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Grande diversité de virus dans les eaux usées urbaines

* Virus entériques pathogenes (gastro-entérites, hépatites, pathologies liées aux entérovirus)

_ v'Virus nus
Ex : Norovirus Rotavirus v’ Capside protéique
(20-30 nm) (75nm) v'Génome a ARN simple brin de polarité

positive (ARNdb, ADNdb)

* Autres virus pathogenes par exemple SARS-CoV-2 (infections respiratoires)

v'Virus enveloppé

Coronavirus (120 nm)
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https://www.sciencedirect.com/referencework/9780123744104

Concentration en virus dans les eaux usées

Plutot stable pour les bactériophages fécaux Dépend du niveau épidémique pour les virus pathogenes
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FC ENT SRC SOMCPH FENAPH BFRPH Figure 1: Upper panel: Quantification of SARS-Cov-2 in wastewater samples in Parisian Area in
No. of samples different WWTP (open inverted red triangles for important WWTP, purple open inverted triangles
] ] . o ) . ] for smaller WWTP) in circle estimators of the viral excretion.
Fig. 1 Geometric mean ([1) and 93% confidence intervals (CI:
bars) of values of the bacterial indicators and bacteriophages in sewage. Lower panel : In Light grey area, daily number of consultation for COVID 19 Symptoms in hospital
FC, Faecal coliforms; ENT', enterococci; SRC, spores of sulphite- of the Parisian area. Dark grey daily growth of hospitalized patient. Blue bar total hospitalized
reducing clostndia; SOMCPH, somatic coliphages; FENAPH, patient in the Parisian area, red bar cumulative deaths each day, in Parisian area.
F-specific RNA bacteriophages; BFRPH, bactenophages infecting
Bacteroides _ﬁ’u_):;.!'e'.!'s strain RYC2056 Both panel : grey background, pre-lockdown period.

Lucena et al,, 2003 Wourtzer et al. 2020, https://doi.org/10.1101/2020.04.12.2006267



Le réseau OBEPINE

Observatoire épidémiologique dans les eaux usées
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Détecter le génome viral ne permet pas :

- De témoigner du caractere infectieux du virus
- D’évaluer l'efficacité d’un traitement

Il faut utiliser des modeéles/indicateurs cultivables
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FIG. 3. Influence of the size of the targeted fragment on the kinetics of UV-induced degradation of poliovirus 1 RNA: 76 bases (#), 145 bases
(M), and 1,869 bases (A). The dashed lines are regression lines for genome fragments, the solid line is the regression line for infectivity and is given
for reference. The horizontal black line designates the highest value for the background.

- Gassilloud B., Schwartzbrod L. and Gantzer C. (2003) Presence of viral genome in mineral water : a sufficient condition to assume infectious risk ? Applied and Environmental Microbiology. 69 (7), 3965-3969.

- Simonet J. and Gantzer C. (2006) Inactivation of Poliovirus 1 and F-specific RNA phages and degradation of their genomes by UV irradiation at 254 nanometers. Applied and Environmental Microbiology, 72 (12), 7671-7677.

- Simonet J. and Gantzer C. (2006) Degradation of the Poliovirus 1 genome by chlorine dioxide. Journal of Applied Microbiology 100, 862-870.

- Bertrand ., Schijven J., Sanchez G., Wyn-Jones P. Ottoson J., Morin T., Muscillo, M., Verani M., Nasser A., de Roda Husman A. M., Myrmel M., Sellwood J., Cook N., Gantzer C. (2012) The impact of temperature on the inactivation of enteric viruses in food
and water: a review. Journal of Applied Microbiology 112, 1059-1074.
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Figure 5 Comparison of the persistence of infectious virus (<) to
that of the 3C () and 5-UTRdT (O) fragments of the encapsidated
Poliovirus 1 genome after chlorine dioxide treatment. The arrows indi-



Avec quelques exceptions notamment pour les traitements physiques (filtration, adsorption)

Ex : élimination des virus par ultrafiltration
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- Langlet J., Ogorzaly L., Schrotter J.-C., Machinal C., Gaboriaud F., Duval J.F.L. and Gantzer C. (2009) Efficiency of MS2 phage and Q3 phage removal by membrane filtration in water treatment : applicability of real time RT-PCR method. Journal of Membrane Science 326 (1), 111-116.



Elimination des virus lors du traitement des eaux usées et des boues

Principaux mécanismes d’élimination des virus : adhésion sur les boues + inactivation
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Traitement des boues (Impact des parameétres biologiques, physiques et chimiques) : température /chaulage




(Dentetal, 2013)

Genre Levivirus ~ FRNAPH-I & FRUAPH-I

Genre Allolevivirus “RNAPH-I & FRNAPH-IV
1@ 1020 1944 aw au d &s Ki .

