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L'eau est indispensable à la vie de l'Homme. Au-delà de sa consommation primaire, l'eau lui sert 

aussi dans ses activités industrielles, pour son hygiène, pour l’irrigation de ses potagers ou encore 

pour ses activités récréatives (baignade, sports aquatiques). L’utilisation de l’eau par l’Homme 

conduit généralement à une altération de sa qualité. En particulier, la pollution par des 

microorganismes pathogènes provenant de l’Homme lui-même, ou parfois d’animaux, constitue une 

détérioration importante de la qualité de l’eau. C'est ainsi que la présence de virus entériques dans 

les eaux environnementales constitue un risque pour la santé humaine. Introduits dans les eaux de 

surface par l’intermédiaire de sources ponctuelles (effluents de stations d’épuration) ou diffuses 

(lessivage de surfaces agricoles, excréments animaux sauvages), les virus entériques peuvent ensuite 

emprunter différentes routes.  

Premièrement, les particules virales peuvent se propager dans les eaux de surface par 

l’intermédiaire de procédés d’advection, c’est-à-dire le transport de la pollution par le mouvement 

et la vitesse des cours d’eau. En effet, l’écoulement de l’eau agit comme principal vecteur dans la 

dissémination des particules virales. En parallèle, de nombreux facteurs peuvent affecter la survie 

des virus dans l’environnement (Fong and Lipp, 2005) tels la température (Bertrand et al., 2012; 

Ogorzaly et al., 2010) ou les rayonnements UV du soleil (Bosshard et al., 2013; Fisher et al., 2011). 

Incapables de se multiplier en dehors de leur hôte, la plupart des virus entériques ne peuvent au 

mieux que survivre aux conditions extérieures jusqu’à être ingérés par un nouvel hôte approprié 

humain ou animal (Medema et al., 2003). Les risques encourus suite au contact avec une eau 

préalablement contaminée par des virus entériques suscitent donc de nombreuses questions. Par 

exemple, à partir de combien de mètres, kilomètres, peut-on se baigner ou pratiquer une activité 

récréative dans un cours d’eau ayant été contaminé en amont par le rejet d’une station 

d’épuration ? Ces questions ont toutes leur importance puisqu’à l’heure actuelle, peu d’études ont 

rapporté des données sur le transport et le devenir des virus infectieux le long d’un cours d’eau 

(Skraber et al., 2002).  

Deuxièmement, l’association des virus avec des particules en suspension peut entraîner leur 

sédimentation. De nombreuses études ont déjà décrit la présence de virus entériques dans le 

sédiment (Botero et al., 1992; Leroy et al., 2008; Skraber et al., 2009) et considèrent ce 

compartiment comme réservoir de particules virales (Bosch et al., 2003; Rao et al., 1986). De plus, le 

sédiment jouerait un rôle majeur dans la survie des particules infectieuses, agissant comme bouclier 

contre les rayonnements UV, les enzymes protéolytiques ou autres agents antiviraux présents dans 

les eaux (LaBelle and Gerba, 1982).  

La capacité des virus à interagir avec des particules solides peut sensiblement influencer sur leur 

distribution dans le système hydrique. Libres dans l’eau de surface, les virus auront plutôt tendance 

à rester en suspension et à être disséminés par le courant tandis qu’associés à une particule solide, 

ils auront tendance à sédimenter. De nombreuses variables influencent l’association des virus avec 

les particules solides telles que, les propriétés intrinsèques des virus, les conditions physico-

chimiques environnementales ou les propriétés de surface du support (Gerba, 1984). La prédiction 

de ces interactions est difficile. Quelques études ont examiné l’état de la particule virale (libre ou 

associée à un support) dans les eaux de surface afin de prédire le phénomène de sédimentation 

(Characklis et al., 2005; Hejkal et al., 1981; Payment et al., 1988). Au regard des matrices analysées 
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(eau de surface ou effluent de stations d’épuration), il est suggéré que la majorité des virus est libre 

ou associée à des particules inférieures à 0,3 µm. Ces résultats suscitent l’interrogation du transfert 

des particules virales de la colonne d’eau au sédiment.  

Enfin, la remise en suspension du sédiment, lors de perturbations naturelles ou anthropiques des 

cours d’eau, peut entraîner la libération des particules virales qui y étaient stockées (Rao et al., 

1986). Même si cela a été souvent énoncé dans la littérature comme une évidence, cette source de 

contamination virale de la colonne d’eau a rarement été démontrée (Williamson et al., 2014).  

Les événements hydro-climatologiques telles que les fortes pluies ont un impact direct sur la 

dynamique des virus dans les eaux (Jofre et al., 2010). De nombreuses études ont mis en évidence 

l’augmentation de la charge virale suite à de fortes intempéries dans la colonne d’eau (Cole et al., 

2003; Corsi et al., 2014; Ngaosuwankul et al., 2013). Outre la remise en suspension du sédiment, des 

apports conséquents en virus entériques peuvent notamment être issus des stations d’épuration, 

rejetant directement les eaux usées dans les cours d’eau sans passer par des étapes de traitement. 

De plus, les événements hydro-climatologiques modifient le milieu hydrique. Par exemple, suite à de 

fortes pluies, les particules solides en suspension sont augmentées (eau très turbide) et la 

composition chimique de l’eau varie (phénomène de dilution). Ces modifications peuvent impacter 

les interactions des virus avec leur environnement et donc perturber la pollution virale des eaux.  

En réalité, la dynamique des particules virales dans le milieu aquatique suscite toujours de 

nombreuses questions en ce qui concerne les variables et facteurs contrôlant le comportement in 

situ des particules virales dans le milieu hydrique (Figure 1). Chaque élément de réponse est une 

avancée à la compréhension du transport et du devenir des virus dans l’environnement, point clé 

pour prévenir les épidémies liées à l’eau.  

 

Figure 1 Dynamique des particules virales dans l’environnement hydrique. 
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A partir des données de la littérature, les hypothèses suivantes ont été énoncées : 

- au-delà des facteurs environnementaux, le comportement des virus varie dans le milieu hydrique 

selon leurs caractéristiques propres ;  

- les conditions hydro-climatologiques influencent la dynamique et la charge virale dans le milieu 

hydrique ; 

- les virus sont associés à des particules solides dans la colonne d’eau leur permettant de sédimenter 

au fond du lit de la rivière ; 

- le sédiment est un réservoir à particules virales. 

Afin d’arbitrer ces idées, les bactériophages ARN F-spécifiques ont été sélectionnés dans ce travail 

de thèse comme modèles de virus. L’ubiquité de ces particules virales dans les milieux hydriques, 

leur facilité de détection ou leur similarité avec certains virus entériques pathogènes constituent des 

premiers arguments justifiant ce choix. La section 4.2 du chapitre 1 abordera plus en détails les 

avantages à utiliser les bactériophages ARN F-spécifiques pour l’étude de la dynamique virale dans le 

milieu hydrique. De plus, l’évaluation du comportement de ces bactériophages a été menée dans la 

rivière de l’Alzette, l’une des principales rivières du Luxembourg, selon plusieurs critères qui seront 

présentés section 1.1 du chapitre 2. 

La présente étude a donc pour but de mieux comprendre le transport et le devenir des 

bactériophages ARN F-spécifiques en fonction de leurs caractéristiques propres et des conditions 

hydro-climatologiques. Le couplage d’approches microbiennes et hydrologiques pour répondre à la 

question de la propagation des phages dans une rivière constitue l’originalité de cette recherche et 

lui confère une véritable dimension pluridisciplinaire.  

Les quatre objectifs de ce travail sont : 

- l’analyse de l’influence in situ des facteurs environnementaux sur la dynamique et la survie des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans les eaux de la rivière de l’Alzette ; 

- l’analyse de l’impact des variations hydro-climatologiques sur le transport des bactériophages ARN 

F-spécifiques dans les eaux de surface lors de crues ; 

- l’analyse de la distribution des bactériophages ARN F-spécifiques dans les eaux de la rivière de 

l’Alzette en fonction de leur capacité à interagir avec leur environnement dans l’optique d’apporter 

des éléments de réponse quant au transfert de ces particules virales de la colonne d’eau vers les 

sédiments ; 

- la caractérisation des sédiments de l’Alzette, en complément des capacités d’attachement des 

bactériophages ARN F-spécifiques, pour déchiffrer la présence de ces particules virales dans ce 

compartiment. 
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La suite de la thèse est structurée comme suit : 

Dans un premier chapitre, une étude bibliographique approfondie dédiée à la présence et à la 

dynamique des particules virales dans le milieu hydrique sera présentée. Le deuxième chapitre de 

cette étude décrira les stratégies envisagées et les méthodologies employées pour répondre aux 

objectifs. Une description du site d’étude et sa principale source de pollution virale y sera également 

présentée. Les chapitres suivants seront dédiés aux résultats et, pour la majorité, seront présentés 

sous formes d’articles scientifiques publiés dans des journaux internationaux. Ces articles seront 

précédés d’une introduction les situant dans la démarche globale de la présente thèse et d’une 

synthèse des principaux résultats obtenus et de leurs interprétations. Ainsi, le troisième chapitre 

sera dédié à l’étude de la propagation et du devenir des bactériophages ARN F-spécifiques le long de 

la rivière de l’Alzette en conditions de débit de base. L’influence des évènements hydro-

climatologiques sur la dynamique des particules virales dans l’eau de surface sera abordée dans le 

chapitre quatre avec l’analyse d’échantillons d’eau collectés durant deux crues. Le chapitre cinq 

présentera les interactions des bactériophages ARN F-spécifiques avec les matières en suspension et 

le sédiment. Le couplage d’observations in situ et d’expériences de laboratoire permettront 

d’émettre une hypothèse sur le transfert des particules virales de la colonne d’eau vers le sédiment. 

Enfin, le chapitre six sera consacré à la caractérisation du sédiment de l’Alzette dans le but de 

clarifier la présence et la distribution spatiale des bactériophages ARN F-spécifiques dans le 

sédiment. 

Dans une dernière partie, l’ensemble de ces résultats sera discuté de manière à dégager et à préciser 

les apports scientifiques de ce travail à la compréhension du transport et du devenir des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans une rivière. 
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 Chapitre 1 : Etude bibliographique
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1 Présence de particules virales dans le milieu hydrique 

De nombreux virus sont susceptibles d’être véhiculés par le milieu hydrique. Parmi eux, les virus dits 

« entériques » y sont régulièrement retrouvés. Ce terme englobe l’ensemble des virus capables 

d’infecter et de se multiplier au niveau des cellules du tractus gastro-intestinal des animaux à sang 

chaud. Chez l’homme, les virus entériques pathogènes sont excrétés en très grande quantité dans 

les selles des personnes infectées (de 105 à 1011 particules virales par gramme de selle) (Bosch, 

1998). Les bactériophages entériques, virus infectant exclusivement les entérobactéries du système 

digestif de l’homme et des animaux, sont également présents dans les eaux environnementales. 

L’ensemble de ces virus et bactériophages entériques peuvent se propager dans l’environnement à 

travers différentes routes.  

