertise a ®t ® r ®al i s®e dalhlOs«Quadité anexpaitisec-t de |
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

Lbexpertise a ®t ® coordonn®e par | a Direction d¢
en coll aboration avec | a Direction de | 6®valuat:i
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Lodexpertise rienle vike dawonpoc®mtae nces des comit®s dobe
« Matiéres fertilisantes et supports de culture (MFSC) » (CES pilote) et du CES « Eaux ».
L6ANnses b exxmdera®ueston 3 a plusieurs experts rapporteurs. Ces experts

rapporteurse t | 6s& sosteésnis 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 doa
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.

Lébexpertise sbest appuy®e sur

T la Iitt®rature scientifique ( acseenurgendeete dans
dans | 6®t at de s 3ladécambee 202G sanswisesunearecherche biblio-
graphique exhaustive) ;

T I e r appotrdnsmis@w@d laashisnede sui vi dobabattement des

dans les boues de STEU, du laboratoire nationald e m®t r ol ogi e @fa- dbessa
|l i s® en coll aboration avec | 6UhetlaRPPEE(LNE® de L
2020) (cf. Annexe 3);

1 Les éléments complémentaires demandés au Ministére de la transition écologique a
savoir |l a description de |l a fil elacerdor des s
mité en équipement et en performance des stations sur I'année 2019, la quantité de
matiere séche de boues produites par les stations sur I'année 2019, la commune d'im-
plantation de la station et son code INSEE.

L6Anses a anal y stRidédagsparlles expeds adadt ieur ho®indtion et tout au
|l ong des travaux, afin do®viter | es risques de ¢
|l e cadre de | 6expertise.

Les d®cl arations doéi nt ®r °t s des eerxnpeetr t de sba@aAnNns
(https://dpi.sante.gouv.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS

QUESTION 1 :

31.Taux dbéincidence Ib®pdad®aiD# D-tPet épandage

En ce qui concerne | a pertinence dbéappliqguer 1| e
19 doéun d @pphiié& chague semiaine par Santé publique France pour déterminer la

possibilit® d6®pandre des boues non hytgmeBtni s ®e s
et Il e cas ®ch®ant la pertinence du seuil de 10
|l 6utilisation de <cet indicateur pour esti mer (I

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

Le t aux ddpiresporid duenontbee de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours
glissants. (! existe plusieurs sources dbdincert

Fédération nationale des collectivités concédantes et régies.
2 F®d®ration Professionnelle des Entreprises de | &6Eau.

page 4/ 172



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

Avis de | 6Anses
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

d 6 @ part le SARS-Cov-2 peut étre détecté tres précocement dans les eaux usées générant

des boues bien avant |l es indicateurs ®pid®mi ol o
hebdomadaire ®tant une moyenne, il ne repr ®sent
rapide de | 6®pi d®mi e.

Il existe également une incertitude de nature spatiale, relative aux difficultés dans certaines
situations, " ®tablir une correspondance entre
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 précédent s avi s (@msesl d Ans e
2020c, 2020b, 2020g, 2020e, 2020f) ont été actualisées pour les deux thématiques
suivantes :

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

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

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

Si de nombreuses revues bibliographiques ont été publiées dans ce domaine, peu d'études
nouvelles ont été conduites sur le devenir du SARS-CoV-2 dans les stations d'épuration des
EU depuis début juillet 2020. La plupart ont pour finalité la surveillance épidémiologique du
SARS-CoV-2 et/ou l'optimisation des solutions de traitements des EU. Trois seulement
fournissent des estimations de la présence du virus dans les boues (Carrillo-Reyes, Barragan-
Trinidad et Buitrén 2020; P. M. D'Aoust et al. 2020; Kocamemi et al. 2020) sans toutefois
s'intéresser a l'efficacité des procédés d'hygiénisation. Toutes ces études s'appuient sur des
données de quantification de la présence de génome du virus (RT-gPCR ou RT-ddPCR). Au
vu de la revue de la littérature scientifique, i | sembl e q Wasthaus gt ale(2021) t
aient estimé la survie des particules infectieuses de SARS-CoV-2 (persistance du caractére
infectieux) dans les filieres de traitement des EU.

o Devenir du SARS-CoV-2 dans les STEU

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

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

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

i traitement tertiaire : absence de détection apres traitement par biofiltre / boues acti-
vées puis chloration (Carrillo-Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020); Westhaus et
al. (2021) annonce également une réduction en concentration de génome aprés 0zo-
nati on mataysr pa des données ;

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

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

y" Haramoto et al. (2020) notent la présence du génome de SARS-CoV-2 dans les EU ayant
subi un traitement secondaire (2,4 x10° copies de génome/L) alors que le génome n'est
pas détecté dans les EU brutes. Les auteurs attribuent ces résultats inattendus a des dif-
f ®r ences de pr ®parati on bmtpesterte dddeEsU @ a had nt t®ielsl. o n d
aussi s'expliquer par le rble protecteur joué par les matiéres en suspension dans les EU
pour les virus, évoqué par plusieurs auteurs (Kweinor Tetteh et al. 2020; Tran et al. 2021).

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

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

o Laprésence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les eaux usees et les boues

Les résultats relatifs & la présence du génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues
présentent, quant a eux, un tableau plus homogene. Confirmant les travaux de Balboa et al.
(2020) et de J. Peccia, Zulli, Brackney, Grubaugh, Kaplan, Casanovas-Massana, Ko, Malik,
Wang, Wang, Warren, Weinberger et Omer (2020), les trois nouvelles études identifiées a ce
sujet font état de détections fréquentes de génome dans les boues :
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T 79,2% a 92,7 % des échantillons (n=24) de boues primaires prélevées dans deux
STEU canadiennes et avec des concentrations 1,7 x10 % a 3,8 x10 °® copies de gé-
nome/L3 (P. M. D'Aoust et al. 2020) ;

1 45 % des échantillons de boues activées (n=22) prélevées dans deux STEU de Mexico
(Carrillo-Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020) ;

{1 a des concentrations significatives (1,17 7 4,02 x 10* copies de génome/L dans les
boues primaires ou secondaires (boues activées) d'une STEU d'Istanbul (Kocamemi
et al. 2020) ;

Ainsi, loin d'étre contradictoire, I'ensemble de ces résultats illustre le probable transfert du
génome viral de SARS-CoV-2 des EU vers les boues au cours du traitement des EU (Carrillo-
Reyes, Barragan-Trinidad et Buitron 2020; Kumar et al. 2020; Kweinor Tetteh et al. 2020; Tran
et al. 2021). La répartition du virus entre les phases solide et liquide et les différences de choix
méthodologiques entre études en matiére d'échantillonnage et de préparation des échantillons
pourraient expliquer, au moins en partie, les apparentes divergences évoquées

précédemment au sujet de l'efficacité des pr oc ®d ®s de traitentent mi s

phénoméne de transfert nous indique que la mesure de l'efficacité des solutions de traitements
des EU (appréciée a l'aune des quantités de génome viral présent dans les effluents liquides)
n'est d'aucune aide pour apprécier le devenir du génome viral de SARS-CoV-2 dans les boues.
Il ne nous dit rien non plus sur le risque sanitaire associé a ces boues puisque I'ensemble des
informations présentées ci-dessus ne porte que sur la présence de matériel génétique sans
précision sur le caractére infectieux du virus. Comme cela a été montré pour d'autres virus
enveloppés (Kumar et al. 2020; Y. Ye et al. 2016a), cette possible adsorption du SARS-CoV-
2 sur les constituants solides des boues pourrait permettre une meilleure protection des
particules virales en les soustrayant de I'effet des produits détergents et antiseptiques présents
dans I'eau (Kweinor Tetteh et al. 2020), expliquant ainsi les résultats de Zhang et al. (2020)
évoqués plus haut.

o Persistance du caractére infectieux du SARS-CoV-2 depuis | 6 excr ®t i
j u s gua boues produites par les STEU

De nombreuses études font état de la présence dans les selles du génome du SARS- CoV-2
sans toutefois mettre systématiquement en évidence la présence de particules infectieuses
(Wolfel et al. 2020; F. Xiao, Sun, et al. 2020; Zang et al. 2020; Zheng et al. 2020). Dans leur
revue bibliographique, Cevik et al. (2021) soulignent que, malgré des durées d'excrétion en
ARN potentiellement relativement longues (17,2 jours en moyenne avec un maximum a 35
jours), aucune daslesselestaprEsenc®de pacticul®s infectieuses plus de

9 jours aprés le début des symptomes, méme sid 06i mpor t ant es (tOhal0ges vir

copies de génome/g) étaient observées. lls en concluent que les quantifications de la présence
du génome (ARN) du SARS-CoV-2 dans les selles ne devraient pas étre utilisées pour évaluer
les risques infectieux liés aux boues.

L'unique articler et r ouv® quant 7 FOV-2dares s BEUNns mont@ pas de
présence de particules virales infectieuses dans les EU malgré la présence d'ARN viral
(Westhaus et al. (2021)). Ce constat est en accord avec les observations faites par S. G.
Rimoldi, Stefani, Gigantiello, Polesello, Comandatore, Mileto, Maresca, Longobardi, Mancon,

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

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

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

o Efficacité des procédés d'hygiénisation des boues

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

i1 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
16 A R N virdsudans des boues prélevées en STEU ;

i1 Ahmed, Bertsch, Bibby, et al. (2020), Bivins et al. (2020) et Wurtzer, Waldman, et al.
(2020) soulignent l'influence significative de la température sur la perte d'intégrité de
I'ARN et/ou du caractere infectieux du SARS-CoV-2 dans les boues et/ou EU.

3.3. Analyse du rapportd 6 ®t watsmis avec la saisinerelative”™ | 6abattement

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 :

y La premi re ®tude vise ~ d®finir | es cin®tique

phages, les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques, dans des
boues activées en aération prolongée (liquides) issues de la STEU de Reims, en conditions
de laboratoire contrdlées. Le suivi est mené a deux températures : 5 °C et 22 °C pendant
96 jours, le suivi a 35°C (température observée notamment en méthanisation mésophile
ndayant pu ° tisorede cofiiraihtes se@niques). Cette étude vise selon le rap-

port © d®finir des conditions de s4tuoitésdogayy e

qui

rithmiguesd 6 abatt ement (soit 99,99 % dbéabattement).

4 Nombre de virus infectant 50% des cellules en culture par mL
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Yy La deuxiéme étude présentée a été réalisée en conditions réelles (insitu) af i n dodé®val u

t aux doa ldestdéeur mémesttypes de bactériophages (coliphages somatiques et
bactériophages ARN F-spécifiques) aprés stockage des boues brutes pour une sélection
de STEU utilisant des procédés de traitement des boues différents (stockage non aéré de
boues liquides, chaulage (filtre presse ou post-chaulage), filtres plantés de roseaux, sé-
chage sous serre, lits de séchage, digestion anaérobie mésophile).

o Rappel préliminaire (Avis saisine 2020-SA-0069)

llconvientde soul i gnerl|Afpesd2020fpdul9 jEn 20208 portant sur le projet de
protocolesd 6 ®t u d e s postéieerement @Ind i n i tau lartcement deg dtudes.