Elimination des virus lors d’un traitement biologique

Ex : Phages ARN F-spécifiques (FRNAPH) e

Structure des FRNAPH (Dent et al. 2013 ; King et al. 2012)

Eaux usées traitées(n = 2)
-2,3 Log,, FRNAPH infectieux :

Eaux usées brutes (n=4)
FRNAPH infectieux :

6,8 x 105 UFP/100mL > 3,3 103 PFU/100 mL
-2,9 Log
. 10
Genome : 3,7 x 107 cg/100mL . Tolog > Genome 4,8 x 10% gc/mL
FRNAPH-I (2%) ----1-------------------’§-L-6-1-°------> FRNAPH-I (44%)
(38%) ----1-----------------§-§-L--"51-°------> (31%)
(60%) _____‘_________________-__’___o_g_l_o-..---> (25%)

M-I H-1v

Abattement : 1 a 3 log,, en
fonction des propriétés de
surface des virus
(hydrophobie ?)

Hartard C. (2017) Thése de I'Université de Lorraine




Elimination des virus par rayonnement UV : dégradation du génome
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FIG. 1. UV fluence response for bacteriophages MS2 (O), GA (<), and QB (2) and for poliovirus 1 (O) in phosphate buffer. The dashed lines

are regression lines for bacteriophages MS2 (— —), GA (- -), and QB (— - - —); the solid line is the regression line for poliovirus 1. Standard
deviations are not plotted to avoid too many marks.

- Phages ARN F-spécifiques tres résistants aux UV

- Sensibilité des virus dépend du type d’acide nucléique et du nombre de sites spécifiques sur le génome
(indirectement la taille). Taille du génome (ARN) : MS2, GA < Q} < Poliovirus

Simonet J. and Gantzer C. (2006) Inactivation of Poliovirus 1 and F-specific RNA phages and degradation of their genomes by UV irradiation at 254 nanometers. Applied and Environmental Microbiology, 72 (12), 7671-7677.



La résistance thermique des virus nus est plus importante que celle des virus enveloppés
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Coliphages somatiques > phages ARN F-spécifiques
Virus nus > Virus enveloppés

Temperature (en “C)

Figure 1 : Inactivation des virus nus (traits pleins et pointillés) et des CoV (croix orange) ou autres virus enveloppés comme le phage phib6 et les filovirus (carrés

noirs) en fonction de la température dans des milieux simples (milieux de culture, tampons, eaux usées pasteurisées).

Les données sur les CoV (croix orange) concernent le virus de Berne, le TGEV, le MHV, le SRAS-CoV et le MERS-CoV (Quist-Rybachuk et al., 2015 ; Leclercq et al.,

2014 ; Darnell et al., 2004 ; Rabenau et al., 2005 ; Casanova et al., 2010 ; Casanova et al., 2009 ; Laude, 1981 ; Weiss and Horzinek, 1986).

Les données d’inactivation du phage Phi6 et des filovirus sont représentées en carrés noirs (Casanova et al., 2015 ; Bibby et al., 2015 ; Piercy et al., 2010)

Les modeéles définis par Bertrand et al. (2012) sont utilisés. Avis Anses Saisine n° 2020-SA-0043



Résistance des coronavirus a pH basique
(Porcins-PEDV ; Canins-CCoV ; SARS-CoV)

pH 6-9 : - peu d’inactivation dans I'heure
pH 10 : - stable 1h a 4°C
- 2 log,, d’inactivation en 6h a 4°C
- 7 log,, d’inactivation en 1h a 25°C

pH 11 : - 4 log,, d’inactivation en 1h a toute température

pH 12 : - 5 log,, d’inactivation en 1h a 4°C

SARS-CoV-2 : stable 1h de pH 3a 10

Quist-Rybachuk et al.,2015 ; Hofmann and Wyler,1989 ; Pratelli et al., 2007 ; Hofmann et al., 1989 ; Chin et al. 2020



Conclusions
« Take-home messages »

- Grande diversité de virus dans les eaux usées : pathogenes ou non.
- Virus nus plus résistants que les virus enveloppés.
- Caractere infectieux obligatoire pour estimer le risque infectieux ou 'efficacité des traitements
- Mécanismes fondamentaux de I’élimination des virus dans les eaux usées/boues
- adhésion sur les éléments qui sédimentent (1-2 log,, d’élimination)
- inactivation par désinfection des eaux (e.g. UV)
- inactivation par traitements thermiques ou pH alcalins (chaulage )

- La lecon de cette pandémie : un manque de données sur les indicateurs viraux

- Suivi des bactériophages fécaux comme indicateurs de pollution fécale ou virale (coliphages
somatiques, phages ARN F-spécifiques) pourrait étre approfondi.