Les effluents des stations d’épuration constituent une source ponctuelle importante de virus et 

bactériophages entériques dans les eaux de surface. Dans les systèmes conventionnels, des filières 

biologiques (boues activées) et/ou physico-chimiques (décantation/flottation et coagulation) sont 

utilisées pour la décontamination des eaux usées. L’ajout d’étapes de désinfections telles l’utilisation 

de chlore, d’ozone ou de rayonnements UV améliore l’épuration des eaux (Zhang et al., 2016) mais 

sont actuellement rarement utilisées. Néanmoins, l’efficacité des stations d’épuration classiques ne 

permet pas une élimination totale des virus et bactériophages entériques ce qui conduit à la 

décharge de particules virales dans les réseaux naturels aquatiques. Les virus entériques deviennent 

alors des polluants environnementaux. 

D’autres sources diffuses, plus difficilement identifiables, sont également responsables de l’apport 

de particules virales entériques dans les eaux de surfaces. Par exemple, suite à de fortes pluies, le 

ruissellement des zones agricoles (pâturage, fumier, etc.) et urbaines (excréments d’animaux 

domestiques) constitue une source de contamination virale importante. De plus, le transport des 

particules virales via l’infiltration d’eaux contaminées dans le sol peut causer une contamination des 

eaux souterraines. Autre exemple, les excréments des animaux sauvages, notamment les oiseaux 

sauvages, sont aussi une source de polluants fécaux et viraux.  

La figure 2 représente le cycle des virus et bactériophages entériques dans le milieu hydrique. 

L’homme et les animaux sont à la fois les contaminateurs primaires et les récepteurs finaux des virus 

entériques véhiculés par l’eau. 
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Figure 2 Différentes routes de transmission des virus et bactériophages entériques véhiculés par 

l’eau. Les eaux usées incluent les eaux issues des stations d’épuration, des fosses septiques et des 

égouts (exfiltration et raccordements inversés) (adapté de Bosch, 1998). 

1.1 Présence dans l’eau de surface 

De nombreux virus entériques pathogènes pour l’homme sont détectés dans les eaux de surface. Les 

adénovirus, les astrovirus, les virus de l’hépatite A et E, les rotavirus, les entérovirus et les norovirus 

sont les principaux virus pathogènes à transmission hydrique répertoriés dans la littérature (Tableau 

1). Les concentrations virales observées dans les eaux de surface peuvent varier de 0 à 104 copies de 

génome par litre selon le type de virus détecté et le site géographique (Tableau 2). D’autres facteurs 

telles que la dilution, la proportion de personnes infectées dans la population, l’efficacité des 

traitements d’épuration mis en place ou tout simplement les techniques de concentration et de 

détection utilisées, peuvent également être à l’origine des variations de concentrations virales. Quoi 

qu’il en soit, la présence de ces virus pathogènes affecte la qualité de l’eau et pose potentiellement 

un risque pour la santé humaine 
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Tableau 2 Aperçu de la présence et de la concentration des virus entériques dans les eaux de surface 

(adapté de Gerba, 2007; avec ajout de nouvelles publications *). 

UFP : unités formant plages, NPPUC : nombre le plus probable d’unités cytopathogènes, ICC-PCR : culture cellulaire suivie d’une PCR, cg : 
copies de génome 

 

Localisation Concentration/ pourcentage de positif Type d’eau Références 

Etats-Unis  Entérovirus: 0-0,75 UFP/L Eau récréative Rose et al., 1987 

Astrovirus:27,57% (ICC-PCR) Eau de surface Chapron et al., 2000 

Entérovirus: 27,5% (ICC-PCR) 

Allemagne 0 ,5-56 NPPUC/L Rivières Walter et al., 1989 

Canada 0,1-29 NPPUC/L Fleuve Saint Laurent Payment et al., 2000 

Corée Entérovirus (ICC-PCR): 33,3% Rivière Han Lee et al., 2005 

Pays-Bas Entérovirus: 0,3-2 UFP/L Rivières Waal et 
Maal 

Lodder et de Roda 
Husman, 2005 Rotavirus (PCR): 57 à 5,4.103 cg/L 

Espagne Norovirus (PCR) GI : 75% Rivière Llobregat Pérez-Sautu et al., 2012 * 

Norovirus (PCR) GII : 68,5% 

Norvège Adénovirus humain (PCR) :61,5% ; 
3,3.102 cg/L 

Rivière Glomma Grøndahl-Rosado et al., 
2014 * 

Norovirus GI (PCR): 61,5%; 6,7.102 cg/L 

Norovirus GII (PCR): 46,2%; 5,9.102 cg/L 

France Entérovirus (culture): 3% Diverses rivières Hot et al., 2003 

Entérovirus (PCR): 88% 

Hépatite A virus (PCR): 1,5% 

Norovirus GI (PCR): 1,5% 

Norovirus GII (PCR): 0% 

Astrovirus (PCR): 3% 

Rotavirus (PCR): 0% 

Adénovirus (PCR): 93% Rivière Seine Prevost et al., 2015b* 

Norovirus GI (PCR): 88% 

Norovirus GII (PCR): 92% 

Astrovirus (PCR): 36% 

Rotavirus (PCR): 57% 

Luxembourg Adénovirus humain (PCR) : 87,5%, 
2,9±0,5.102 cg/L 

Rivière Alzette Ogorzaly et al., 2015 * 

Afrique du sud Hépatite A virus (PCR) : 35,3% Rivière 
Barrage 

Taylor et al., 2001 

Hépatite A virus (PCR): 37,3% 

Adénovirus humain : 31 à2,7.103 cg/L 
Hépatite A virus : 2,3.103 à 9,8.104 cg/L 
Rotavirus : 7,9.102 à2,8.103 cg/L 
Entérovirus : 0,28 à 1 cg/L 

Rivière Buffalo Chigor et al., 2014 * 

Rotavirus: 13% Barrage Van Zyl et al., 2006 

Thaïlande Hépatite A virus (PCR): 15% Canaux Kittigul et al., 2000 

Norovirus GI (PCR): 1,9.104 cg/L Rivière Inoue et al., 2016 * 

Norovirus GII (PCR): 7,4.104 cg/L 

Japon Norovirus GI (PCR): 54% Rivière Kishida et al., 2012 * 

Norovirus GII (PCR): 63% 

Adénovirus humain (PCR) : 44% 

Chine Rotavirus (PCR): 48,1% Rivières et lacs He et al., 2012 * 

Astrovirus (PCR): 5,6% 

Norovirus (PCR): 4,6% 

Adénovirus humain (PCR) :6,1.102 à 
8,5.102 cg/L 

Diverses rivières Huang et al., 2015 * 

Singapour Norovirus (PCR): 75%, 1,1.103cg/L (GGI) 
et 1,5.103cg/L (GII) 

Zones récréatives Vergara et al., 2016 * 

Adénovirus humain : 60% ; 1,2.103cg/L 
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Les bactériophages entériques sont également disséminés dans les eaux de surface. Les coliphages 
somatiques, les bactériophages F-spécifiques et les phages de Bacteroides fragilis ont 
principalement été utilisés comme indicateurs de pollution fécale. Les caractéristiques essentielles 
de ces bactériophages sont résumées dans le tableau 3. 
 
Tableau 3 Caractéristiques générales des familles de bactériophages couramment détectés dans les 
eaux de surface. Les représentations schématiques sont issues du site : http://viralzone.expasy.org. 
 

Nom Famille Caractéristiques structurales Phage modèle (hôte) 

Phages de 
Bacteroides fragilis 

 
Siphoviridae 

ADN double brin B40-8 (Bacteroides fragilis) 
 
 
λ (E.coli) 

Longue queue non rétractile 

Capside d’environ 60 nm 

Bactériophages 
somatiques 

Capside icosaédrique 

Myoviridae 

ADN double brin 

T2, T4 (E.coli) 

Longue queue rétractile 

Capside d’environ 100 nm 

Capside icosaédrique ou 
allongée 

 
Podoviridae 

ADN double brin 

T7, P22 (E.coli) 
Courte queue 

Capside d’environ 65 nm 

Capside icosaédrique 

 
Microviridae 

ADN simple brin 

Φ-X174 (E.coli) 
Absence de queue 

Capside d’environ 25-30 nm 

Capside icosaédrique 

Bactériophages F-
spécifiques 

 
Leviviridae 

ARN simple brin MS2, GA, Qß, FI (bactérie 
porteuse du plasmide 
codant pour les pili 
sexuels) 

Absence de queue 

Capside d’environ 25-30 nm 

Capside icosaédrique 

Inoviridae 

ADN double brin fd, M13  
(bactérie porteuse du 
plasmide codant pour les 
pili sexuels) 

Capside d’environ 800 x 6 nm 

Tiges longues et flexibles 

 

Contrairement aux virus entériques pathogènes majoritairement détectés par des outils 

moléculaires, la présence des bactériophages est très souvent évaluée par l’intermédiaire d’un test 

d’infectiosité. Ce test consiste à mettre en contact des bactériophages avec une culture bactérienne 

réceptrice. Le titre ou concentration virale contenu dans l’échantillon est généralement exprimé en  

unités formant plages (UFP). Plus récemment des outils moléculaires ont été proposés. Ils 

permettent de quantifier le nombre total de particules phagiques (infectieuses et non infectieuses) 

en copie de génome (cg). Le tableau 4 donne quelques valeurs de concentrations en bactériophages 

infectieux (UFP/100 mL) retrouvés dans les eaux de rivière. En moyenne, les concentrations en 

phages infectieux se situent entre 103 et 104 UFP/100 mL pour les coliphages somatiques, entre 102 

et 103 UFP/100 mL pour les bactériophages ARN F-spécifiques et entre quelques unités et 102 

UFP/100 mL pour les phages de Bacteroides fragilis. 
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Tableau 4 Aperçu de la présence et de la concentration des bactériophages entériques dans les eaux 

de surface (rivière). 