Dans cetavis, 6 Ans es

1 confirmaitque,«pour | es boues ndayant pas subi de tr
de I darr°t® du 8 janvier 1998), |l es protocol
desi ndi cateurs doéefficacit® de traitement doi
des connaissances. » ;

1 soulignaitque«l e | i en sp®cifique entre |l a cinA®tique
spécifiques et des phages somatiques utilisés comme indicateurs et la disparition des
coronavirus SARS-CoV-2 , reste ° d®montrer et gubdben | 6dab
SARS-CoV-2, les conclusions resteront difficiles & généraliser » ;

i précisait égalementque«d 6 aut res approches, plus dnrectes

de | dabsence du g ®oov-theansves boads nod hygiéhiséBsSour-

raient permettre de s 0asGou-? iafectiedxedant cessdelsence d

niéres »

331Validation du protocole dbéanalyses des bact ®r i c

bactériophages ARN F-spécifiques)

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

comme mod | es de virus pat hog nmlphageasomatiquess

bactériophages ARN F-spécifiques et bactériophages de Bacteroides fragilis. Deux groupes
ont ®t ® retenus danNEQ@®t ude men®e par | e

Ldanal yse suiNFENG®S® 1nh5-IhetsNF EN ISO 10705-25. Toutefois le
paragraphe « Matériels et Méthodes » aurait mérité plus de précisions.

Les experts estimentqu e | 6 ®t u daeraitgagné®n pedinerce si, en complément de
la STEU de Reims (stationd 6 u n e g r a n doeuescaatipéascfdibte @harge), des petites
stations (< 200 EH) avaient été intégrées dans cette premiére étude. En effet, ces petites

STEU se heurtent a la méme problématique mais avec peude moyensd 6y r e m®di er .

ce choix logistique (notamment le volume des échantillons et la proximité avec le laboratoire
d 6 a n g éstycengréhensible au vu des délais de réalisation.

Le protocole doé®l ution aurait m®rit® doé°tr
du tampon utilisé. Les calculs des rendements de récupération des bactériophages dans les
boues et les incertitudes de mesures ne sont pas explicités, mais globalement les auteurs

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

6 AFNOR. 2001. NF EN ISO 10705-2 Octobre 2001. T90-440-2. Qualité de l'eau - Détection et dénombrement des
bactériophages - Partie 2 : dénombrement des coliphages somatiques
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semblent suivre les procédures de validation de la norme 1SO 10705-3’. Il est a noter
Il 6uti |l i sat i osrésditats desicpritrbles posités.et négatifs ne sont pas fournis.

Les deux conditions de température testées semblent raisonnables vis-a-vis de la
connaissance des petites STEU et assez proches des conditions testées dans la littérature.
Eneffet, desét udes doéi nact iCo\a2ai4etr23°d dans3es RBsont rapportées
(Bhowmick et al. 2020). Par contre, il est dommage de ne pas avoir testée la température de
miseeni uvr e d®pmamgraphe 4.3.3 durapport du LNE (2020) (qui serait généralement
de « 35 °C »).

Le protocole nbdest p axréplicatioas, reasd ressort@lladecture dyu a n't

rapport quéi |l -réplicationi(dvec & ehaqoes pas dkdemps 1 flacon, 3 prises
dbessai par flacon et 3 r®plicats techniques, S
M® me soi l neappoet metr ®p h & s at itatistiqudspibestadnfprme aux s

lignes directrices établies par AQUAREF (laboratoire national de référence pour la surveillance
des milieux aquatiques) pour conduire et valider des études de stabilité des paramétres
physico-c hi mi ques dans eduéLardyd-omtam et lealerd 2017). On calcul des Tgo
aurait été pertinent et aurait permis une meilleure comparaison aux résultats de la littérature.

332Validation de 1 6utili sat iFetdescteiphadea som&RBigue® phages
comme indicateurs indirects dobéefdv2cdarsilas® dbéaba
boues
3.3.2.1. Cinétiguesd 6 ®1 i mi nati on des **Baude}] ®r i ophages (1
o Cin®tiques dbéinactivation des bact®riophages
La premi re partie du rapport vise ° d®finir |

bactériophages nus (coliphages somatiques et bactériophages ARN F-spécifiques) dans les
boues liquides non traitées en conditions de laboratoire contrdlées. Le suivi est mené a deux
températures : 5 °C et 22 °C pendant 96 jours.

Les résultats de | 6 ®t ud e pamdéMERE020), montrent que les deux types de
bactériophages ont une persistance différente vis-a-vis de la température. Les coliphages
somatiques semblent résister plus longtemps au stockage a 22 °C (aucune inactivation totale
observ®e pour |l es coliphages somati quouelessur | a
bactériophages ARN F-spécifiques pour lesquels une inactivation totale (inférieure a la limite
de quantification LQ) est observée au bout de 42 jours. Les observations a 5 °C ne montrent
pas de décroissance notable dans les 96 jours quel que soit le type de bactériophages. Ceci
est en accord avec la littérature : les micro-organismes ont des taux de décroissance plus
élevés au-dessus de 20 °C et plus faibles a des températures < 15°C (Bertrand et al. 2012;
Korajkic et al. 2019; Muirhead et al. 2020). De plus, les coliphages somatiques sont en général
plus résistants aux traitements thermiques que les bactériophages ARN F-spécifiques (Mocé-
Llivina et al. 2003) et persistent plus longtemps a faible température (Lee et Sobsey 2011;
Sokolova et al. 2012).

o Bactériophages et SARS-CoV-2

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

1 néa pas @cs®lrmetliauv®® adare doé6®tudes comparant
SARS-CoV-2 ou dobautres coronavirus dans | es boues
somatiques et/ou des bactériophages ARN F-spécifiques

Ainsilbapproche retenue a ®t®

1 de comparerlesdonnéesdel 6 ®t ude c LNE®O20)paueles thactériophages
étudiés (coliphages somatiques et bactériophages ARN-F spécifiques) aux données
disponibles dans la littérature pour le SARS-CoV-2, mais égalementpourd 6 aut r es vi r t
ou phages pouvant étre considérés comme modéles du SARS-CoV-2 (tout en prenant
en compte leurs similitudes et leurs différences par rapport au SARS-CoV-2) : virus
nus et enveloppés (dont virus pathogenes entériques et coronavirus) et autres bacté-
riophages (phage T3 (Podovirus, col i phage s o maQystayitue phagep hag e
enveloppé)) et coronavirus animaux MHV, TGEV et FIVP ;
i dans les matrices eaux (EU, les eaux destinées a la consommation humaine (EDCH),
les eaux récréatives et les eaux de surface) et non dans les boues ; toutefois, il faut
noter qudune comparai son bas®e sur | e stockag
nbest pas n®cessairement repr®sentative du s
constituent une matrice plus complexe.
Depuis le début de cette crise sanitaire, des études ont été menées sur la persistance du
SARS-CoV-2 dans les EU, les eaux de surface et les EDCH en utilisant des outils de culture

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

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

Une méta-analyse a montré que les taux de décroissance des coronavirus humains (SARS-

CoV-1 et HCoV) et a rhépatiteumuring (WMHM), wisus db da gastio-entérite
transmissible (TGEV), virus de la péritonite infectieuse féline (FIPV) dans les eaux (solution

aqueuse tampon, eau distillée, EDCH, EU, eaux de surface) sont du méme ordre de grandeur

gue ceux du bactériophage 0 6 et de virus non enveloppés (entérovirus, rotavirus, norovirus,

virus hépatite A, adénovirus, astrovirus, coliphages F-spécifiques et somatiques) (Silverman

et Boehm 2020). Bivins et al. (2020) rapportent un Ty, (temps nécessaire pour atteindre un 1

| og d o ab mdyeneeel jourgpour les particules infectieuses de SARS-CoV-2 en faible
concentration initiale (10°/mL) dans des EU placées a température ambiante et en moyenne

1,6 jour pour une forte concentration initiale (10%/mL). lls ont également estimé un Tgo moyen

de | 6 ARN -QoV-2 @mdRiSentre 28 et 8 jours dans des EU pour des températures

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

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

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

Un travail dbdéanalyse bi bl i-©oy-2,dgs irusqusetenmpeoppés c o mp ar
dont des phages est disponibledans | es pr ®c ®d e n(Anses 2020c, 202@he | 6 An s
Des revues de la littérature sont disponibles sur la comparaison de la persistance respective

des virus nus et enveloppés dans différents milieux incluant les EU et les eaux de surface
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(Boehm et al. 2019; Wigginton, Ye et Ellenberg 2015; Y. Ye et al. 2016a). Elles montrent que

les virus entériques sont plus résistants au stockage en dessous de 50 °C que les coronavirus

(Anses 2020c). Au vu de ces travaux bibliographiques et particulierement de la figure 3 de

ladis Anses (2020 c) compar ant | 61 nact |deaitus enveloppés etvdesr us n u
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 0 6. Silverman et Boehm (2020)
indiqguent que le taux de décroissance du bact ®r i ophage 06 est tr s pr
coronavirus dansleseaux, mai s néont pu conclure suwbcomme pertin
indicateur de traitement des eaux (traitements considérés : chloration et rayonnement UV). |

nbest donc pas nwn cradielulrewdbéef ficacit® de traiteme
ou les bactériophages a ARN F-spécifiques, dans ce cas précis.

Les bactériophages peuvent étre détectés d an s Ipar alesuméthodes normalisées,
relativement rapides et peu colteuses (NF EN ISO 10 705-1 et NF EN ISO 10705-2). Leur

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

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

syntheése bibliographique (Jofre 2016). Il y apparait que les corrélations possibles entre la

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

dans I'eau donnent des résultats contrastés. Toutefois, Jofre (2016) estime que les coliphages
somatiques et les bactériophages ARN F-spécifigues sont de meilleurs indicateurs de la
contaminati on vi r que ¢es lthd@éoias iindidatmices fécaes adtuelles (i.e.
entérocoques intestinaux et Escherichia coli) dans les eaux de | 6 envi ronnement (¢
surface, eaux souterraines, eaux de mer) et les eaux usées. En revanche, Carducci, Arrighi et

Ruschi (1995) indiquent que les coliphages somatigues ne sont pas nécessairement un bon

indicateur des entérovirus dans les EU. Les preuves épidémiologiques montrent

une corrélation entre les concentrations de bactériophages dans les eaux récréatives (eaux

douces et eaux de mer)etl 6exc s de mal adies pouvait °tre
entériques, fievre, nausées) (US-EPA. 2015).

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

La question sous-jacente a ces études est de savoir si le comportement des coliphages
somatiques et/ou les bactériophages ARN F-spécifiques peut étre représentatif de
| 6i nact i v a{CoVeZrsuitelduun tBakeRént et/ou un stockage des boues.

a  Conclusions au regard de cette premiére étude et de la bibliographie disponible
L6®t at actuel dreGa pcpoonrntael spance&® ®ment s lidhai sant
sp®ci fique entre | a , odans ®dsi lpues, ded dbadbéeophagesne n t
(bactériophages ARN F spécifiques et coliphages somatiques) et la disparition du SARS-CoV-
2.
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L6®t at actuel des connai ssances ne permet pas do
étre retrouvé dans les selles dans les EU ou les boues traitées.