UFP : unités formant plages 

Localisation Bactériophages (souche réceptrice) 
Concentrations  

(UFP/100 mL)/ pourcentages 
de positifs 

Références 

Espagne 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 2,0.102 à 1,4.104/ 100% 

Durán et al., 2002 
Bactériophages ARN F-spécifiques 

(S.typhimurium WG49) 
1,0.101 à 6,5.102/ 71 à 100% 

Phages de Bacteroides fragilis 
(HSP40, RYC2056) 

8,0 à 2,0.102/ 78 à 100% 

Coliphages somatique (E.coli WG5) ~ 5.103 

Muniesa et al., 2012 Phages de Bacteroides fragilis (RYC2056) ~ 3,1.101 

Phages de Bacteroides fragilis (GA17PH) ~ 1.102 

Pays-Bas 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 1,2.102 à 3,2.104 

Skraber et al., 2009 Bactériophages F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49) 

40 à 2,5.103 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 10,5 à 1,7.103/ 100% 

Lodder et al., 2010 Bactériophages F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49) 

<1 à 4,3.102/ 97% 

Suisse 

Coliphages somatique (E.coli 036) 7,9.103 à 3,1.104/ 83% 

Baggi et al., 2001 Bactériophages F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49 et E.coli Hfr) 

4,0.102 à 2,5.103/ 60% 

Etats-Unis 
Bactériophages F-spécifiques 

(E.coli Famp) 

<1 à 1.103 

27% phages ARN F-spécifiques 
65% phages ADN F-

spécifiques 

Stewart-Pullaro et al., 
2006 

Coliphages somatique (E.coli CN13) 3,1.102 

Argentine 
Colombie 

France 
Espagne 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 6,3.103 

Lucena et al., 2003 

Bactériophages ARN F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49) 

5,0.102 

Phages de Bacteroides fragilis 
(RYC2056) 

3,9.101 

France 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 1,7.102 à 2,0.103 

Ogorzaly et al., 2009 Bactériophages ARN F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49) 

1,0.101 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 3,2.103 

Skraber et al., 2002 
Bactériophages F-spécifiques 

(S.typhimurium WG49) 
2,0.102 

Phages de Bacteroides fragilis 
(RYC2056) 

58% 

Bactériophages F-spécifiques 
(S.typhimurium WG49) 

0 à 1,6.103 (site urbain) 
Mauffret et al., 2012 

0 à 5,0.102 (site rural) 

Japon 
Bactériophages F-spécifiques 

(S.typhimurium WG49) 

1,8.102 à 1,1.104 Haramoto et al., 2009 

20 à 1,1.103/ 100% Haramoto et al., 2012 

Grande-
Bretagne 

Coliphages somatique (E.coli WG5) 1,2.103 à 2,2.104 
Ebdon et al., 2007 

Phages de Bacteroides fragilis (GB-124) 1,0.102 à 4,5.103 
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1.2 Présence dans le sediment 

De nombreux virus sont présents dans les sédiments des eaux douces (rivières, lacs) et dans les 

sédiments marins. Beaucoup d’auteurs considèrent le sédiment comme un réservoir de particules 

virales (Bosch et al., 2003; Rao et al., 1986). L’abondance des virus dans les sédiments a notamment 

été déterminée par l’intermédiaire de la cytométrie de flux (Brussaard, 2004; Duhamel and Jacquet, 

2006; Marie et al., 1999). Une étude a pu dès lors analyser la quantité et la diversité des « virus like 

particles » (particules de petite taille contenant de l’ADN ou de l’ARN) dans du sédiment provenant 

d’un lac de cratère volcanique (Borrel et al., 2012). Ces auteurs ont quantifié plus de 30.109 

VLP/gramme de sédiment sec à la surface et ont également démontré une diminution de la 

concentration en particules virales corrélée positivement à la profondeur de l’échantillon prélevé 

(environ 10.109 VLP/gramme de sédiment sec à 40 cm de profondeur). Les figures 3 et 4 mettent en 

évidence la diversité phénotypique des particules virales observées dans cette étude par 

microscopie électronique à transmission. Les bactériophages entériques représentent finalement 

une partie très faible par rapport à ces phages autochtones. Par exemple, lorsque la diversité des 

phages est étudiée, très peu de Leviviridae et de Microviridae sont observés. 

 

 

 
 
Figure 3 Micrographies électroniques à transmission de virus typiques d'eau douce (Myoviridae : a, b 
et c ; Siphoviridae : d, e, f et g) observés dans du sédiment à 40 cm de profondeur. Échelle : 100 nm 
(Borrel et al., 2012). 
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Figure 4 Micrographies électroniques à transmission de nouveaux virus hypothétiques observés dans 

du sédiment à 40 cm de profondeur. Leur morphologie est pour la plupart similaire aux virus 

infectant des archées hyper-thermophiles et halophiles. Échelle : 100 nm (Borrel et al., 2012). 

 
Au cours de ces dernières années, beaucoup de méthodes ont été suggérées pour éluer les 

particules virales du sédiment. De nombreux éluants ont été testés, dont les plus répandus, sont des 

solutions à base de protéines (extrait de bœuf, sérum de veau fœtal, lait) (Gerba et al., 1977; LaBelle 

et al., 1980; Pepper et al., 2009; Tsai et al., 1983). Les substances organiques solubles contribuent à 

l’isolement des particules virales du sédiment en raison de leur compétition pour les mêmes sites 

d’attachement. Les petites protéines, comme celles contenues dans l’extrait de bœuf, peuvent 

également s’intercaler entre le site d’attachement et la particule virale, réduisant ainsi les forces 

d’attractions. Ces solutions peuvent aussi être combinées avec des agents chaotropiques pour 

faciliter l’élution des particules dans le milieu (Wait and Sobsey, 1983). Enfin, des pH élevés (pH 9,0 à 

11,5) sont généralement utilisés en parallèle pour améliorer l’élution des virus (Gerba et al., 1977; 

Guzmán et al., 2007; LaBelle et al., 1980; Skraber et al., 2009). L’efficacité de ces méthodes d’élution 

dépend à la fois des caractéristiques de la particule virale, de leur sensibilité aux forts pH ou encore 

de la nature du sédiment. Déterminée dans plusieurs études, l’efficacité de récupération des 

particules virales dans le sédiment varie de quelques pourcents à plus de 40% (Bitton et al., 1982; 

Monpoeho et al., 2001).  

A l’heure actuelle, aucune méthode n’a été définie comme méthode de référence pour l’élution des 

particules virales à partir de sédiment. C’est une des principales raisons expliquant la variation des 

concentrations en virus retrouvées dans l’environnement (Tableau 5). La présence des virus 

entériques dans le sédiment est donc largement démontrée, tandis que la quantification de ces 

particules virales, soit par des méthodes de culture (test d’infectiosité), soit par des techniques 

moléculaires, suscite encore des questionnements. La compréhension des mécanismes 

d’attachement des virus à un solide contribuerait à l’amélioration des méthodes d’isolement des 

particules virales à partir du sédiment. 

 



Etude Bibliographique 

- 17 - 
 

Tableau 5 Aperçu de la présence et de la concentration des virus entériques dans le sédiment. 

 
Localisation / 

type de sédiment 
Virus entériques 

détectés 
Concentrations / 

pourcentages de positifs 
Méthode de 

détection 
Références 

Etats-Unis / 
sédiment marin 

Virus entériques 
7 à 10 UFP/1000 g de 

sédiment / 6% 
Culture Rao et al., 1984 

Virus entériques 
0 à 480 UFP/20 L de 

sédiment 
Culture LaBelle et al., 1980 

Entérovirus 
2 à 3,3.102/400 mL de 

sédiment humide 
Culture Gerba et al., 1977 

Espagne / 
sédiment marin 

Coliphages, phages de Bacteroides fragilis, 

rotavirus, enterovirus 
Culture Jofre et al., 1989 

Coliphages 
somatiques  

<6 à 1,2.104 UFP/100 g de 
sédiment/ 78% 

Culture Lucena et al., 1996 
Phages de 

Bacteroides fragilis 
<6 à 4,4.103 UFP/100 g de 

sédiment/ 90% 

Entérovirus 0 à 2,8.102 UFP/100 g de 
sédiment/ 66% 

France 
Sédiment rivière 

Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae 
Microscope 

électronique à 
transmission 

Leroy et al., 2008 

Sédiment marin Entérovirus, virus de l’hépatite A RT-qPCR Le Guyader et al., 1994 

Italie / sédiment 
marin 

Entérovirus (poliovirus type 1, 2, 3 et echo virus 
type 6,20, reovirus) 

Culture De Flora et al., 1975 

Pologne / 
sédiment marin 

Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae 
Microscope 

électronique à 
transmission 

Jakubowska-Deredas et 
al., 2012 

Pays-Bas / 
sédiment rivière 

Coliphages 
somatique  

10 à 80 UFP/g de sédiment 
sec 

Culture Skraber et al., 2009 Bactériophages F-

spécifiques 

 

1,2 à 251 UFP/g de 
sédiment sec 

Venezuela / 
sédiment de lac 

Entérovirus 
(poliovirus type 1, 2 
et echo virus type 

20, 27, 29) 

79,2% Culture Botero et al., 1992 

Grande-Bretagne 
/ sédiment de lac 

Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae 
Microscope 

électronique à 
transmission 

Hargreaves et al., 2013 

Brésil / sédiment 
rivière 

Adénovirus humain 
4,3.103 à 6,9.104 cg/g de 

sédiment 
qPCR Staggemeier et al., 2015 

Nouvelle-
Zélande / 

sédiment marin 

Entérovirus 
13 à 33 UFP/100 g de 

sédiment 
Culture 

Green and Lewis, 1999 
Virus de l’hépatite A RT-qPCR 

rotavirus RT-qPCR 
UFP : unités formant plages, cg : copies de génome 

 

1.3 Persistance des particules virales 

Parasites intracellulaires obligatoires, les virus et bactériophages entériques sont incapables de se 

multiplier en dehors de leur hôte et demeurent des particules inertes dans l’environnement. La 

présence de virus entériques dans les réseaux hydriques présente un risque pour la santé humaine 

que si ces derniers sont capables de subsister aux conditions extérieures. La survie des particules 

virales, caractérisé par le maintien du caractère infectieux, dans les conditions environnementales a 
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largement été étudiée au cours de ces dernières années. Deux manières de faire y sont rapportées : 

(i) des tests en laboratoire où les particules virales sont soumises de manière contrôlée aux 

conditions extérieures artificiellement recréées ou (ii) des tests in situ par l’intermédiaire de sacs à 

dialyse contenant les virus d’intérêt et permettant le contact avec le milieu extérieur en conditions 

réelles. Différents facteurs environnementaux affectant la survie des virus dans les eaux ont ainsi pu 

être mis en évidence. 

1.3.1 La température 

La température est considérée comme le facteur ayant le plus d’influence sur la survie des particules 

virales et ce, tous virus confondus (Bertrand et al., 2012; Kutz and Gerba, 1988; Lo et al., 1976; Yates 

et al., 1985). De manière générale, plus la température est basse et plus les virus persistent 

longtemps (Hurst et al., 1989; John and Rose, 2005; Ogorzaly et al., 2010; Ravva and Sarreal, 2016). 

Par exemple, Durán et al. (2002) ont mis en évidence l’inactivation des bactériophages ARN F-

spécifiques dans de l’eau de rivière à différentes températures. En hiver, où la température est 

comprise entre 4 et 10°C, le temps nécessaire pour observer une réduction de 90% des 

bactériophages infectieux est estimé à 14 jours tandis qu’il avoisine les 2,6 jours en été. 

L’inactivation des virus par la température peut être causée soit via la dénaturation des acides 

nucléiques et la dégradation des protéines constituant la capside, soit, indirectement, via des 

réactions chimiques ou enzymatiques dégradant la particule virale (Gerba, 2007; Nigel J. Dimmiock, 

1967; O’Brien and Newman, 1977). Récemment, Wigginton et al. (2012) ont mis en évidence 

l’inactivation du bactériophage MS2 à une température de 72°C. Ces auteurs suggèrent des 

changements protéiques structuraux de la capside sous l’effet de la chaleur empêchant notamment 

le phage d’infecter ses bactéries hôtes.  

Des différences de survie entre les types de virus entériques ont été observées (Tableau 6). Par 

exemple, Ogorzaly et al. (2010) ont montré une persistance plus importante des adénovirus que des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans de l’eau souterraine à une température de 20°C. D’autres 

études ont même montré des différences de survie au sein d’une même famille virale, les 

Leviviridae, où les bactériophages appartenant aux génogroupes I et II sont plus résistants que les 

bactériophages des génogroupes III et IV (Muniesa et al., 2009; Yang and Griffiths, 2013). Ces 

disparités peuvent être dues à différents facteurs tels que la structure du virus, son génome ou 

encore ses propriétés de surface contrôlant ses interactions avec l’environnement. 
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Tableau 6 Taux d’inactivation des virus entériques dans l’eau souterraine obtenus selon une 

cinétique de premier ordre (d’après Gerba, 2007). 

 

Virus entériques Température (°C) Taux d’inactivation (log10/jour) 

Poliovirus 0-10 0,08 
 11-15 0,09 
 16-20 0,11 
 21-25 0,23 
 26-30 1,03 

Virus de l’hépatite A 0-10 0,01 
 20-25 0,05 
 26-30 0,04 

Echovirus 11-15 0,11 
 16-20 0,12 
 21-25 0,18 

Coxsackievirus 3-15 0,19 

Rotavirus 3-15 0,36 

 

1.3.2 Les rayonnements naturels 

Le rayonnement solaire est un facteur important pouvant diminuer la survie des particules virales 

dans l’environnement aquatique via les rayonnements UV. Ce phénomène est d’ailleurs exploité 

comme procédé naturel de désinfection pour l’épuration des eaux usées dans des zones humides 

artificielles tel le lagunage (Curtis et al., 1992; Davies-Colley et al., 1999). Fujioka et Yoneyama (2002) 

ont observé une inactivation des entérovirus plus rapide et importante en présence de lumière que 

dans l’obscurité. Deux mécanismes distincts peuvent causer l’inactivation des virus. Le premier 

implique des dommages directs des composants viraux suite à l’exposition aux rayonnements 

ultraviolets (UV). Le second est la photo-oxydation endogène ou exogène. En présence d’oxygène, 

l’excitation de composants absorbants la lumière (nommés « photo sensitizers ») induit le transfert 

d’énergie à d’autres particules formant des dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) (Kohn and Nelson, 

2007; Romero et al., 2011). Ces radicaux libres, ions oxygénés ou peroxydes sont des espèces 

chimiques à très forte réactivité capables d'oxyder les protéines et l'acide nucléique des particules 

virales. Les virus à ADN double brin (par exemple adénovirus) sont plus résistants aux rayonnements 

UV que les virus à ARN en raison de l’utilisation d’enzymes de réparation à ADN de leur cellule hôte 

(Carratalà et al., 2013; Gerba et al., 2002). Un exemple de « photo sensitizers » exogène est la 

matière organique présente dans les eaux de surface (Kohn et al., 2007). Sun et al. (2016) ont mis en 

évidence qu’une concentration modérée en matière organique affecte la survie des particules virales 

par la formation de DRO tandis qu’une faible et forte concentration prolonge la survie des virus. En 

effet, de fortes concentrations en matière organique atténuent et réduisent l’impact des 

rayonnements UV tandis qu’à de faibles concentrations, l’impact des DRO est compensé par les 

effets protecteurs (réduction de l’intensité lumineuse et association virus-particules solides).  
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1.3.3 Le pH 

Aux pH naturels des eaux (pH 5-9), les virus et bactériophages entériques sont stables (Gerba, 2007). 

L’inactivation de la particule virale par l’action du pH a lieu préférentiellement à des pH extrêmes (<3 

ou >9) et dépend du type de virus. Par exemple, les entérovirus peuvent survivre à des valeurs 

extrêmes de 11,0-11,5 pendant de courtes périodes tandis que les adénovirus et rotavirus sont 

sensiblement inactivés aux pH supérieurs à 10,0 (Gerba and Goyal, 1982). L’action du pH peut 

également causer des différences d’inactivation des particules virales au sein d’une même famille. 

Par exemple, Feng et al. (2003) ont mis en évidence des différences d’inactivation entre deux 

bactériophages ARN F-spécifiques appartenant à la famille des Leviviridae pour des valeurs de pH 

extrêmes inférieures à 6 ou supérieures à 8. Schaper et al. (2002a) ont montré une inactivation plus 

importante des génogroupes II, III et IV des bactériophages ARN F-spécifiques à pH 10,0 comparée 

aux bactériophages appartenant au génogroupe I. Les pH environnementaux ne semblent donc pas 

avoir un rôle direct dans l’inactivation des particules virales. Cependant, ils peuvent influencer 

l’association des virus avec des particules solides (particules en suspension, sédiment, etc.) et agir 

indirectement sur la survie des virus dans les eaux. 

1.3.4 L’association des particules virales 

L’attachement des virus entériques à des particules solides (particules en suspension, sédiment, etc.) 

joue un rôle majeur dans leur survie. En effet, de nombreuses études mettent en évidence la survie 

prolongée des particules virales lorsque celles-ci sont associées à du sédiment (Hurst et al., 1980; 

LaBelle et al., 1980; Nazir et al., 2011; Rao et al., 1984). Par exemple, l’inactivation du poliovirus de 

type 1 a été étudié en absence et présence de sédiment dans de l’eau marine incubée à 4°C, 24°C ou 

37°C (Liew and Gerba, 1980). Le virus est relativement stable à 4°C quel que soit le milieu tandis qu’il 

s’inactive plus ou moins rapidement à 24°C et 37°C en fonction de la présence de sédiment. A 37°C, 

l’entérovirus survit 2 jours de plus en présence de sédiment que dans l’eau marine seule ; et d’une 

manière générale (à 24°C et 37°C), le titre infectieux est toujours d’au moins 1 log10 supérieur à celui 

mesuré en absence de sédiment. L’effet protecteur des particules solides sur la survie des virus 

entériques peut être dû à la stabilisation de la capside virale suite à leur attachement, l’accessibilité 

limitée des rayonnements UV ou à l’interférence avec des enzymes et autres substances virucides 

présentes dans l’eau. Par exemple, Singer et Fraenkel-Conrat (1961) ont montré l’inactivation des 

particules virales à la ribonucléase, effet pouvant être diminué suite à l’attachement de cette 

enzyme à la bentonite. A l’inverse, Gerba et Schaiberger (1975) ont montré que sur l’ensemble des 

particules solides présentes dans les eaux de surface, certaines ne permettaient pas de prolonger la 

survie des virus. L’interaction avec des bactéries possédant une activité antivirale ou un attachement 

irréversible à certains solides pourrait aussi entraîner l’inactivation des virus (Gerba, 1984). La figure 

5 illustre les différents états de la particule virale soumise aux différents stress environnementaux. 
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Figure 5 Attachement et/ou inactivation des particules virales à l’interface d’une surface solide. Le 

virus peut s’inactiver dans l’eau sous l’influence de facteurs environnementaux (1), s’attacher à une 

surface par l’intermédiaire de réactions réversibles (2) ou irréversibles (3) et s’inactiver après avoir 

été attaché (4) (adapté de Grant et al., 1993). 

1.3.5 Les sels et métaux 

La salinité de l’eau peut influencer la survie de la particule virale. De nombreuses études ont 

effectivement montré une survie prolongée des virus entériques dans l’eau douce en comparaison à 

l’eau de mer (Akin et al., 1976; John and Rose, 2005). Selon Kapuscinski et Mitchell (1980), ceci serait 

principalement dû aux propriétés antivirales des microorganismes antagonistes plutôt qu’à 

l’augmentation en sel. Tout comme le pH, la composition en sels peut également affecter 

l’association des particules virales avec des particules solides (Gerba, 1984), favorisant ou 

défavorisant indirectement la survie du virus. Par exemple, Lance et Gerba (1984) montrent que la 

composition en sels dans l’eau du robinet favorise l’attachement du poliovirus au sable, comparé à 

une eau déminéralisée. 

Certains métaux lourds, tel le cuivre ou l’argent, ont des propriétés toxiques envers les particules 

virales mais leurs concentrations faibles dans les eaux empêchent leurs effets (Thurman and Gerba, 

1988).  
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1.3.6 Les facteurs biologiques  

La présence de certaines bactéries ayant une activité antivirale peut affecter la survie des virus dans 

les eaux (Gerba, 2005). De nombreuses études ont effectivement montré l’effet néfaste de la flore 

bactérienne en comparant la survie de virus entériques dans des échantillons naturels et dans des 

échantillons filtrés ou autoclavés (Fujioka et al., 1980; Melnick et al., 1980). La suppression majeure 

de la flore bactérienne dans les échantillons traités entraîne une meilleure survie des particules 

virales. Ce sont majoritairement les enzymes protéolytiques bactériennes qui sont responsables de 

cette inactivation. Ward et al. (1986) met en évidence l’inactivation des entérovirus (echovirus) dans 

l’eau douce par clivage des protéines virales via les enzymes bactériennes, exposant ainsi l’ARN viral 

aux nucléases. Encore une fois, cette persistance virale face aux stress biologiques dépend du type 

de virus. Par exemple, parmi les poliovirus et coxsackievirus, certains sérotypes sont plus résistants 

(poliovirus type 2, coxsackievirus type B1) que d’autres (coxsackievirus type A9) à une large gamme 

d’enzymes protéolytiques (Cliver and Herrmann, 1972).  

En somme, de multiples facteurs environnementaux peuvent affecter la survie des virus entériques 

dans les eaux. Même si certains facteurs prédominent dans leur capacité à inactiver les particules 

virales, comme la température, c’est l’enchevêtrement de toutes les conditions environnementales 

qui est responsable de cette inactivation. En effet, Kutz et Gerba (1988) ont mis en évidence des 

différence de taux d’inactivation de virus entériques soumis à des variations de température en 

fonction de la composition de l’eau (pH, sels, matière organique, etc.). Par exemple, ils ont montré 

que les virus survivaient plus lontemps dans les eaux souterraines et au contraire s’inactiver plus 

facilement dans l’eau du robinet. Outre son effet inactivant, l'augmentation de la température peut 

aussi favoriser le développement de microorganismes endogènes dans les eaux, altérant ainsi, d’une 

autre manière, la survie des virus dans le milieu (Carratalà et al., 2013b).  
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2 Evaluation et conséquences de la contamination virale du milieu hydrique 

La présence de virus pathogènes pour l’Homme dans les eaux environnementales constitue un 

risque important pour la santé humaine. Les besoins en eau de l’Homme sont diversifiés. Exploitée 

comme ressource en eau potable, l’eau environnementale est préalablement traitée par 

l’intermédiaire d’usines de potabilisation. Les eaux résiduaires ménagères et industrielles sont 

conduites à des stations d’épuration. L’eau épurée est ensuite directement rejetée dans 

l’environnement et peut à nouveau être exploitée par l’Homme, bouclant ainsi son cycle d’utilisation 

(Figure 6).  