Néanmoins, les phages pourraient étre considérés commer e pr ®s ent ati fs doéun ce
de virus nus (notamment des entérovirus). Le SARS-CoV-2 est supposé étre inactivé

beaucoup plus rapidement que les virus entériques humains non enveloppés avec une

transmission d'origine hydrique connue (WHO 2020a, 2020b). Les bactériophages peuvent

donc étre considérés comme des indicateurs indirects qui pourraient permettre d 6 e st i mer

| 6efficacit® des tavaist edmee nltdsi/nsatceCoWdagtei ovni sdu SARS

Ainsi, dan s | 6att ecapablesdl ®@ppade $ er des ®| ®ment s perm
démonstration du lien spécifiquee nt r e ci n®t i que dbdabattanédtguet des
doabat t eSARSGoV-2ldans les boues, lamesurede|l 6 abattement en bact ¢
comme indicateurs indirects per mett ant dedfefsitd aeirt ® | des fi
traitement/stockage vis-a-vis des virus, et notamment du SARS-CoV-2, constitue le

d®pl oi ement ddédune appr oc hcensidéiéeRcommeaqacaptabdee | 6abat t e

o Seui l dbabattement

Un abattement supérieur ou égal a 4 log en coliphages somatiques est proposé dans le projet
déar,avant @andagedes boues trait®es (avec undsé®chage
minimale de 1,5 mois ou traitées avec une digestion anaérobie mésophile, puis un stockage

déune dur ®e moisn.L hheaf &€ i d a ctédnter®dded dauxipeuttse raesurer par le

taux dbébabattement g ued une réquetionnde t4 lod dua titre eiralnedtr e
commun®ment admi se pour qualifier (Afgsa 2007;ai t e men
Santé_Canada. 2019). On définit ainsi une faible réduction quand le taux de réduction est

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

quand le taux de réduction est supérieur a4 log.Les processus dbéinactivati
plus souvent valid®s | or s geddeusnt aabtattetienne ndtd alporg asr i
par | 6 Ad e melissalde etlad. 9394). Ce seuil de 4 log est un seuil réeglementaire

francais (Arrété du 2 aolit 20108 pour | 6 abat t eophagest ARN R-spécifiques®@n i
entérocoques intestinaux et en spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices avant

rutili sation des eaux uUs®es, mai s seul ement po
(seul niveau de qualité permettant une réutiisat i on des EU pour Il 6irrig
maraichéres, fruitieres et légumiéres non transformées par un traitement thermique industriel

adapt® et pour Il dirrigation des espaces verts et

Il pourrait étre ainsi considéré que les traitements/stockages permettant de conduire a un

abattement supérieur ou égal a 4 log en bactériophages (coliphages somatiques et/ou
bactériophages ARNF-s p®c i fi ques) dans | es boues  rpaquwrbruani en
abattement en SARS-CoV-2 suffisant (supérieur par rapport aux bactériophages) est

également obtenu. Toutefois, aucune des conditions testées en laboratoire dans cette
premiere ®t ude ci n®ti que du LNE (2020), ne gseir met do@
99,99 %).

8 Arrété du 2 aoQt 2010 relatif a I'utilisation d'eaux issues du traitement d'épuration des eaux résiduaires urbaines pour l'irrigation
de cultures ou d'espaces verts. NOR : SASP1013629A. JORF n°0201 du 31 aodt 2010
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3.3.3.Suivi du stockage des boues in situ (2°™¢ étude)

La deuxiéme étude présentée a été réalisée en conditions réelles (in situ). Elle propose de
mesurer les teneurs en bactériophages (coliphages somatiques et bactériophages ARN F-

spécifigues) entre des ®chantillons en amoet eddeeni Mok
ainsi un t au.Cettd étdd aététmendesartune sélection de STEU utilisant des
procédés de traitements de boues di ff ®r ent s. Cett e -trpitteraui e de

laboratoire Eurofins Expertise Microbiologie France concernant les analyses des
bactériophages ARN F-spécifiques, des coliphages somatiques et de la matiére séche.

3.3.3.1. Choi x et repr®sentativit® des stations dbo

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

Par ailleurs, comme le montre la figure 1, les échantillons de STEU utilisés dans cette étude
ne sont pas représentatifs du parc frangais en termes de capacité nominale de traitement. Les
STEU de capacité nominale supérieure a 2 000 EH sont surreprésentées et les trés petites
STEU (< 200 EH) s 0 rdeé ce b ssk negredable ahecesl dér@dres sont
également concernéespar | es objectifs du projet dobéarr°t ®.

50%

40% m France (2016) m LNE (2020)

30%

20%

Proportion

10%

0%

<200 200-<2000 2000-<1000010000-<100000 > 100000

Classe des capacités nominales des STEU (EH)

Figure 1. Répartition des STEU selon leur capacité nominale en France en 2016 (source site internet du
Ministére chargé de I'écologie-base de donn®es Roseaud)d@apdasssi &
| 6 ®t u ONE (2029)

Les prélévements ont été réalisés par les exploitants des STEU, comme cela est prévu dans
la réglementation (Arrété du 8 janvier 1998). Néanmoins, méme si la méthode employée
semble permettre dbébobtenir des ®chantillons repg
prélevements soient réalisés selon les dispositions prévues par la norme

° Pageinternet«LdenvironnemeinRapgemorFr anwre | 6 ® at de | édenvironnement . Loa
usées » (fiches thématiques mises a jour le 24 mai 2019. Consultée le 9 janvier 2021.https://ree.developpement-
durable.gouv.fr/themes/economie-verte/activites-de-l-economie-verte/traitement-des-eaux-usees/article/I-assainissement-
collectif-des-eaux-usees
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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 5667-13'°. Ceci est notamment important pour les lits plantés de roseaux

(rhizocompostage). Pour cette fili re de traite
dédenviron 4 ans avant extraction pour atteindre
(EPNAC 2011), |l a prise doé®chantillon doit se faire pa
proportionnel au volume de boues a vidanger. Ainsi, par exemple, les prélevements sur un site
néont pas r espectle® terops sle sdjous rp ® @it duie den quelques mois
(alimentation débutée en janvier 2020 et derniére alimentation faite le 12 juin, avec un
prélevement le 16 juin 2020). En toute rigueur, les résultats concernant cet échantillon ne
devraient pas étre pris en considération.
Le transport des échantillons a été assuré par le laboratoire Eurofins (conditionnement et
température controlée pendant le transport). A la réception au laboratoire, un controle de la
gualité des conditions de transport des échantillons a été réalisé.
Le nombre de filieres de traitement/stockage des boues échantillonnées est compris entre 1
et 10 (cf. tableau 1).
Tableaul. Fili res de stockage et de trait éMtg2020)etimombrdoues sui
de STEU correspondant. Extrait de LNE (2020)
Stockage non aéré de boues liquides 10
Centrifugation et stockage en benne 1
Boues chaulées
- Filtre presse 5
- Post chaulage 4
Lit de séchage 3
Filtre planté de roseaux (FPR)
- Rhizofiltration 3
- Rhizocompostage 6
Serre solaire 4
Serre avec plancher chauffant 3
Digestion anaérobie mésophile 3
De maniere générale, les procédés de traitement et/ou stockage appliqués aux boues sont
décrits, toutefois pas toujours de maniére homogéne (ex : pour la méthanisation le temps de
séjourdans | e digesteur ndest pas pr®ci s® de | a m°m
s®l ection des sites incl:usildaans®tl® ®thuadiesis oth& ° tprre
diverses situatons g®ogr aphiques (l ocalisation et nombr e
traitement existant sur | e sol m®t ropolitain. M
compte un nombre minimal souhaitable pour permettre une approche statistiquement
acceptable (ex : un seul site pour la centrifugation et le stockage enbenne) . Ce poi nt node:¢
peu discuté dans lerapport. La r echerche de repr ®semncéepointingei t® no
remet pas en cause la validité des choix faits.
Enfin, les sitessonti nt ®gr ®s de mani re volontaire dans | 6®

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

0 AFNOR. 2011. NF EN ISO 5667-13 Juillet 2011. T90-511-13. Qualité de I'eau - Echantillonnage - Partie 13 : lignes directrices
pour I'échantillonnage de boues.
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STEU étaient issus dun questionnaire identique envoyé a toutes les STEU par les
organisat eur s detelge®Pr ®de dans |l a version initiale di
utili s®e poulAdsesG®W20perti se de

Afin de sbGassurer depr®sengatuvi t@uddes!l @®Rsudés ad
demandé des données complémentaires qui ont été fournies par le ministere en janvier 2021.

Ces données concernen t |l es di ff ®rentes S:pbdictignpe boves,| 6 ann ®:
conformit®s en ®qui pement et eationpelaSTBU etfdiemec e, ¢ on
« Eau » de la STEU). A partir de ces données, il apparait notamment que la production de

boues de plusieurs STEU (STEU 1i 500 EH ; STEU 21 4 000 EH ; STEU 37 5000 ; STEU 4

-5 500 EH et STEU 57 41 000 EH) est relativement faible, soit12% de | 6 ®c hanti |l |l on
En effet, de maniére générale (DEB 2009), un EH produit annuellement entre 15 et 20 kg de

matieres seches, soit 0,015 &4 0,020 TMS/an/EH ; au vu des données fournies par le ministére,

les STEU citées ci-dessus ont des productions comprises entre 0,001 et 0,005 TMS/an/EH.

Vu les quantités de boues produites par | e s STEU s®l ectionn®es da
repr®sentativit® au niveau national ndest pas as

Ces différents éléments de méthode mettent globalement en avant la difficulté de la réalisation
doune telle ®tude dautarg pourite choir dep STEW que gour & bamrie
application des méthodes de prélevement des boues qui restent une matrice complexe.

Mal gr ® | 6i mfpowné des domclusiohs®tatidtiguement validées a partir des données
disponibles, les résultats obtenus, adossés a ceux recensés dans la bibliographie, permettent

do®t ablir plusi eur s rférentesfitaes dearhitencentsstockages déses di f
boues suivies.

De maniére générale et quel que soit le traitement appligué aux boues de STEU, les
abattements obtenus pour les coliphages somatiques et les bactériophages

ARN F-spécifiques sont trés comparables. Il est ainsi considéré suffisantd e n 6 waminima s e r

que | es coliphages somatiques comme indicateurs
boues de STEU vis-a-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante

dans les boues non traitées et une persistance légerement supérieure vis-a-visdel 6 i nact i vat i
thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques.

3.3.3.2. Taux dbdbabattement en bact®riophages et ef

A noter que cette étudeinsitul es t aux driesuréa potir esrbaatétiophages ne sont
pasderéelst aux dbéabbéesement yses nbdayant pas s@M ® r ®al
dans le temps (analyse des boues non traitées (Co) puis analyse de ces mémes boues aprés
traitement/stockage (C)).