 

Figure 6 Cycle des traitements de l’eau pour la consommation et l’activité humaine (source : 

http://www.sicoval.fr/fr/nous-connaitre/nos-competences/eau-potable.html). 

L’eau constitue un élément essentiel dans la vie et l’activité humaine. La contamination virale de 

cette ressource est donc un problème d’intérêt majeur pour la santé humaine. Afin d’aménager des 

stratégies permettant de limiter les risques suite à un contact direct ou indirect avec une eau 

contaminée, il est important d’identifier au préalable les dangers et évaluer les facteurs pouvant 

favoriser la présence de particules virales dans les eaux de surfaces. 
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2.1 Identification des risques pour la santé humaine 

Beaucoup d’études épidémiologiques ont porté sur les risques encourus par l’Homme dus à la 

présence de microorganismes pathogènes (bactéries, virus et parasites) dans l’eau. Vingt-cinq 

pourcent de la population globale (1,8 milliards en 2012) consomme de l’eau contaminée par de la 

matière fécale, ce qui engendre de nombreuses épidémies hydriques (WHO/UNICEF, 2014). Les pays 

en voie de développement sont les plus touchés : 2,5 à 3,2 millions de morts chaque année en raison 

d’une infection moyenne à sévère, causant des déshydratations qui peuvent être fatales 

(principalement chez les enfants, les personnes âgées, ou les personnes immunodéprimées) 

(UNICEF, 2012). Dans les pays industrialisés, la mortalité est faible, mais les coûts associés aux visites 

cliniques et aux hospitalisations sont élevés. Par exemple, aux Etats-Unis, durant les années 2011-

2012, 32 épidémies associées à la consommation d’eau contaminée ont été relevées localement, 

entraînant 102 hospitalisations et 14 morts (Beer et al., 2015). Des épidémies hydriques, liées plus 

spécifiquement à la présence de virus entériques pathogènes dans les eaux, ont aussi été recensées. 

Par exemple, en 2008, une large épidémie de gastroentérites à norovirus a été observée suite à la 

contamination d’une eau municipale en Suède (Larsson et al., 2014). Dix-huit pourcent des 13 000 

habitants de la ville ont présenté des symptômes, dont les conséquences ont entraîné plus de 900 

000 euros de frais généraux pour combattre le problème. La France n’échappe pas à ce phénomène 

avec 43 épidémies hydriques d’origine virale recensées entre 1995 et 2000 (Lopman et al., 2003). 

Aujourd’hui, ce problème est entré dans la conscience collective, au point que les vacanciers qui 

voyagent dans des pays émergents ont tous la crainte d’attraper ce que l’on appelle communément 

la turista. 

Ces épidémies hydriques d’origine virale s’expliquent d’autant plus qu’une faible dose (< 10 à 103 

virus) est nécessaire pour infecter un individu alors que par ailleurs une très grande quantité de virus 

est excrétée dans les selles des personnes contaminées présentant ou non des signes cliniques (par 

exemple, 1011 norovirus peuvent être présents par gramme de selles excrétées (Hall, 2012)).  

Détectés dans les eaux environnementales, les adénovirus, les astrovirus, les virus de l’hépatite A et 

E, les rotavirus, les entérovirus (incluant coxsackievirus et poliovirus) et les norovirus sont ainsi 

responsables de ces épidémies (World Health Organization). La plupart sont communément 

associées à des maladies modérées à sévères (problèmes respiratoires, oculaires, cutanés, etc.) dont 

la plus commune reste la gastroentérite. Ces mêmes virus peuvent également entraîner des 

maladies plus sévères comme une méningite, un cancer (polyomavirus, virus principalement 

excrétés dans les urines), ou encore une hépatite (virus de l’hépatite A et E).  

Il convient toutefois de préciser que malgré la mise en évidence des conséquences de la présence de 

virus dans l’eau, cela n’implique pas nécessairement que ces virus soient principalement ou 

majoritairement transmis via le milieu hydrique. La transmission directe de personne à personne est, 

de loin, la plus habituelle (Mathijs et al., 2012). 
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2.2 Impact des facteurs hydro-climatologiques sur la présence virale dans les 

eaux de surface 

De nombreux facteurs climatologiques ont un impact direct sur la concentration en virus dans les 

eaux de surface. Par exemple, une température élevée de l’air ambient induit une augmentation de 

la température des eaux de surface, ce qui peut influencer négativement la survie des particules 

virales (Fong and Lipp, 2005; Geldenhuys and Pretorius, 1989; O’Brien and Newman, 1977). A 

l’inverse, de longues périodes de sécheresse peuvent induire une augmentation de la concentration 

en virus dans les eaux de surface suite à une réduction du volume d’eau disponible (Senhorst and 

Zwolsman, 2005). Ces variations de concentrations, influencées par les variations climatiques, 

peuvent avoir une incidence directe sur la santé humaine (Hofstra, 2011; Hunter, 2003). Les orages 

et les fortes précipitations, qui peuvent conduire à d’importantes crues, sont les événements hydro-

climatologiques ayant le plus d’impact sur la qualité de l’eau (Carlton et al., 2014).  

En effet, de nombreuses études ont mis en évidence une corrélation significative entre des fortes 

intempéries (pluies intensives, orages, crues) et la présence d’épidémies d’origine hydrique (Curriero 

et al., 2001; Nichols et al., 2009). Par exemple, une étude australienne confirme, à l’aide de 

procédures statistiques, l’étroite relation entre 1 018 cas de gastroentérites causés par norovirus et 

des évènements de crues (Bruggink and Marshall, 2010). Une étude épidémiologique a également 

déterminé le risque d’infection suite à l’exposition à des eaux de crues (ingestion directe d’eau 

contaminée ou contact main-bouche) (De Man et al., 2014). Chez les enfants, ce risque s’élèverait à 

33% tandis qu’il resterait plus faible chez les adultes (3,9%). 

La présence élevée de pathogènes (virus et autres microorganismes) suite à des événements 

pluvieux a été confirmée dans de nombreuses publications (Kistemann et al., 2002; Sidhu et al., 

2012; Staley et al., 2012). Plusieurs raisons expliquent cette augmentation de la pollution 

microbienne. Premièrement, les stations d’épuration peuvent être saturées suite à l’apport 

conséquent des eaux de pluie (ruissellement urbain), et rejeter les eaux usées directement dans les 

eaux environnementales sans passer par une étape de traitement. Deuxièmement, dans le cas d’un 

système d’évacuation combiné (eaux usées domestiques et eaux de ruissellement regroupées au 

sein d’un même déversoir), l'excédent d'eau apporté par de fortes précipitations sature le réseau 

unitaire avant même son arrivé dans les stations d’épuration. Cet excédent est également 

directement rejeté dans les cours d’eau (Rodríguez et al., 2012). Pour exemple, Katayama et al. 

(2004) ont évalué la présence de norovirus et d’entérovirus à la sortie d’une station d’épuration en 

période de fortes pluies. Ils ont montré une augmentation de 26% de norovirus détectés et de 50% 

d’entérovirus infectieux lors du déversement des eaux excédentaires. Ces concentrations sont 

restées élevées pendant 4 jours suite à l’événement pluvieux. La figure 7 illustre ce phénomène et 

les risques encourus par la population. Dans les systèmes d’égouts séparatifs, des connexions 

croisées ou des fuites de réseaux d’évacuation peuvent également augmenter l’apport de pollution 

fécale dans les eaux de surface (Panasiuk et al., 2015). 
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Figure 7 Conséquences de la saturation d’un égout unitaire lors de fortes pluies. Les eaux usées 

(canalisations orange sur la figure) et les eaux de ruissellement (canalisations bleues) sont 

rassemblées dans un système d’évacuation unique qui peut déborder lors de fortes intempéries 

(canalisation de surverse). (Source : http://www.thames21.org.uk/combined-sewer-systems/) 

L’augmentation de la pollution microbienne est aussi due au lessivage des surfaces agricoles 

(pâturages, fumier, etc.), entraînant le transport de pathogènes, se trouvant sur et dans les sols, vers 

l’eau (Williamson et al., 2014). Enfin, la perturbation du système aquatique, suite à de fortes pluies, 

induit la remise en suspension du sédiment accumulé au fond du lit de la rivière et, par la même 

occasion des microorganismes qui y étaient stockés (Frey et al., 2015). Ces deux dernières origines 

de pollution microbienne sont aussi associées à une eau de surface plus turbide. Le schéma de la 

figure 8 répertorie les origines responsables de l’apport des microorganismes dans les eaux de 

surface lors de précipitations intenses. 
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Figure 8 Impact des fortes précipitations sur l’apport de microorganismes dans les eaux de surface 

(flèches rouges) dans le cadre du cycle de l’eau (flèches bleues).  

Néanmoins, l’augmentation de la pollution microbienne lors d’événements pluvieux a 

principalement été décrite via l’analyse de bactéries fécales. Actuellement, malgré des épidémies 

virales corrélées aux fortes intempéries, peu d’études ont investigué l’impact de tels événements sur 

la charge virale présente dans les eaux de surface (Corsi et al., 2014; Ngaosuwankul et al., 2013; 

Phanuwan et al., 2006). Qui plus est, parmi ces études, seul le génome de virus entériques 

pathogènes, tels que les adénovirus, les norovirus ou les entérovirus, a été recherché. A notre 

connaissance, peu d’informations sur l’infectiosité des virus entériques pathogènes lors de crues ne 

sont actuellement disponibles. Cette information demeure pourtant primordiale pour estimer un 

risque de contamination de la population.  

2.3 Aménagement de stratégies pour diminuer les risques d’infection d’origine 

hydrique 

Définir des stratégies pour diminuer les risques d’infection d’origine hydrique nécessite une bonne 

compréhension du comportement des particules virales au sein de l’environnement aquatique 

(Fergusson et al., 2003). En effet, caractériser l’impact des procédés et facteurs responsables du 

transport et du devenir des virus dans les eaux de surfaces est essentiel pour prédire et contrôler 
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leur dissémination et propagation du point de contamination aux zones utiles pour l’Homme 

(ressource d’eau potable, zones récréatives, etc.).  

De nombreux modèles mathématiques ont été développés, à partir des données d’observation, pour 

prédire le transport des microorganismes dans les réseaux aquatiques (Dorner et al., 2006; Hofstra, 

2011; Jamieson et al., 2004; Servais et al., 2007; Yakirevich et al., 2013). Ces modèles se basent 

notamment sur des modèles hydrologiques pour simuler la variation du débit d’un cours d’eau, le 

lessivage des surfaces ou encore la disponibilité en eau lors des variations hydro-climatologiques. 

Par exemple, le modèle SWAT (« Soil Water Assessment Tool ») a été conçu pour des bassins fluviaux 

de quelques centaines à plusieurs milliers de km2 (Arnold et al., 1998). Ce modèle est utilisé pour 

prédire la qualité et la quantité des eaux de surface et des eaux souterraines, et pour prédire 

l'impact environnemental de l’occupation du sol, des pratiques de gestion des terres et du 

changement climatique (Arnold and Fohrer, 2005; Baffaut et al., 2010; Niazi et al., 2015). De plus, 

c’est actuellement un des rares modèles qui a tenté de décrire la répartition des microorganismes 

attachés ou non à des particules solides (Jamieson et al., 2004). Malheureusement, peu de données 

concernant les interactions des microorganismes avec leur environnement sont actuellement 

disponibles pour approfondir cette approche. 

De la même manière, peu de modèles prennent en compte dans leur simulation le sédiment comme 

réservoir de microorganismes et comme source de pollution lors d’intempéries (Bai and Lung, 2005; 

Jamieson et al., 2005; Kim et al., 2010). Pourtant, il est concevable que la remise en suspension du 

sédiment constitue un apport important de microorganismes dans la colonne d’eau. Ces interactions 

entre le sédiment et la colonne d’eau ont récemment été incorporées dans un nouveau modèle 

prédisant les concentrations bactériennes dans une rivière (Ghimire and Deng, 2013). 

Pour améliorer ces estimations, il est donc nécessaire de fournir d’importantes données de 

pathogènes observés in situ afin d’avoir des références et ainsi pouvoir les comparer avec les 

données modélisées. Il est néanmoins regrettable que ces modèles aient été développés 

uniquement pour des bassins-versants de pays industrialisés (Australie, Etats-Unis, Europe) et que la 

contamination virale soit rarement prise en compte. En effet, ces modèles sont principalement basés 

sur des données bactériennes comme Escherichia coli et quelques données parasitaires, tel que 

Cryptosporidium. Néanmoins, ces modèles permettent de fournir un aperçu de la propagation des 

microorganismes dans les eaux de surface en fonction des variations climatiques et aident à 

développer de nouvelles stratégies de monitoring et de gestion.  

Ainsi, une des stratégies permettant de diminuer les risques d’infection d’origine hydrique est de 

réduire les quantités de pathogènes entériques rejetées dans les eaux de surface. Deux barrières 

peuvent être mises en place dans le cycle du traitement de l’eau pour la consommation et l’activité 

humaine (Figure 6). 

En dehors de l’entretien des canalisations et des égouts, l’apport de microorganismes dans les eaux 

peut être, dans un premier temps, réduit par l’intermédiaire des stations d’épuration. Le traitement 

des eaux usées est réalisé suite à des procédés biologiques et/ou physico-chimiques. La filière 

biologique, communément employée, permet l’élimination des composés carbonés présents sous 

formes solubles. La suppression de cette pollution organique se fait au moyen de microorganismes 

telles les bactéries (boues activées). La filière physico-chimique utilise des procédés physiques 

comme la décantation/flottation et/ou chimiques comme la coagulation pour éliminer les particules 
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solides. Classiquement, ces deux filières sont rencontrées dans les stations d’épuration urbaines. 

Néanmoins, malgré les progrès en matière de qualité de l’eau, les stations d’épuration n’éliminent 

pas correctement les virus entériques (Nordgren et al., 2009; Payment et al., 2001; Prado et al., 

2011; Prevost et al., 2015a). De plus, l’efficacité d’épuration des stations peut varier selon le type de 

particules virales. Par exemple, La Rosa et al. (2010) ont mis en évidence une différence d’efficacité 

d’élimination des entérovirus (35%) par rapport aux norovirus génogroupe II (78%). Cette étude 

souligne également l’utilisation inadéquate des indicateurs bactériens pour évaluer l’élimination des 

virus entériques suite à une épuration de plus de 99% pour ces bactéries. D’autres études ont 

également démontré l’efficacité élevée d’élimination des indicateurs bactériens comparés aux virus 

entériques (Carducci et al., 2008; Petrinca et al., 2009). Des étapes supplémentaires, comme une 

désinfection par le chlore ou l’ozone, existent mais sont plus rarement utilisées. Qui plus est, Prado 

et al. (2011) ont montré que la chloration n’avait pas l’effet tant escompté selon les virus entériques. 

La présence de matière organique pourrait faciliter l’agrégation de ces virus et donc les protéger de 

l’inactivation (Petrinca et al., 2009). Ainsi, cette première barrière à la contamination virale ne 

présente pas une efficacité d’élimination suffisante pour empêcher la circulation de ces pathogènes 

dans les eaux environnementales. 

Afin d’assurer une eau consommable, une deuxième barrière est établie : les traitements de 

potabilisation. Ceux-ci possèdent de nombreux procédés physico-chimiques supplémentaires à la 

station d’épuration pour améliorer notamment la qualité microbiologique des eaux de distribution. 

Parmi ces procédés, les membranes de filtration représentent une barrière physique à la pollution 

virale tandis que les rayonnements ultraviolets et des oxydants tels que le chlore, la chloramine, 

l’ozone ou le dioxyde de chlore sont appliqués pour inactiver les virus (Gall et al., 2015; Gibson, 

2014). La chloration est actuellement le procédé de désinfection le plus utilisé de par son faible coût 

et sa simplicité de mise en œuvre (Crittenden et al., 2005). Cependant, ce puissant traitement chloré 

peut produire de nouveaux composants toxiques et est moins efficace contre certains protozoaires 

tels que Cryptosporidium (Gall et al., 2015). C’est pourquoi l’utilisation de la monochloramine 

(mélange entre du chlore et de l’ammonium), des ultraviolets ou des membranes de filtration 

constituent d’autres approches pour éliminer les pathogènes. Cependant, ces pratiques de 

désinfection ont un prix et ne demeurent pas pour autant parfaites. Par exemple, alors que les 

adénovirus sont susceptibles d’être inactivé par un traitement au chlore, ces derniers sont 

hautement résistants à l’utilisation de la monochloramine ou des rayonnements UV (Eischeid et al., 

2011). Les recherches continuent dans ce domaine et de nouvelles technologies de désinfection 

apparaissent telle que l’utilisation de nanoparticules (Kim and Van Der Bruggen, 2010; Qu et al., 

2013; Zhou and Smith, 2002). Une autre méthode prometteuse implique l’utilisation combinée de 

photons et de nanomatériaux pour le traitement microbien des eaux. Les rayonnements UV activent 

des nanomatériaux photocatalytiques, tels que le titane (TiO2), qui sont ensuite capables d’inactiver 

les virus (Shannon et al., 2008). De nouveaux photocatalyseurs, tels que le titane dopé avec de 

l’azote (TiON) ou avec de l’argent (Ag/TiO2), présentent des avantages supplémentaires : être activés 

par l’intermédiaire de la lumière visible (plus faible coût en énergie) et augmenter l’inactivation des 

virus (Liga et al., 2011). Néanmoins, à l’heure actuelle, aucune méthode de désinfection n’est 

efficace contre tous les types de virus étant donné des profils de résistance différents. Il faut donc 

envisager des approches multi-barrières combinant les traitements qui peuvent garantir la sécurité 

par rapport aux virus. 
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3 Les interactions particules virales-environnement, points clés du transport 

et du devenir des virus dans l’environnement hydrique 

La particule virale peut être présente dans l’environnement sous plusieurs états : seule, agrégée 

avec d’autres particules virales ou attachée à une surface particulaire. L’attachement d’un virus à 

une surface peut considérablement contrôler sa diffusion dans le milieu aquatique. En effet, la 

sédimentation d’une particule virale seule est difficile à envisager au vu de sa faible densité, tandis 

qu’elle est plus propice lorsque celle-ci est attachée à une particule solide de masse plus élevée. 

Ainsi, la connaissance de l’état du virus (seul, agrégé ou attaché à une surface) est essentielle dans 

l’étude du devenir et du transport des particules virales dans le milieu aquatique. La capacité de la 

particule virale à interagir avec son milieu va dépendre de nombreuses variables telles que les 

propriétés de surface du virus, les propriétés du solide ou encore les conditions environnementales.  

3.1 Interactions mises en jeux 

Trois types d’interactions, d’intensité très différente, sont responsables de l’association entre une 

particule virale et une surface solide. Selon les propriétés de surface du virus, du support et des 

conditions physico-chimiques du milieu, certaines de ces interactions prédomineront par rapport 

aux autres. 

3.1.1 Les interactions électrostatiques ou Coulombiennes 

Certaines particules présentent une charge électrique à leur surface due à la protonation-

déprotonation de groupements ionisables. Par exemple, une particule virale, composée d’acides 

aminés (capside protéiques) et d’acides nucléiques (ADN/ARN) peut exprimer une charge globale, 

positive ou négative selon les conditions physico-chimiques du milieu. Les interactions 

électrostatiques interviennent entre deux particules chargées : une force attractive a lieu entre deux 

particules de charges opposées tandis qu’une force répulsive s’établit entre deux particules 

présentant une charge de même signe (Figure 9). L’intensité de ces forces électrostatiques est 

inversement proportionnelle à la distance : plus les particules sont éloignées plus l’intensité de ces 

forces sont réduites. 

 

Figure 9 Forces électrostatiques (vecteur F) entre deux particules chargées positivement +q (bleu) ou 

négativement -q (rouge) éloignées d’une distance r (d’après Robert, 2010). 
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L’implication des interactions électrostatiques dans l’attachement du virus à un support a largement 

été démontrée (Lukasik et al., 2000; Schaldach et al., 2006; Shields and Farrah, 1983). 

3.1.2 Les interactions de Van der Waals 

Tout comme les interactions électrostatiques, les forces de Van der Waals sont d’origine électrique 

mais d‘intensité plus faible. Celles-ci proviennent de l’interaction entre les électrons d’une molécule 

et les charges de l’autre (interaction dipôle/dipôle). Le plus souvent, ces forces sont attractives à 

courtes distances (0,3 - 0,8 nm) et deviennent répulsives à très courtes distances (<0,3 nm) par 

l’interpénétration des nuages électriques. Bien qu’aucune description ou quantification de ces forces 

ne soit à ce jour connue pour les particules virales, les interactions de Van der Waals n’en 

demeurent pas moins importantes. Elles sont à la base d’un grand nombre de phénomènes plus ou 

moins complexes, présents aussi bien en chimie, en biologie et en physique du solide. Par exemple , 

les forces de Van der Waals auraient un rôle central dans les processus "hôte-récepteur" lors de 

réactions impliquant des protéines (Brutschy and Hobza, 2000). 

3.1.3 Les interactions hydrophobes 

Le terme d’interaction est, dans ce cas, à utiliser avec précaution. En effet, ce terme est utilisé suite 

au rassemblement de molécules hydrophobes dans un milieu hydrophile (par exemple, l’eau). Or, il 

suffit de changer le solvant pour que les molécules hydrophobes se séparent. Le rassemblement des 

molécules hydrophobes n’est donc pas dû à des « interactions hydrophobes », mais à la 

maximisation de l’entropie du solvant. Pour comprendre cela, prenons pour exemple des molécules 

hydrophobes dans de l’eau. Celles-ci vont se positionner de manière à présenter la plus faible 

surface de contact avec l'eau. En parallèle, les molécules d’eau sont contraintes à s’orienter. Ces 

positionnements maximisent l’entropie du système, qui toutefois, est diminuée par rapport à l’eau 

pure (les molécules d’eau, sans aucune contrainte, peuvent s’orienter de façon désordonnée : 

agitation moléculaire).  