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

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

|l e rapport ne peut donc °tre consi d®r ®e comme un
mais plutét comme une efficacité relative du traitement/stockage.

Ainsiavec des syst mes ° |1 6®quilibre, des temps de
et des entrées relativement constantes, c e cal cul doepefmetmarsad d a ®oirel dé &
valeurs et de comparer des lots entre eux est utilisab | e pour esti mavaleirbabatt
obtenue ne saurait valprdec®d®@ef fli carcdc o ® me®ed ¢
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 (t aux dbéabattement
relative) peuvent permettred 6 est i mer | e seuil doéabattement en

Toutefois, il est a noter que la mesure de l'efficacité relative n'est pas celle actuellement décrite
dans le projet d'arrété qui indique que pour chaque lotdeboues ®pandu, | e taux
en coliphages somatiques est calculé en comparant sur ce méme lot la concentration en
coliphages somatiques mesurée dans les boues brutes non traitées (CO) et celle mesurée

dans les boues traitées apres stockage (C).La mesur e de | d6efficacit® re
®gal ement pr® ue dans | e projet dbéarr°t®.
3.3.3.3. Seuil déabattement

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

rapport du LNE (2020) pour valider |l 6efficacit® du trai
Cet abattement considéré plutdt comme une efficacité relative est obtenu en comparant la
concentration en coliphages somatiques dans des boues non traitées et dans des boues aprés
traitement/stockage.

Dans le cas ou la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieure
a 10* UFP'Y/ g de matiére brute :
T la v®rification de | 6dabsenc épantage @andléspntitesge s s or

de détection de la méthode) pourrait servir a valider la possibilité d'épandre la boue
traitée/stockée ou ;

T une augmentation de | a pr susbeitedwosdsladilutionor s de
desbouespourrait permettre de .mesurer | d6efficaci

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

bouesé m®r i ter ai't dé°tre d®finie dans |l e projet d

suivante de la commission permanente des épandages (CPE) du bassind 6 Ar t oi s Pi car
(CPE-Artois-Picardie 2017) : « Un lot représente une quantité de matieres produites sur une

période identifiée dans des conditions analogues. Il est caractérisé par une analyse
repr®sentative de |l a p®riode de production. Son
sur une ou plusieurs parcelles agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une

analyse des paramétres agronomiques et des éléments traces métalliques. On veillera a ce

gue cette (ces) analyse(s) soi(en)t représentative(s) du lot produit sur une période donnée.

Dans le cas des boues liquides, un lot sera nécessairement restreint a la capacité du stockage.

Sile nombre devidangesdu sil o exc de | e nombre dbdédanal yses
des analyses complémentaires seront nécessaires a une bonne gestion par lot. ».

3.3.34. Boues « chaulées » s u i v i stackagen
Avissurl a possi bil it ®@ouwkdmp hygidniséesfleas sens de | darr?”
janvier 1998)ayant fait | 6objet dbébun chaul age avec un

chaux de30% ®qui val ent CaO/ MS puis doébun stockage dou

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

11 Unité Formant Plage
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En _ce qui concerne le post-chaulage, le descriptif théorique donné dans le rapport du LNE

(2020) est le suivant: « le chaulage est basé sur le malaxage de la boue avec de la chaux vive

(chaux issue directement de la calcination du calcaire), stockée dans un silo dont la capacité

est généralement supérieure a 20 m®. Il se produit une réaction chimique exothermique
(d®gageant de | a chaleur) per mettant |l 6obtenti o
(siccité supérieure a 30 %) ». Ce descriptif de traitement correspond bien & un traitement

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

traitement, le s boues ont ®t ® trait®es avec de | a chau
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 nbest jamais pr BNE(2028). dans | e document du

En ce qui concerne les traitements préalables & une déshydratation par filtre-presse, la

description faite dans le rapport du LNE (2020) précise que les boues sont préalablement

égouttées avec ajout de différents réactifs (polymeére, chlorure ferrique et lait de chaux), avant

dé ° tpressées entre des plateaux dotés de toiles filtrantes, & une pression voisine de 15 bars.

Toujours selon ce rapport, la boue ainsi produite est solide, stabilisée et riche en chaux. La

siccité moyenne attendue est supérieure a 30 %. Sur les 5 sites retenus pour ce traitement, la
descriptondut ype de chaux wutil i s® Hibdeshaux (Rasites; ttaaxuj our s
incorporation 37 a 45 %), chaux incorporée a 30 % (sans précision sur la nature de la chaux)

pour 1 site, conditionnement minéral pour 1 site et aucune précision pour le dernier site). Les

boues ainsi traitées sont stockées environ3 moi s ~ | 6exception dbébune bo
35 jours.

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

Seuls 4 des 9 sites étudiés montrent un traitement des boues conforme a la proposition du
projet doarr °t @ lascbhauxsupérieuretou égald ae3th% Bquivalent CaO/MS,
Sui vi dédune dur ®e d des guartitéskdae ghaux dpportées sort pasfais
moindres et les durées de stockage ne sont pas toujours a 3 mois minimum. La description
des proc®d®s ai nsi mi s ineompleéteuvr e est disparate et

Léanal yse des donn®s s ouhNEs(2020) moatresun dbattemerd ppor t
supérieur a 4 log pour les coliphages somatiques et supérieur a 3 log pour les bactériophages
ARN F-spécifiques pour les deux traitements a la chaux considérés (post-chaulage et

conditionnement pr®al able ° un pleadsbavgsétudédes f i |l tr e
(bien que seulement 4 des 9 sites répondent aux exigences définesdans | e projet dboé
taux minimum doéincorporation de )chaux et dur ®e n

Anoterqudbdéenti tog do®cart dans | es olplages somdtiquast i ons i
(6,5 - 7,5 log UFP/g MS) et les bactériophages ARN F-spécifiques (4-6 log UFP/g MS) avant

traitement est observé. amhafyse détaillée des données du rapport du LNE (20200mont r e qu6i |
y a une efficacit® relative moyennetypasdbdabatt em
bactériophages.

En conséquence, considérant les abattements observés, leshoues, ayant ddapast- | 6 obj e
chaulage ou doéune iincorporation de c hataton pprrfi®ea!l abl em
presseavec un taux doéincor por a®%iéqunalemCadDiM@sumdde nc h a u x

st oc k a@duréd @inimale de 3 mois, pourraient étre épandues. La représentativité des
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STEU choisies, lenombre d 8 ®c hant i | | ons detla descrptos dea pracédgss ® e s

sont considéreés insuffisants pour établir une recommandation formelle et générale par rapport

au traitement/stockage proposé. Ainsi dans | e cadre de | danpaxe 2 di
chaque | ot de boues, il conviendra de sodoassurer

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

Un sui vi des condi recoommandéd Gaix pvli oidtua tt iaaunx @t ncor pc
dans les boues, de la siccité des boues et de la durée de stockage avant épandage).

A noter que tous les traitements a la chaux ne peuvent étre considérés comme hygiénisants.

Léhygi ®ni sati on <a éffecivenient dépendamteadu tyfze giee chaux utilisée

(vive ou éteinte), du pH atteint (pH > 12), de la durée de maintien de ce pH et également de

la montée en température observée apres chaulage. Ainsi, les données présentées dans le

rapport du LNE (2020) ne permettent pas de s 6assur er du car,amas$ re hy
s e u | e me précier te$ abbgitements en bactériophages pour les traitements considérés.

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

Avissurl a possibilit® dé®pandre (@aes bdenmssdeohdbaygf
janvier 1998) et ayant fait | obj et déun s®chage sol aire ave
permettant dbéatteindre u%e siccit® minimale de 8

Dans ce procédé,| 6 ®ner gi e sol aire capt®e au niveau de se
des boues placées en couche mince sur le sol (séchage solaire simple) ou sur un plancher

chauffant alimenté par une pompe a chaleur. La serre est équipée de ventilateurs/extracteurs
permettant un renouvellement de | 6air delitNElI 6 ®vac!
(2020), la siccité des boues ainsi stockées dépasse les 70 %.

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

En ce qui concerne le séchage en serre solaire avec plancher chauffant, 3 sites ont été étudiés.
Le temps pendant lequel les boues sont restées sous serre n 6 e s t pas <cl airemen
(5 semaines, précisé pour seulement 1 des 3 sites).

La description des pr oc®d®ansidéréest re s 1Ti inwcroempd s tt et, o
par exemple pas précisé si les boues sont retournées au cours de ces séchages, combien de
fois et a quelle fréquence.

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

Léoanal yse edsoamisesodans @ rapport du LNE (2020) montre un abattement
supérieur a 4,9 log pour les coliphages somatiques et supérieur a 4 log pour les
bactériophages ARN F-spécifiques pour les deux traitements considérés (serre solaire simple
ou avec plancherc hauf fant) et | 6ensemble des boues ®tudi

En conséquence, considérant les abattements observés, les boues ay a n't fait | 6obj
séchage solaire simple ou avec plancher chauffant et per met t ant do6adtd ei ndr e
minimale de 80 % pourraient étre épandues. La représentativité des STEU choisies, le nombre

déo®chantillons de boues analys®es et | a descript
pour établir une recommandation formelle et générale par rapport au traitement/stockage
proposé. Ainsi, dans | e cadre de | 0 apourehagee Id dedbouespir oj et
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conviendra de sbdassurer quodéun abat treurdgarétdlogn col i
est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Un suivi des conditions

déoexploitation est recommand® (sui vi de | a siceci
3.3.3.6. Séchage surlits u i v i stdckage

Avissurl a possibilit® dé®pandr éesfas bdpenssdeohdaygft

janvier 1998) et ayant montré ™ | 6i ssue doébuneumantbhysedpabal béme

coliphages somatiqgues sup®rieur ou ®gal 4 log

l' it puis doébun stockage doOowsne dur ®e mini male de 4

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

Sur les 3 sites présentés dans le rapport du LNE (2020) la durée de stockage pour deux sites
estde 45 jours. Pourunsite,i | s embl e qgu 6 aueétaurdalisé (davedd progluetiom 6 a i
= date de prélevement pour analyses).

Léanal ys e edsoamisgsodans & rapport du LNE (2020) montre un abattement

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

ARN F-spécifigues pourl 6 ensembl e des.Lbouess ®t adb®esnombre d
de boues analysées,| 6 ®cart tr s i mportant observ® concerne
(20 et 90 %) entre les deux boues aprés stockage démontrant une absence probable de

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

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

La définition précised 6un | ot est par aill eurs capitale pour
3.3.3.7. Digestion anaérobie mésophiles ui v i stackage

Avis sur | a pandagede bduéstn@ hygiéisées( au sens de | darr?®

janvier 1998) ay an't montr® ° | 6i ssuwoturdbuaex addabhpaet oma

coliphages somatiques sup®rieur ou ®gal "4 1 og

ana®robie m®sophile puis débun stockage ddédune dur

Les boues sont placées préalablement dans un digesteur en conditions anaérobies a une
temp®r at ur e °d & Bssue dersa digesidh, la boue est stockée.

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

Léanal yse des donn®s s o uhNEs(2020) doatresun abattemerd ppor t
supérieur a 4 log pour les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques et
| 6ensembl e des. boues ®tudi ®es

En conséquence, consi d®r ant | es abattements obsémw®s, I
digestion m®sophile ana®robi e sui wourragrd ére st ock
épandues. Lar epr ®sentativit® des STEU choisies et | e
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analysées sont considérés insuffisants pour établir une recommandation formelle et générale

par rapport au traitement/stockage proposé. Ainsi, dans |l e cadre de | 6ann
déarpdéu®,chaque | ot de boues, il convilphagts a de s
somatiques supérieur ou égal a 4 log est bien obtenu avant tout épandage de ces lots de

boues.

Bibby et Peccia (2013) ont montr ® que | 6abattement du corona
dans | es di gest dtaliansatiena mstituteds hiealth INIHL.ugg re dbéatten
15-21 jours a 30-35°C de digestion anaérobie avant utilisation des boues en agriculture

(INIH 2020). Le coronavirus murin (MHV) etle phage 06 per si st 0jpurseaprdsr e 10
une digestion anaérobie des boues a 35 - 45 °C (Balboa et al. 2020).

3.3.3.8. Stockagenonaérédeboues |l iquides, centrifugation
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
doncentrerdanslecadredupr oj et .dbéarr°t®

A notertoutefoisque | e protocole de suivi des phages nobe
roseaux. Le temps de stockage ®tant de | 6ordre
protocole de suivi nbest pas adapt® et liele ndest
de traitement/ stockage au regard de | Oexpedds t ement

considérent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent
dans ces conditions est considérée extrémement faible. Les experts considerent que ces
boues pourraient donc étre épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.

3.4. Conclusions par rapport ala question 3

o Boues trait®es “ |l a chaux sui vi déun stockag
nues par séchage solaire sous serre et boues obtenues par digestion mésophile
sui vi déun stockage de 4 mois mini mum

Bien que les données du LNE (2020) montrent un abattement en coliphages somatiques
supérieur a 4 log, les données soumises ne permettent pas d 6 ®t a brédcommandations
formelles et générales par rapport aux boues obtenues suite a ces traitements/stockages.

Eneffet,inbepas possi bl edelheprésénttyit decesrboues et des données
soumises, considérant :

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

i le faible nombre de boues analysées ;
1

1T la description sommaire des proc®d®s mi s en
Ainsidans | e cadre de | 6an npeu ehagde lod de bques@rodritesild 6 ar r ° t
conviendra de sbdbassurer qgubun abattement en coli
soit bien obtenu avant tout épandage de ces lots de boues. Letauxd 6 a b a t st mesunét
conf orm®ment © | a m®t hodol ogi e d®crite en annexe
équivalente.
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Les experts soulignent la nécessité d 6 u nlmancayisation » des données'? techniques et
analytiques afin de permettre une éventuelle exploitation ou ré-exploitations a posteriori des
résultats.

o Boues obtenues par s®chage sur | it suivi doéur
Le faible nombre de données disponibles et la disparité du peu de données mesurées sur les
boues (teneur en matiéres séches notamment) ne permettentpasde s & as s unpitise de | a

des procédés et ne permettent donc pas de se prononcer formellement par rapport a ce type
de procédé.

o Boues obtenues suite a un stockage non aéré de boues liquides, centrifugation
Ssui vi d6un benmeokpagfitreephantés 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 |l e.cadre du projet dbéarr°t®

A noter toutefois que | e protocole de suivi des
roseaux. Le temps de st ock ago#ge d® plasieurs adnées, llebor dr e
protocole de suivi nébest pas adapt® et il néest
de traitement/ stockage au regard de | 6abagtement

considerent que la probabilité que les virus (y compris le SARS-CoV-2) puissent survivent
dans ces conditions est considérée extrémement faible. Les experts considérent que ces
boues pourraient donc étre épandues sans conditions préalables de suivi des bactériophages.

o Synthése des filieres de traitements/stockage retenues

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

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

Conditions minimales Possibi | it ® doé®p 3
Filieres .
de stockage conditions
Boues chaulées 3 mois
) = Epandage possible de ces

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

plancher chauffant séche > 80 % confirmation

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

Digestion anaérobie . chaque lot

X . 4 mois

mesophile

Stockage non aéré de boues

S Aucune

liquides
Pas de possibil

Centrifugation et stockage

Aucune

en benne
Pas de possi bil
sur la base du rapport du LNE
(2020).

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

L6Agence nationale de s®curit® sanitaire de | 6al
été saisie le 19 octobre 2020 par le Ministere de la transition écologique (Direction de
| 6am®nagement du | ogement et de | atisensaitante :e ) pou

« demande d'avis sur le projet d'arrété du 30 avril 2020 précisant les modalités d'épandage de
boues issues du traitement des eaux usées urbaines pendant la crise de COVID-19 ».

'l ®tait plus pr®ci s®ment deceanisd® ~ | 6 Agence dan

i1 do®valuer | a pertinence doapplique&€oOViD-B® t aux
débun d®partement pour d®terminer | a possibild.i
pr ov e n a nstatiomd® ugendépartement et le cas échéant la pertinence du seuil de
10/100 000 habitants envisagé (question 1) ;

1 d 6 ®v a |lpaossibilité,| sar la base du rapport du LNE (2020) présentant les résultats
d e bhttéraent des bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux
usées,d 6 ®pandre des boues non hygi ®ni s®es (au s
d s lors quobell es ontetf/aiut dlétumb jse to dekdmmre tpreaint
trerunt aux d 6 atlsufisanteles bactériophages (question 3).

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

Les questions 2 et 4 ont fait lobjetddun rapport dbébexpertise scien
par les labor at oi res d®di ®s du P!l e Rechef(lLabbratoiret R®f ®
ddhydr ol ogi gAndes 20R1d (cCAnNexe 5)

Tauxd 6i nci dence hebod®miadRxowD-Het éplandage

En ce qui concerne | a pertinence dobéappliquer | e
19 doéun d®partement pour d®t er mi ner l a possibil
pr ov e nanSTEUé ece mépartement et le cas échéant la pertinence du seuil de 10/100

000 habitants, | Anses consid re que | 6utilisat:i

virus dans les boues des STEU présentes sur ce département, pendant la période de
production des boues,pr ®s ent e trosp dobéincertitude

Le t aux ddoiresporidduenontbee de tests positifs pour 100 000 habitants sur 7 jours

glissants. llexi ste plusieurs sources doéincertitwude, n
d 6 @ part le SARS-Cov-2 peut étre détecté trés précocement dans les eaux usées générant

des boues bien avant |l es indicateurs ®pid®mi ol o
hebdomadaire ®tant une moyenne, il n epossildep r ®s e n t

rapidede | 6 ®pi d®mi e.

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

situations, a établir une correspondance entre [6i nci dence hebdomadaire dbé
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

y Léanal yse de | a bi Blldécengore 2020 coefirme ane notivell® mis la u
présence de génome du SARS-CoV-2 dans des EU brutes, dans les EU traitées ou dans
les boues des STEU, sans toutefois préciser n i l a persistancusdansi | 6i n
les boues traitées, ni le risque infectieux associé. Elle indique que, malgré une potentielle
persistance relative (quelques jours) dans les EU comme dans les selles, le virus semble
perdre dans les EU une partie de son intégrité et de son caractére infectieux.

y" Aucune donnée retrouvée au 31 décembre 2020 nepermet dobéact ual i ser | a | i
dés qui pourraient conduire a un abattement du SARS-CoV-2 (durée de stockage ou tem-
pérature).

L6Agence souligne ™ nouveau | e nombre | imit® dOoRG
virus SARS-CoV-2danslesbouesissues des STEU. Ldéacquisition de d
efoudd nf or mati ons compl ®mentaires sur | a quantifi

virus SARS-CoV-2 dans les différents milieux (notamment eaux usées brutes et boues), ainsi
gue c¢ hez (tropishe migestif, excrétion de virus infectieux dans les selles) pourrait
permettre de | ever un grand nombre doéincertitude

Analyse globaled u _r a p p or tdu (HNE®R020Q)detatif a1 6 ®t u Habattdmeent des
bactériophages dans les boues de stations de traitement des eaux usées
L6Anses laracorpmemhdhtiendesa pr ®c ®d e nt gAnses 2020d) derdalidr
| 6 ®t ude de ci n®t i dqampérat®@e del 3H1Ce (température lolaservée en
méthanisation mésophile notamment).

Les STEU retenues dans cette étude ne sont pas totalement représentatifs du parc francais
en termes de capacité nominale de traitement. Les STEU de capacité nominale supérieure a
2 000 EH sont surreprésentées et les trés petites STEU
(< 200 EH) sont a Pas allaursdes qudndités ldé [ues praduites par les
STEU s®l ecti onn®eco uwvarnentl 6ppa su dle§ h @te® natian@es.®i t ® de

Si certains r®sul tats sont mobilisabl es pour
traitements/procédés de stockage,| a g®n ®r al i sation des r®sultats
traitement/ stockage donn® ° | 6ensembéneFramtee ces 1
présente une certainei ncerti t ude. En effet, l e nombre doé®ch
faible, les traitements appliqués aux boues ou encore les conditions de stockage ne sont
souvent gue partiell ement d®crits entespoarleper met t

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

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

Les deux groupes de bactériophages étudiés dans le rapport du LNE (2020) (coliphages
somatiques et bactériophages ARN F-spécifiques) peuvent d an s | 6 ®t at act ue
connaissances °t r e consi d®r ®s comme des i ndi cles eur s (
arguments présentés par | Adses (2020f) et dans | 6®t at actuel des conn
publiées conduisent a considérer que les bactériophages sont plus résistants que les virus
enveloppés dont font partie les coronavirus, incluant le SARS-CoV-2et ° f or mul er | 6 hy
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suivante : utiliser la cinétigue dé ® | i midesabactémophages comme indicateur du SARS
COV-2 est acceptable.

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

t h®orique sdappuyant sur |l es connaissances actu
d 6 a bneenttdes phages ARN F-spécifiques et des phages somatiques utilisés comme

indicateurs et la disparition des coronavirus SARS-CoV-2 restant encore a démontrer
expérimentalement.

Par aill eurs, l es conclusions de | 0 atteisasineen r ®p (
soulignent que la quantification dans les boues du génome de SARS-CoV-2, méthode
recommand® par | ed Aransiegesinteti@nOpdWO tb3 boues non hygiénisées

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

«Aucune structure normative, acad®mi que ou de r @
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 | eur propre d®veloppement,
qui se dégage des retours du questionnaire adressé aux laboratoires et des auditions. La

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

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

évaluation des performances des laboratoires serait donc particulierement utile mais

actuell ement , un seul | aboratoire di spose dodéun
microbiologie des boues, et elle ne concerne que la recherche des entérovirus cultivables et

deleurgénomeparRT-PCR. Qudi |l sdagisse des MF/ SC ou des b
mentionné ci-d e S s us, | 6 ®t at actuel des accr®ditations

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

pour les paramétres microbiologigues sur ces matrices. Tenant compte de cette configuration,

il serait difficile et long dbéaboutir ° |1 daccr ®d
du génome de SARS-CoV-2 dans les boues. ».