L’effet hydrophobe ne peut pas être négligé puisqu’il peut être jusqu’à 100 fois supérieur aux 

interactions de Van der Waals et aux interactions électrostatiques. Qui plus est, ses conséquences 

dans l’attachement des particules virales à des surfaces ont été largement décrites (Bales et al., 

1993; Lytle and Routson, 1995; Shields and Farrah, 2002). 

3.2 Variables affectant les interactions particules virales-environnement 

L’association des virus avec des particules solides dépend de nombreux facteurs physiques, 

chimiques et biologiques développés ci-dessous. 
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3.2.1 Nature du virus 

La capacité d’attachement d’un virus dépend grandement du virus étudié. Les propriétés de surface 

(charge et hydrophobicité) propres à chaque virion jouent effectivement un rôle important dans 

l’attachement du virus à une particule solide. 

La charge globale du virus résulte de l’ionisation de ses acides aminés et de son acide nucléique 

(Figure 10).  

 

Figure 10 Schématisation de l’état de protonation de la chaîne latérale des acides aminés en 

fonction du pH.  

Le point isoélectrique (pI) correspond à la valeur de pH pour laquelle la charge globale du virus est 

nulle. La connaissance du pI d’un virus permet de déterminer sa charge globale en fonction du pH du 

milieu (Figure 11). 

 

Figure 11 Schématisation de la charge globale d’une particule virale et du point isoélectrique (pI), 

soumis à une variation du pH. 

Les pI de 150 virus ont été recensés et présentent une valeur moyenne de 5 ± 1,3 (Michen and 

Graule, 2010). Etant donné que dans les conditions naturelles, le pH avoisine des valeurs de 7, on 

peut donc en déduire que la plupart des virus répertoriés dans les eaux de surface sont chargés 

négativement. Gerba et al. (1980) ont montré des différences d’attachement entre différents types 

et souches d’entérovirus à des sols, boues et sédiments. La variation du pI, non seulement entre 

types de virus mais aussi entre souches, peut être à l’origine de cette différence d’attachement.  

L’hydrophobicité du virus est due aux polypeptides de la capside contenant des domaines 

hydrophiles et hydrophobes. Le caractère hydrophile-hydrophobe varie d’un virus à l’autre. Par 

exemple, Dika et al. (2013) montrent que l’attachement des bactériophages MS2, GA et Qß suit 

systématiquement la séquence d’hydrophobicité suivante : GA > Qß > MS2, quel que soit le support 
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étudié (verre, acier inoxydable et polypropylène lorsque les interactions électrostatiques sont 

minimisées par l’augmentation de la force ionique). 

La nature de la particule virale, facteur prédominent dans les interactions virus-environnement, 

n’est néanmoins pas l’unique facteur contrôlant ces associations. LaBelle et Gerba (1979) ont mis en 

évidence différents degrés d’affinité de deux virus entériques (entérovirus et rotavirus) pour du 

sédiment marin. La sensibilité d’attachement de ces virus dépendrait aussi des conditions 

environnementales tels que le pH, la salinité du milieu ou encore la présence de matière organique.  

3.2.2 Nature de la surface de contact 

De la même manière que les particules virales, les propriétés physico-chimiques de la surface de 

contact jouent un rôle important pour l’attachement du virus.  

La charge du support est un facteur clé pour l’attachement de la particule virale. Sobsey et Jones 

(1979) sont parmi les premiers à utiliser des filtres chargés positivement pour retenir les virus 

entériques chargés négativement. L’attachement du virus à une surface, par l’intermédiaire des 

interactions électrostatiques, est largement mis à profit dans des méthodes de concentration des 

virus présents dans les eaux (Cashdollar and Wymer, 2013; Ikner et al., 2012).  

L’hydrophobicité du support joue également un rôle dans l’attachement du virus. Par exemple, 

Lukasik et al. (2000) ont mis en évidence l’importance de l’effet hydrophobe dans l’attachement 

d’entérovirus (poliovirus 1) aux filtres de nitrocellulose.  

La charge et la balance hydrophile/hydrophobe du support sont donc essentielles à l’attachement 

des virus. Cependant, leurs caractérisations, et par conséquent la compréhension des interactions 

responsables dans l’attachement des virus, restent nettement plus compliquées lorsqu’il s’agit d’une 

matrice environnementale complexe tel que le sédiment.  

Plusieurs publications ont malgré tout mis en évidence l’attachement des particules virales au 

sédiment (LaBelle et al., 1980; Liew and Gerba, 1980) ou au sol (Moore et al., 1982; Taylor et al., 

1981). Mais, c’est par l’intermédiaire de minéraux de surface, telles les argiles, que les mécanismes 

d’attachement ont été les plus décrits (Tableau 7).  

Tableau 7 Exemples de publications mettant en évidence l’association de particules virales avec 

différents groupes de minéraux argileux.  

Minéraux argileux Virus étudiés Références 

montmorillonite Virus encéphalomyocardite Schaub and Sagik, 1975 

bentonite Bactériophage MS2 Stagg et al., 1977 

kaolinite, montmorillonite Reovirus type 3 et coliphage T1 Lipson and Stotzky, 1985 

montmorillonite Poliovirus 1 Gantzer et al., 1994 

hectorite, saponite, kaolinite Bactériophage T2, MS2 et φX-174 Chattopadhyay and Puls, 1999 

kaolinite, bentonite Bactériophages MS2 et φX-174 
Syngouna and Chrysikopoulos, 

2010 

kaolinite, bentonite 
Adénovirus humains et 

bactériophages MS2 et φX-174 
Bellou et al., 2015 
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Les minéraux argileux sont abondants dans les sols et sédiments et sont également présents dans les 

eaux de surface en tant que particules en suspension. Ils présentent un important pouvoir adsorbant 

en raison de leur capacité d’échange ionique et d’une grande surface d’échange. Néanmoins, tout 

comme les particules virales, les minéraux argileux présentent une charge globale négative dans les 

conditions environnementales. Théoriquement, des forces de répulsion devraient donc avoir lieu 

entre les particules virales et argileuses empêchant leur attachement. Expérimentalement, les 

résultats en sont pourtant tout autres et plusieurs explications y sont développées.  

Dowd et al. (1998) justifient l’attachement du bactériophage MS2 par la présence d’une double 

couche de cations associée à la surface négative de la particule argileuse (Figure 12). Ce phénomène 

est expliqué par la théorie de la double couche (modèle de Stern). Les colloïdes, chargés 

négativement, attirent des particules chargées positivement via des interactions électrostatiques. Il 

est à noter que plus on s’éloigne du colloïde, plus ces interactions deviennent faibles, amenant à la 

formation d’une double couche : l’une dense, accolée au colloïde et l’autre, diffuse, plus éloignée où 

les forces électrostatiques s’amoindrissent jusqu’à devenir nulles  

 

 
Figure 12 Modèle de la double couche, possible explication selon Dowd et al. (1998) de 

l’attachement du bactériophage MS2 aux particules solides. L’excès de cations attire des particules 

chargées négativement (comme les particules virales).  

D’autres auteurs, à l’inverse, utilisent la théorie de la double couche pour expliquer la suspension 

des particules dans les eaux (Schaub and Sagik, 1975). La double couche chargée positivement 

compenserait la charge électrique portée par le colloïde. L’ensemble (particule + double couche) 

n’aurait donc plus d’influence électrostatique sur son environnement et ne permettrait pas 

l’attachement de particules virales. C’est l’apport supplémentaire de cations qui permettrait de 

réduire l’épaisseur de la double couche et ainsi permettre aux virus et aux solides d’interagir via les 

forces de Van der Waals (Lipson and Stotzky, 1983).  

Dans tous les cas, la composition en électrolytes semble être la première explication de 

l’attachement d’un virus sur une surface argileuse via des interactions électrostatiques.  

L’hydrophobicité et la taille des minéraux argileux constituent les autres explications possibles. Par 

exemple, Chattopadhyay and Puls (1999) mettent en évidence un meilleur attachement du 
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bactériophage MS2 sur de l’hectorite que sur de la kaolinite, ce dernier étant moins hydrophobe et 

possédant une surface d’échange moins importante. Les différences physico-chimiques entre les 

minéraux argileux expliquent ainsi les différences d’attachement observées pour un même virus 

entre plusieurs minéraux (Lipson and Stotzky, 1985, 1984; Syngouna and Chrysikopoulos, 2010). 

3.2.3 Composition chimique du milieu 

La composition chimique du milieu intervient aussi bien dans les processus d’attachement que dans 

les processus d’agrégation. Lance et Gerba (1984) ont mis en évidence l’importance de la 

composition chimique du milieu pour l’attachement d’un virus à une surface. Dans leur étude, ils ont 

montré que l’attachement du poliovirus 1 aux particules du sol était nettement plus important dans 

de l’eau du robinet que dans de l’eau déionisée.  

Un ion est caractérisé par sa nature (cation ou anion), par sa valence (ion monovalent ou plurivalent) 

et par sa concentration. Les ions impactent l’attachement des virus de deux manières. 

- La modification des propriétés électrostatiques de surface  

Comme expliqué précédemment, la double-couche électrostatique (modèle de Stern, Figure 11), 

formée par l’intermédiaire de la composition ionique du solvant, peut entraîner une modification de 

la charge de surface de l’adsorbant. Mix (1974) propose que l’effet des électrolytes peut être plus 

qu’une simple modification de charge. La présence d’ions multivalents permettrait la liaison d’un 

virus et d’un adsorbant de même charge par la formation de ponts salins. En effet, de nombreuses 

publications ont mis en évidence un meilleur attachement de virus à une surface suite à l’ajout 

d’ions calciques (Ca2+) (Knappett et al., 2008; Pham et al., 2009; Schaub and Sagik, 1975; Zhuang and 

Jin, 2003a). Des variations peuvent avoir lieu en fonction de l’ion bivalent présent en solution. De 

nombreux résultats suggèrent par exemple un meilleur attachement de la particule virale au support 

en présence de cations Ca2+ que Mg2+ (Gutierrez et al., 2010; Pham et al., 2009; Zhuang and Jin, 

2003a). Une modification de la charge globale de la particule virale peut aussi avoir lieu selon la 

concentration et la valence des ions présents en solution (force ionique). A faible force ionique, la 

capside du bactériophage MS2 présente une perméabilité plus élevée qu’à forte force ionique, 

permettant la contribution de la charge négative de l’ARN à la charge globale (Langlet et al., 2008b).  

- La compétition pour les sites de fixation 

Zhuang et Jin (2008) mettent en évidence une compétition des sites de fixation pour l’attachement 

des bactériophages MS2 et φX-174 à de la goethite. Ils constatent que l’apport d’anions phosphates 

(PO4
3-) réduit l’attachement des virus suite à la compétition entre les bactériophages et ions 

phosphates pour les sites chargés positivement.  