Recommandat i on Agecacled par rapporproj aridtéedodaexe 2 du

L6Anses rappell e que | 6art i cl méthbdoldgie équivateptest dobéar r
puisse étre utilisée pour détecter le génome du virus SARS-Cov-2 dans les boues en sus de
|l a m®t hodol ogi e d®crite en annexe 2 du projet dbé

Concernant le protocoledeld annexe 2 du pPpAojgses @édai met Quobil | e .
doéutiliser |l es coliphages seoaiad i dja elddtmitemimea dintd®
des boues de STEU vis-a-vis du SARS-CoV-2, considérant une concentration plus importante

dans les boues non traitées et une persistance légerement supérieurevis-a-vi s de | 6i nact i

thermique comparé aux bactériophages ARN F-spécifiques. Les abattements obtenus pour
les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques étant trées comparables.

Un abattement de 4 log (soit 99,99 %) est l e seuil retenu pour v
traitement.

Ainsi, sur cette base et considérant les résultats présentés dans le rapport du LNE (2020),
| 6 Anestene gue les boues non hygiénisées (au sens de8 jandiex 1998) t ®
peuvent °tre ®pandues 7 | 6i ssue dddbateemeatrem ! yse p
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coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log, dés| or slleggudnt f ai t | 6obj et
traitements suivants :

7T boues ayant fraténtental@ahduxaevte cd duunn t aux dobéi ncor por
de chaux de 30 % équivalent CaO/MS suivid 6un st ockage doéune dur ®e

mois ;
7T boues ayant fait | 0odoysedre alér ownsans @andher ghauf-s ol ai r
fant per metreane siccitéd dinimale ele 80 & ;
7T boues ayant fait | 6objet doésuvieddumestooha@ea adl
durée minimale de 4 mois.
Toutefois, pour chague lot de boues produites, il conviendra de sb6éassur

en coliphages somatiques supérieur ou égal a 4 log est bien obtenu avant tout épandage.
Dans le cas ou la concentration initiale en coliphages somatiques dans les boues est inférieur

a 10°UFP/ g de matiere brutel a v ®r i fi cation de | 6absence de ¢
épandage (dans les limites de détection de la méthode) pourrait servir a valider la possibilité

d'épandre la boue traitée/stockée ou al ors une augmentation de | a
| 6 ®tentlswiwoit e ou | ors du tr ai tpeumst pdrmettteede més@erhant i | |
| 6efficacit® relative.

Le t aux d dodoibéara mesundaeaonformément a la méthodologie décrite en annexe 3

du projet dbéarr°t® ou " une m®t hodol ogie ®quival

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 :

- Pourlesboueschaulées: | es conditions ddédexpddinadi por &t
chaux dans les boues, de la siccité des boues et de la durée de stockage avant
épandage).

- Pour les séchages solaires sous serre : l es conditions dobéexpl oitat
des boues).

- Pour les digestions anaérobies mésophiles : l es conditi dtempsdddexpl o

rétention hydraulique minimum, température, durée de stockage).

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

Yy Boues obtenues par s®chage sdFjoursi t sui vi déun

Le faible nombre de données disponibles sur les boues (teneur en matiere séche notamment)
et leur disparité ne permettentpasd e s 6 a s s u ritase ded @ocddés etmapermet donc
pas de se prononcer formellement par rapport & ce type de procédé.

y" Boues obtenues suite a un stockage non aéré de boues liquides, a une centrifuga-

tion suivi déun st adunkraitgneentear filbbes plangés deuoseaux

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 |l e cadre du pr ejpeattrépahdreaaux °t ® et
exigences de | 6arr°t® du 30 avril 2020 avant de
A noter par ailleurs que |l e protocole de suiuvi (
de roseaux. Le temps de stockageplugigus amnéesjle | 6or d
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protocole de suivi ndbest pas adapt® et il nbéest
de traitement/stockage. Cependant, la probabilité que les virus survivent dans ces conditions
est considérée par les experts comme extrémement faible.

Autres recommandations

La notion de « lots de boues » doitd 6 ° firéciggéed ans | e projet dodéarr°t®. U
sur celle de la commission permanente des épandages (CPE) du bassind 6 Art oi s Pi car
(CPE-Artois-Picardie 2017) est proposée dans le présent avis :

« Un lot représente une quantité de matiéres produites sur une période identifiée dans des

conditions analogues. Il est caractérisé par une analyse représentative de la période de
producti on. Son cheminement de |l a producti on
agricoles est identifié. Un lot se définit de préférence par une analyse des parameétres
agronomigues et des éléments traces métalliques. On veillera a ce que cette (ces) analyse(s)

soi(en)t représentative(s) du lot produit sur une période donnée. Dans le cas des boues

liquides, un lot sera nécessairement restreint a la capacité du stockage. Si le nombre de
vidanges du silo exc de | e nombre dbébanalyses de
complémentaires seront nécessaires a une bonne gestion par lot. »

La mesure de | Ongéfitdraitd & TintnbdBite etedfirdetdiavnes | e proj et dobas
m°me titre que | e taux dbébabattement
Par aill eur s, | Anses restera attentive aux ®tuo

évoluer cette évaluation.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

SARS-CoV-2, COVID-1 9 , coronavirus, assaini ssement, hygi

eaux usées, STEU, boues, transmission, épandage, protocole, bactériophage.

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

2020-5A-0137
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ECOLOGIQUE

Liderrd

Egaiieé
Frarteraisd

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

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

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

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

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

Pz

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nos services se tiennent & volre dispasition pour vous apporter toute information complémentaira,

La directrice générale de 'amenagement, du logement et de
la natura

Stéphani Y-LYON
Copie :
e directaur géndral de la prévention das nsques u

-l¢ directeur géndral de I'alimentation
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ANNEXE 3 : RAPPORT DGETUDE DU LABORATOIRE NATIONAL DE METROLOGIE DES EAUX (LNE)
REALISE EN COLLABORATION AVEC LO NIVERSITE DE LORRAINE/CNRS, LA FNCCR ET LA FP2E
DU 23 SEPTEMBRE 2020 ABATTEMENT DES BACTERIOPHAGES DANS LES BOUES DE STATIONS DE
TRAITEMENT DES EAUX USEES (P201856 - DOCUMENT DMSI/1 - PAGE 1/50) (LNE (2020)
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GLOSSAIRE

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
DGAL : Direction Générale de I'Alimentation ( Mi ni st re de | 8Agriculture et
MTES : Ministére de la Transition Ecologique et Solidaire

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

DEB : Di r ect i o nBiodiersité (Mihistere de ta Trensitioh Ecologique)

FP2E F®d®r ati on Professionnelle des Entreprises
FNCCR : Fédération nationale des collectivités concédantes et régies

STEU : Station de traitement des eaux urbaines

EH : Equivalent habitants

RT-PCR : RetroTranscription-Polymerase Chain Reaction

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

francaise
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1 CONTEXTE ET OBJECTIFS

Comme sui t | 6avi s AN

SES du

e
durant | 6®pi d®mi e de Covid 19,
DGALt ipo®vdby@mdn chad @ mane nh
hygiénisées. Un arrété du 20 avril 2020 est venu confirmer ces nouvelles exigences.
dohygi ®ni sati on
ons do®pur ati

2020 par | a DGALN et 1l e

27

un

ma
e i

La pratique de d®shydratation et
au sein des petites collectivités, certainsexploi t ant s de st at.i
pour transf ®rer | eurs boues vers

débautres

rs 2020
nstruct.i

fait appel a des unités de déshydratation mobiles avant compostage ou chaulage. Ces pra-

sur
on m

statio

tigues doéurng®arecues essantl lo est donc i mp®ri eux dbdenv
t ®es au contexte | ocal Déautant plus que | 8AVI s
fonction de | 6®t at des connai ssances disponibles
cdbest donc |l e principe de pr®caution qui sbest a
Sur | a base de certaines recommandations de | dav
nale a été construite avec les parties prenantes de cette filiere afin de pouvoir estimer dans

differentescon f i gur ati ons | es t au-€oV-@ deantaaidret irdineetendansd u S AR

|l es stations de traitement des

Ce rapport présente :

1) le cadre général de gouvernance de cette étude,

2) les deux approchesc o mp | ®ment ai r
A Etude de |l a cin®tique

dobabattement .

eauxX

us®es ne

es:” |1 6hygi ®ni sation
nation des bact ®i
en laboratoire pour définir des conditions de stockage pour obtenir 4 unités logarithmiques

do®l i

mi

B.Etude de | 0 a bnaehhacénapmges anacques des processus de stockage
desbouesinsituqgui ont ®t ® ont mises

qui ont été décidés et appliqués,
3) les résultats, discutés, obtenus par ces 2 approch

es.

en

Ce rapport améne des®| ®ment s de pr ®ci si ons

| 6Anses du 19 juin 2020

1.1 GOUVERNANCE

Tu

en

vre tout

r®ponse

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)

Denis SNIDARO (FP2E - SUEZ)
Laurent BRUNET (FP2E - SUEZ)
Régis TAISNE (FNCCR)

Valery ESTIER (FNCCR)

Laure SEMBLAT (FNCCR)

Sophie RAPENNE (Grand Besancgon)

Nathalie GUIGUES (LNE)
Sophie LARDY-FONTAN (LNE)

= =8 =8 =088 88899919

Christophe VENTURINI (MTES, DEB)

Christophe GANTZER (Université Lorraine/CNRS)

pr a

en
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Réles et responsabilités :

Tableau 1 : Gouvernance du projet

PARTIES PRENANTES RESPONSABILITES

- Pilotage

DEB - Constitution du COPIL

- Coordination technique del 6 ®t ud e

- Cadrage technique : établissement de recommandations pour
LNE I 6 e n s dandbpErateurs de la chaine de mesure, du prélevement

al 6anal yse
- Sélection du laboratoire analyse
- Collecte, interprétation et restitution des données del 6 ®t u d «

Université de

Lorraine/CNRS - Expert portant appui au LNE
- Sélection des stations
FNCCR - Coordination des campagnesd 6 ®c hant i | |l onnage

- Collecte des informations sur les filieres et stations sélectionnées

- Sélection des stations
FP2E - Coordination des campagnesd 6 ®c hant i | | onnage
- Collecte des informations sur les filieres et stations sélectionnées

Calendrier :

Le COPIL sbest r®uni en pl ®ni “fseptethbréd2020s entre |l e 1

(Tableau 2).
Tableau 2 : Réunions du COPIL

Date des réunions

Objet de la réunion

pléniéres

15 avril 2020 Pr®sentation de | a probl ®matiqu
A i ére :

21 avril 2020 Présentationdelal®*®*ver si on du protocol e

Présentationdela2®™ver si on du protocol e

30 avril 2020 titution des réunions sur les capacités analytiques des
laboratoires sollicités
. Présentationdela3®*™ver si on du protocol e
12 mal 2020 E Protocole do®tude valid®
5 juin 2020 Etatd 6avancement de | 6®t ude

- Présentation des résultats a date et discussion sur le retour
3 juillet 2020 SAISINE ANSES SA068
1 septembre 2020 Di scussion et wvalidation du rap

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

1.2 JUSTIFICATION DE LQJTILISATION 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

Aprés exfraction et purification du
génome viral contenu dans un
echantillon, la technique de PCR
permet d'amplifier une séquence
d’ADN specifique du SARS-CoV-2 en
plusieurs millions dexemplaires.
Cette methodologie consiste a
polymeriser de facon repétée a l'aide
d'une enzyme thermostable, le brin
complémentaire  d'un  fragment
d’ADN. Avant I'étape de PCR, il est
nécessaire de realiser la
transformation de I'ARN viral en
ADNc (ADN complémentaire) a l'aide
d'une enzyme de rétrotranscription et
d'une amorce anti-sens.

Le principe de la quantification
repose sur une émission de
fluorescence proportionnelle a la
quantité de génome produite pendant
la réaction qui permet de déduire la
quantité initiale d’ADN présente dans
I'échantillon.

L'approche permet de mesurer un
niveau de contamination du génome
viral qu'il soit libre ou encapsidé

RT-PCR (temps réel) Culture cellulaire

Elle est basée sur la multiplication
virale sur des cellules sensibles.

Un inoculum obtenu & partir d'un
echantillon environnemental est mis
en contact avec un tapis de cellules
sensibles a l'infection et maintenues
en culture dans un milieu nutritif
approprie avant de subir une étape de
dénombrement.

Méthode sensible et specifique
Rapide (4h)

C’est la methode de référence pour
établir le caractére infectieux des virus
et évaluer I'efficacité des traitements.
Permet de statuer sur la présence de
particules virales infectieuses

Phénoménes d'interférences
induisant des efifets d'inhibition.

Pas de normmes ou methodes de
réeférence disponibles.

Faible volume analyse qui augmente
la limite de détection et peut diminuer
la représentativité de I'échantillon.

Ne permet pas de statuer sur la

Complexe a mettre en ceuvre. La
plupart des protocoles d'extraction des
virus de la matrice boue sont adaptes
auwx wvirus nus et non aux virus
enveloppeés.

Pas de nommes ou méthodes de
réference disponibles

presence de parlicules virales
infectieuses et ne permet donc pas
d'évaluer I'efficacité d'un traitement.

En avril 2020, |l e Laboratoire doéHydrol ogie de

| aboratoires adjir®pmesndntduddni mi st re de |l a sant®
ronnement afin doé®tablir un ®tat des | ieux des
sures directes et indirectes) concernant le SARS-CoV-2 dans les matrices résiduaires. Cette
enquétemontre qué c¢cAucun | aboratoire ne d®clare °tre
par culture cellulaire de SARS-CoV-2 partir dé®chantillons r ®sid
ratoires possedent une accréditation dans le domaine du contrble des matrices résiduaires,

des fertilisants, support de culture daidd-si quod:l

tection/quantification de génome viral par RT-PCR. L 6 w ® e propose déja des analyses
gualitatives de génome de SARS-CoV-2 dans les boues, les deux autres souhaitent déve-
lopper ces prestations sur matrices résiduaires.»

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

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

aucune m®t hode quantitative reconnue Cavi2zgdans
les boues que ce soit par RT-PCR ou cultures cellulaires. En considérant le besoin de
gualité des données et de nécessité de faire référence au caractére infectieux des virus
pour r®pondre © |l a question de | 6®pandage
cons®quent d®ci d® de suivre |l es recommanda
ciblant certains bactériophages fécaux plus résistants que les coronavirus et pour

nébexi ste au moment de | anc e médattiordde ceaappott)e

1.2.2 Intérét des bactériophages comme indicateurs

Les bactériophages (ou phages) sont des virus bactériens. Trois catégories de bactério-

phages f®caux ont ®t® propes®asi e danpolQudi ndn
gine virale dans | e milieu hydrique : il sbagit
a ARN F-spécifiques et des phages de Bacteroides fragilis. Seuls les deux premiers ont été

considérés pour cette étude.

Les bactériophages ARN F-spécifiques appartiennent a la famille des Leviviridae regrou-
pant plusieurs g®nogroupes. l'l's ne poss dent p

ment dbébune capside de nature prot® que “uel'int®
(ARN) qui est | e support de | 6-B80nMmdeadmamérefann g ®n ®t
partie des virus |l es plus petits connus ~ | 6heu
ries par | 6interm®di ai r e d eriophagessent utiliséls commee x uel s
modéles car ils présentent des tailles proches de celles de virus nus tels que le poliovirus

ou |l e virus de | 6h®patite A.

Les coliphages somatiques appartiennent a quatre familles différentes : Myoviridae, Si-

phoviridae, Podoviridae et Microviridae. lls sont définis par leur capacité a infecter les enté-

robact ®ries par | 6interm®di aire doéun r ®cepteur
virus nus. La plupart des coliphages somatiques possédent un génome a ADN et possédent

souvent une structure téte-queue. lls représentent donc un groupe trés hétérogéne de virus

en termes de structure (Ackermann, 2009).
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Sur la base des constats de la partie 1.2.1 et en cohérence avec les recommandations de
la saisine ANSES (Saisine n° 2020-SA-0043) reprises ci-apres « Le dénombrement des
bact ®r i ophages permet une ®valwuation rapide ( 2:

e. Les deux types de bact®riophages sont parfai
cacttddun traitement puisque | es coliphages somat
que lesphagesARNFs p®ci fi ques ~ | 06i mpact de |l a chaleur
| 6inverse pour | es traitements de diees(fittaect i on

tion des eaux, adsorption). La revue de la littérature de Jofre et al. (2016) conclut a recher-
cher les deux types de phages pour évaluer un traitement.

Le sui vi du niveau dobéabattement des formes infe
cesi ndicateurs viraux dobéefficacit® de traitement

rieur en SARS-CoV-2 (virus enveloppé). Au moins un des deux types de bactériophages
est toujours au moins aussi résistant que les virus nus pathogenes. A leur tour, les virus nus
sont plus résistants que les virus enveloppés. Ces données ont été synthétisées dans la
saisine de | 6 ANSESA0043) pousla anaeurretde pB qu2 sbnt les deux

param tres majeurs de |llouessacti vation virale dan

Ainsi, les bactériophages ARN F-spécifiques et les coliphages somatiques sont considérés

comme des indicateurs pertinents pour ®valuer
eaux résiduaires ou a des boues vis-a-vis du SARS-CoV-2 », le COPIL a donc décidé de
conduire | 6® ude sur ces deux types de bact ®ri org
Letableaucidessous reprend | es caract®ristiqgues dobi
choisir | es deux familles de bact ®ri opfet@ges de
fiques et coliphages somatiques présentent des profils de résistance au pH et thermiques

di ff® rents. Lbébanalyse de ces deux types de bact

plus robustes.

Tabl eau 4 Caract®ristiques dbéint®r°t gqilas ont ®t ®
de bactériophages : Coliphages Somatiques et Bactériophages ARN-F
(déapr s Lucena et al)

Coliphages Somatiques Bactériophages ARN F

Abondance dans les +++ ++

boues

Méthodes +++ +++

normalisées

Faisabiltée de |Ia +++ ++

detection

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

des résultats

Résistance a la +++ ++

chaleur

Résistance a des pH +++ ++
élevés

Légende : ++ - movenne ; +++  bonne

Al nsi cbest sur cette base que cette ®tude
coll ectivit®s puissent sui vOo¥-2demmanieeingirectédarsz
| es STEU ne pratiquant pas | 6hygi ®ni sation
tangi bl es et robustes ° | 6ANSES afin dobo

do®pandre des boues sans hygi ®ni sation pr®

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

Cette partie pr®sente | es aspects desRleur étutlesl o gi q u e
de ce projet. Les points spécifiques a certains volets seront détaillés dans les paragraphes ad

6hoc.
Léoensemble des analyses a ®ta® icnondfei & e puans |ianbtorroad
| aboratoires dans | 6®tude.

2.1 METHODES DANALYSE DES BACTERIOPHAGES

Les protocoles mis en Tuvre daHORIZONTAL-&YGGquude son
avait pour objectif de d®vel opper une norme dobar
al, 2007). La méthode développée a été soumise a une comparaison interlaboratoires au ni-

veau europ®en. Cette ClIL a permis de d®montrer
de fidélité qui ont conduit & sa reconnaissance.

1 - Homogénéisation

Les échantillons sont homogénéisés au blender pendant 30savant pr ® vement dboé6
dbessapfP0,dleg 2(5p0i ds humide) contr!l ®e gravi m®trigq
suite transf ®r ®e dans un contenant st®rile her me
2 - Elution

Une solution tampon stérile est ajoutéej usqué”™ atteindre un volume d
aimant® sto®rile est ajout® et | 6®chantill on est
ambiante.

NOTE Pour | es boues chaul ®es, ajuster | e pH de

d 6 aci dhydriquéa 1IoM. Sile pH descend en-dessous de 4,5, un nouvel échantillon doit
étre préparé.

3 - Clarification
L6®chantill on est transf ®r ® dans un tube st®rile
+ 2°C pendant 30 min, le surnageant est récupéré.

4 - Décontamination

Le surnageant est r®cup®r® ~ | 6aide d
avec une membrane polyethersul phone d
Le volume total a décontaminer dépend de la densité de bactériophages et donc du
boues.

Le filtrat est récupéré dans un flacon stérile hermétique et transféré immédiatement a 5 +

3AC jusqudé” | 6®num®ration dwui doit °tre r®alis®e

bune se
e [

type de

5 - Enumération et dénombrement des bactériophages

LO®num®r at i o brement deb Bactatidpimagessont réalisés selon les normes fran-
caises (NF) en vigueur. Les bactériophages ARN F-spécifiques et les coliphages somatiques
sont analysés en suivant respectivement les principes de la norme NF EN ISO 10
705-1 et de la norme NF EN 1SO 10705-2.

Le processus de s®l ection du | aboratoire a fait | 6objet réedebun trava
envoy® © deux | aboratoires connus par | ebacE@opHades. pes antretiengindividuelx p ®r i enc e
ont ®t® r®alis®s et ont permis doé®valuer | a qualit® tecrbsentétque des r
au COPIL qui a choisi le laboratoire. Ce laboratoire est Eurofins Expertise Microbiologique France qui est reconnu comme compétent

pour r®aliser des ®tudes | arge ®chelle (coordination etiéeser-sti on de
gentes en termes de délai et de contrdle de température des enceintesfri gor i fi ques) et ®gal ement | 6anal yse
usées.

HORIZONTAL STANDARDS ON HYGIENIC PARAMETERS FOR IMPLEMENTATION OF EU DIRECTIVES ON SLUDGE, SOIL

AND TREATED BIO-WASTE SSPI-CT-2004- 513660
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6 - Détermination du taux de matiere séche

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

7 - Expression des résultats

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

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

2.2 ASSURANCE QUALITE / CONTROLE QUALITE

Afin de fiabiliser | es donn®es de | 6chagquedéeie des ¢
débanalyses selon |l es recommandations des nor mes
10705-3 Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 3 : valida-
tion des méthodes de concentration des bactériophages dans I'eau ont été appliqués. Pour les
bactériophages ARN-F-spécifiques :
- témoin négatif : krypton sel.
- témoin positif : une suspension de phage MS2 (dilution adaptée pour obtenir entre 30
et 300 phages par boite) avec et sans RNase.
Pour les bactériophages somatiques :
- témoin négatif : tryptone sel.
- t®moin positif une suspension de -Bhage Bact
(dilution adaptée).

Léensemble des r®sultats de ces contrlles qualit
mis de qualifierlesr ®s ul t at s des mesures sur | es ®chantill«
tation.

2.3 PERFORMANCES DE LA METHODE

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

Une synthese des performances obtenues sont résumées ci-apres.

Limite de détection / limite de quantification :

Les limites de quantification et de détection sont les mémes pour les bactériophages ARN-F-
spécifiques et bactériophages somatiques et sont présentées ci-dessous (exprimées en g de
matiere 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 | es matrices ayant servi ~° |
t ®ri ophages, incluant | 6®t ape dobéextraction dans

par des taux de matiéres séches suivants :

Matrice Taux de matiere seche

Boues liquides 047 2%

Boues déshydratées 777 92 %

Boues chaulées 287 38%
Les performances de | a m®t hode mise en Tuvre sol
objectifs de cette étude. Il est & noter que ces dernieres ont été déterminées sur des matrices
repr ®sentatives des types dé®chantillons faisant
contrtlles qualit® (contrlles positifs et blancs

tabilité des données acquises sur les 3moisdel 6 ®t ud e .
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3 ETUDE CINETIQUE

L6bobjectif est do®tudier |l a cin®tiqgue doabatteme
riophages ARN F-spécifiques dans le temps en fonction de conditions thermiques, dans des

conditions contrélées. Elle permettra également de consolider le deuxieme volet du travail sur

| 6®t ude de fili bouess de stockage des

La réduction des agents pathogeénes pendant le traitement secondaire peut étre due a I'élimi-

nation physique ou a l'inactivation. Il a été universellement démontré que des températures

plus élevées sont associées a une inactivation rapide des virus entériques, et la température

est reconnue comme le facteur le plus influent pour la survie virale dans I'eau en raison de la

dénaturation accrue des protéines et de l'activité des enzymes extracellulaires (Pinon et

Vi al et t e, 2018 doébapr s revue La Rosa et al ., 20
tr s h®t ®r og ne de conditions d @érature@@e5°Cadplub at t e me
de 70AC), milieu dbéessai (de simples |liquides s
Anses 27 mars 2020). 1 néexi ste que de tr s ra
comparables © cell es mi sentdravailretleurs résulats regontdenc n du p

pas directement utilisables pour répondre aux questions de cette étude.

3.1 CHOIX DE LA MATRICE D&ESSAI

Il est reconnu que la préparation de matériau par le dopage de suspension virale est extréme-

mentcomplexeamet tre en Tuvre, peu reproductible et nbo
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 naturell ement contamin®e en phages a
boues activées en aération prolongée qui estunprocédét r s | argement mi s en
les STEU en France.

La STEU de Reims a été sélectionnée pour fournir| e s mat ®r i aux ddessali

Sa taille (470 000 EH) et le type de traitement de la filiere eau (Boues activées faible charge)
permettantdes ®cur i ser une teneur i mportante en bact ®tr
mi s 7 | 6®t ude de cin®tique, avec un taux de mati
pique des boues liquides avant traitement et stockage,

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

port,

Léaccord de | 6expl oi tteaval. de so6i mpliquer dans ce

3.2 CHOIX DE LA DUREE ET DES CONDITIONS THERMIQUES DE STOCKAGE

Conditions thermigues

Idéalement la température doit étre testée dans des gammes de températures observeées lors

du traitement des boues au cours dbébune ann®e su
gardant une cert ai n ea-diregueteRomaitionssappliqguéesn®soienCae s t
sp®ci fiques dob u neat/stdckafeidesrbeuesdex bauas anésbphiles, plancher

chauffant). A la suite d 6 ® ¢ h aan sem gu COPIL, il est apparu g u § avhit une
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faible connaissance des températures réellement rencontrées dans les différentes filieres

bouescar ce param tre ne fait a priori pas | d6objet
tions de températures avaient été envisagées : 5°C (conditions extrémes minimales, conditions

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

tivales et DROM). Pour des contraintes techniques : difficultés de stocker pendant 3 mois des
®chantill ons dans une enceinte contr?!|l ®e -~ 35AC,
nue.

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

Conditions temporelles

A la suite do®changes au sein du COPI L, il a ®t
maximale de 3 mois. Cette période est représentative des périodes de stockage des boues

avant épandage. Afinde pouvoir construire une courbe cin®t
dans le temps, des pas de temps intermédiaires ont été définis : JO, J7, J14, J21, J28, J42,

J56, J96 (Jfinal égal a 3 mois).

3.3 PROTOCOLE GENERAL D&TUDE DE LA CINETIQUE DOABATTEMENT

Pour répondre aux contraintes de cette étude, une approche chronologique, illustrée dans la
figureci-d es sou s, est mise en Tuvre pour ®valuer | a ¢
phages, et disposer des résultats au fur et a mesure.

ETUDE DE STABILITE CLASSIQUE

1- Préparation d'un lot d’échantillons:

dopage, aliquotage a B
Tn'% gﬂﬂuuﬂ

2- Stockage dans les conditions de

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

3-Prélevement a chaque pas

de temps de I'étude ,l I EU .l B
4- Préparation et mesures a

chaque pas de temps de l'étude

(conditions de fidélité

intermédiaire)

Tl T2 T3 Tn
Temps
Figurel:l I l ustration sch®matique des principes ddédune ®tu

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

De maniere générale, il estrecommandé des ®par er | 6 ®chantillon de bou
l e nombre de conditions test®es et | e nombre de
préférable de ne pas prélever plusieurs fois dans le temps dans le méme
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flacon pour ne pas engendrer de biais (liées par exemple a des multiples ouvertures/ferme-

tures du flaconnage, mul tiples ®tapes dohomog®n
mi ses en Tuvre dans cette ®tude. De m°me, afin
chaque pas de temps et pour chaque condition, des analyses de triplicats sont réalisées. Afin

de rationaliser le nombre de flacons a préparer, les analyses de réplicats seront réalisées au

sein débun m°me flacon et non ent r eintafiadorfs@ame nt s f |

été vérifiee a JO.

Léensemble de | 6® ude a ®t ® r®alis® en appliquan

AJO:

Objectifs :

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

U Caractérisationdel 6 homog®n®i t® (intra et inter f
indispensable pour pouvoir interpréter les résultats des études cinétiques
= 3 flacons sélectionnés aléatoirement avec 3 prises d 6 e ispar dlacons. Siun nombre
total de 9 mesures pour chaque type de bactériophages.
U Caractérisation de la boue brute en matiére séche.
= 1 détermination par flacon soit 3 analyses

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

Ach mps :
Sélectionnerde manierea | ®at oire un fl acon dans chaque condi

réaliser une analyse en triplicats pour chaque type de bactériophages et une analyse des ma-
tieres séches.

E= Pour un pas de temps soit un nombre total de 6 mesures pour chaque ede
bactériophages et 2 mesures de matieres seches.

Que ce soit " JO et pour tous |l es pas de temps d
procéder a toute prised 6 e s s a i

Letableaucidessous pr®sente une synth coédigueiu pl an dbes

Tableau 5 : Synth se du protocole de | 6®tude cin®tiqu

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

Réception des 20L de boues liquides Homogénéisation et répartition des boues
JO | 26/05/20 liquides dans 20 flacons

3 flacons, 3 prises doé®chantillon par fl ac
Condition de température : 5°C Condition de température : 20°C

J7 |02/06/20{1 fl acon, 3 prises doL flacon, 3 prises dbo
J14 |09/06/20{1f | acon, 3 prises doé®L flacon, 3 prises dbo
J21 |16/06/20|11 f |l acon, 3 prises d@fL flacon, 3 prises dbo
J28 |23/06/20(1 fl acon, 3 prisamlysesl fl acon, 3 prises dob
J42 |07/07/20|11 fl acon, 3 prises dfL flacon, 3 prises dbo
J56 [21/07/20|11 f Il acon, 3 prises dadlflacon,3prisesdd®c hantil |l on
J96 |31/08/20(1 fl acon, 3 prises doL flacon, 3 prises dbo
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3.4 RESULTATS

3.4.1 Etude de stabilité

Les r®sultats obtenus | ors de | 6Fgure2@mur s n®t i qu
coliphages somatiques (a 5°C et 22°C) et dans la Figure 3 pour les ARN F-spécifiques. Les

pointilésrouge s r epr ®sent ent | 6®cart mini mal par rappc
dans | 6®chantillon ° JO0O, pouvant °tre attribu®
®cart prend en compte | 6inhomog®n®i t® ede mat ®r
|l 6ensemble des r®sultats de mesure dans | e temg

fait la premiére évaluation de la stabilité : une tendance significative est observée quand
plusieurs points successifs se situent en dehors de la zone définie par les pointillés rouges.

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

- Les niveaux initiaux (JO) de concentrations en coliphages somatiques et en bactério-
phages ARN F-spécifiques et le taux de matiére séche mesurés dans la boue sélec-
tionnée sont du méme ordre de grandeur que ceux déterminés dans les boues liquides
des stations do6é®pur at i diéresrCette grandeecshérenaerdss | 6 ®t u c
r®sultats observ®s permet de conclure dbéune i
s®l ectionn®es et mises en Tuvre en | aboratoir
mat ®r i a usélettibend.s a i

- Tout au dtudencmétigue, le kadx de matiere séche (<1% matiéres seches) du
mat ®r i au dbéessai est rest® stable (donn®es pi
de stockage (5°C, 22°C).

- Que ce soit pour les coliphages somatiques ou les bactériophages ARN F- spécifiques,
|l es cin®tiqgues montrent une tendance ~ | a din
tendance étant nettement plus nuancée pour les coliphages somatiques. Cet élément
confirme les hypothéses que la température est un élément critique de la stabilité des
bact ®ri ophages et par extrapol ati on filieres ® ®men

- Pour les coliphages somatiques : a 5°C il faut attendre J96 pour observer une premiére
tendance " | a d®croissance. JN® e®ttarcte pleen ddaerrtn
possible de conclure. A 22°C, une premiére étape de décroissance est observée dés
J28 avec| 6 at 0 é iplateéae et une seconde phase entre J56 et

96. L encore cette deuxi me phase neuppeut °t
plémentaire (post J96).
- Pour les bactériophages ARNF-s p®ci fi ques : aucune diminutio

servée a 5 °C. Au contraire, a 22°C, trés rapidement une décroissance du niveau de
concentrations est observée, qui est en-dessous des seuils de performances de la mé-
thode deés J42.

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