 

De plus, la composition et la concentration en ions d’un milieu influencent les interactions 

électrostatiques et hydrophobes (Gerba, 1984; LaBelle and Gerba, 1979; Taylor et al., 1981).  

D’une part, l’intensité des interactions électrostatiques peut être influencée par la force ionique du 

milieu (Bales et al., 1993; Chu et al., 2000; Sadeghi et al., 2011; Zhuang and Jin, 2003a). La force 

ionique tient compte de la concentration molaire et de la valence des ions en solution. Shields et 

Farrah (2002) mettent en évidence une diminution de l’attachement du bactériophage MS2 (chargé 

négativement) à une membrane hydrophile chargée positivement suite à l’augmentation de la force 
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ionique. Malgré des différences de charges, l’effet hydrophobe domine sur les interactions 

électrostatiques.  

D’autre part, l’effet hydrophobe peut être renforcé suite à la présence de sels anti-chaotropiques 

dans le milieu (Farrah et al., 1981). Des ions, tels que le fluorure (F-) ou le nitrate (NO3
-), facilitent les 

interactions intramoléculaires comme l'effet hydrophobe. A l’inverse, des sels chaotropiques 

facilitent l’élution des virus attachés sur des membranes (Figure 13). 

 

 

Figure 13 Influence des agents chaotropiques (A) et anti-chaotropiques (B) sur l’interaction (effet 

hydrophobe) d’un virus à une surface (d’après Gerba, 1984). 

Enfin, le pH contrôle la charge globale de l’adsorbant et de la particule virale en entraînant la 

protonisation ou déprotonisation de leurs groupements ionisables. Selon les points isoélectriques 

des virus et des particules solides, la charge des différents éléments va varier en fonction du pH de la 

solution. Par exemple, Zhuang and Jin (2008) ont montré un meilleur attachement à pH 7,5 qu’à pH 

9,3 entre la goethite (pI=7,1) et le bactériophage MS2 (pI=3,9). En effet, à pH 7,5 davantage de 

charges positives sont présentes sur le minéral permettant l’attachement des particules virales 

négativement chargée. 

En somme, la composition chimique du milieu (composition et concentration en ions, pH) influence, 

par de multiples procédés souvent entrecroisés, l’attachement de la particule virale à une surface les 

rendant d’autant plus complexes.  

3.2.4 Température 

La température peut également intervenir dans les processus d’attachement. En effet, 

l’augmentation de la température augmente l’agitation thermique (mouvements stochastiques des 

particules) favorisant ainsi l’attachement. Syngouna et Chrysikopoulos (2010) mettent en évidence 
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un meilleur attachement des bactériophages MS2 et φX-174 à des particules d’argile lorsque la 

température est plus élevée. L’agitation thermique permettrait une meilleure accessibilité aux sites 

d’attachement. Cependant, une augmentation trop importante de la température déstabilise les 

protéines de la capside virale et réduit donc la capacité d’attachement du virus (Feng et al., 2003). 

Plus récemment, Brié et al. (2016) démontrent qu’un traitement à la chaleur peut augmenter, au 

moins transitoirement, l’hydrophobie du bactériophage MS2. Il faudrait alors envisager que toutes 

les particules virales n’aient pas les mêmes propriétés de surface selon les traitements qu’elles ont 

subi.  

3.2.5 Matière organique 

La matière organique est présente dans tous les écosystèmes aquatiques à des concentrations 

variées. De la même manière que les particules virales, la matière organique, majoritairement 

chargée négativement en conditions naturelles, interagit avec les colloïdes de l’environnement via 

les interactions électrostatiques et hydrophobes (Philippe and Schaumann, 2014). Celle-ci peut donc 

entrer en compétition avec les virus pour l’attachement à un même support. C’est ce que 

démontrent de nombreuses publications visualisant une diminution de l’attachement d’un virus à 

une surface suite à l’addition de matière organique (Cao et al., 2010; LaBelle and Gerba, 1979; 

Lipson and Stotzky, 1984; Moore et al., 1982; Pham et al., 2009). Ce sont principalement les 

interactions électrostatiques qui sont impactées suite à l’apport de matière organique dans un 

système (Zhuang and Jin, 2003a). La figure 14 présente les différents procédés responsables de la 

réduction des particules virales attachées à un support suite à l’apport de matière organique.  

 

Figure 14 Impact de la matière organique sur l’attachement d’une particule virale à une surface. La 

matière organique peut (A) augmenter la répulsion électrostatique entre le virus et la surface en 

modifiant la charge nette de cette dernière, (B) induire le blocage des sites d'attachement des virus, 

ou (C) s’accaparer les cations bivalents nécessaires à l’attachement des particules virales (ponts 

salins).  

La matière organique et les particules virales peuvent également se retrouver au sein d’une même 

entité dans le milieu hydrique, appelés flocs naturels. Ces micro-écosystèmes individuels sont 

composés de particules inorganiques et organiques (viables et non viables) (Droppo, 2003). De par 

leur taille et densité, plus élevées qu’un grain individuel, ces entités peuvent sédimenter plus vite 

que des particules seules. Ces flocs naturels peuvent donc favoriser l’apport de microorganismes 

telles les particules virales au fond du lit de la rivière (Droppo et al., 2010). 
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3.3 Prédiction des interactions virus-surfaces solides dans l’environnement 

Différents modèles décrivent l’attachement des virus à une surface : les plus connus étant les 

isothermes de Langmuir et Freundlich (Gerba, 1984; Grant et al., 1993; Schijven and Hassanizadeh, 

2000). Le modèle de Langmuir est basé sur trois hypothèses : (i) la capacité maximale d’attachement 

du virus correspond au recouvrement par une monocouche de la surface de l’adsorbant (saturation 

des sites), (ii) l’énergie d’attachement est uniforme (homogénéité des sites actifs pour l’attachement 

du virus) et (iii) il n’y a pas d’interactions entre les molécules attachées à la surface. L’isotherme de 

Freundlich améliore en quelques points le modèle de Langmuir. Dans celui-ci, aucune hypothèse 

n’est axée sur l’homogénéité des sites de fixation. Ces modèles sont largement appliqués dans des 

expériences en mode « Batch » où un équilibre est atteint entre la quantité de virus attachés 

(saturation des sites de fixation du support) et la quantité de virus demeurant libres en suspension 

(Schijven et al., 2000). Néanmoins, peu d’études appliquent ces modèles dans des conditions 

environnementales. 

La théorie DLVO (acronyme pour les initiales des auteurs : Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek) a 

été élaborée pour décrire les forces d'interaction liées à l’agrégation et à l’attachement d'une 

particule dans un système. Seules les interactions électrostatiques et de Van der Waals sont prises 

en compte dans cette théorie. Cependant, certaines données de la littérature montrent des limites à 

ce modèle (Dika et al., 2013). En effet, la théorie DLVO omet l’effet hydrophobe, qui est très 

important dans les interactions virus-environnement. De plus, ce modèle est adapté uniquement 

pour les sphères dures imperméables, ce qui n’est pas le cas pour une particule virale. En effet, le 

virus est une nanoparticule souple, composée de multicouches (Langlet et al., 2008a, 2008b). Ces 

auteurs ont démontré les différentes couches molles qui constituent les bactériophages ARN F-

spécifiques : la capside protéique (la couche la plus externe) et les deux couches formées par la 

disposition du génome (Figure 15). Par exemple, Dika et al. (2011) ont comparé les propriétés du 

phage MS2 et ceux de « Virus-Like-Particles » (VLP) de MS2. Dans ce contexte, « Virus-Like-

Particles » signifie une capside virale synthétique dépourvue de génome viral, à différentier des VLPs 

utilisées précédemment pour décrire des particules dites virales dans les sédiments. Ces auteurs ont 

mis en évidence des profils d'agrégation significativement différents sous un pH donné pour les deux 

particules (phage MS2 et VLP).  

 
Figure 15 (A) Représentation simplifiée des multicouches du bactériophage MS2 (adapté de Langlet 

et al. (2008b) et (B) d’une VLP de MS2. 
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En d'autres termes, le comportement d’une particule virale n’est pas simplement dû aux interactions 

en surface. Le génome interne est également à prendre en compte pour la prédiction de l'interaction 

virale dans l'environnement. L’amélioration du modèle DLVO ou le développement d’une nouvelle 

théorie compatible avec les observations expérimentales est donc difficile. 
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4 Les bactériophages ARN F-spécifiques : modèles de la dynamique des virus 

dans l’environnement hydrique 

A l’heure actuelle, l’estimation de la qualité microbiologique de l’eau repose essentiellement sur la 

recherche d’indicateurs bactériens tels qu’Escherichia coli, les coliformes totaux ou les entérocoques 

intestinaux. La détection de ces indicateurs bactériens atteste de la présence d’une contamination 

fécale dans les eaux mais ne permet pas de confirmer le risque pour la santé humaine. L’étude de 

ces bactéries est donc considérée uniquement comme un système d’alerte dans la prédiction 

d’infections hydriques. De plus, la communauté scientifique a émis des doutes quant à la capacité de 

ces indicateurs à prédire le comportement des virus dans l’environnement et au cours du traitement 

des eaux. En effet, des études ont montré un manque de corrélation entre indicateurs bactériens et 

virus pathogènes. La présence de virus en l’absence d’indicateurs bactériens est souvent souligné et 

une plus grande résistance des virus face aux stress environnementaux et aux processus de 

désinfection est largement décrite (Jofre et al., 2016; Moce-Llivina et al., 2003; Ogorzaly et al., 2010). 

Cependant, la recherche systématique de l’ensemble des virus entériques pathogènes pour 

l’Homme n’est possible ni techniquement, ni économiquement. De nouveaux indicateurs sont donc 

préconisés pour évaluer la présence de virus pathogènes dans les eaux afin de mieux prévenir le 

risque de contaminations virales d’origine hydrique. Les bactériophages tels que les coliphages 

somatiques, les bactériophages ARN F-spécifiques et les phages de Bacteroides fragilis ont été 

particulièrement étudiés (Havelaar et al., 1991; Jofre, 2007). Parmi ces trois groupes, les coliphages 

somatiques sont les plus abondants dans les eaux de surface mais ils constituent un ensemble très 

hétérogène de virus aux caractéristiques structurales diverses. Les phages de Bacteroides fragilis 

sont plus résistants aux conditions environnementales (Durán et al., 2002) mais sont faiblement 

représentés dans les eaux et nécessitent des méthodes de détection plus complexes. Les 

bactériophages ARN F-spécifiques constituent un groupe de virus très homogène, présent dans 

l’environnement et facilement détectable. Selon ces premiers arguments et d’autres qui suivront par 

la suite, ils ont donc été sélectionnés dans ce travail de thèse, comme modèles pour comprendre le 

transport et le devenir des virus dans l’environnement. 

4.1 Structure des bactériophages ARN F-spécifiques 

Les bactériophages ARN F-spécifiques appartiennent à la famille des Leviviridae, qui se compose en 

deux genres : les Levivirus et les Allolevivirus. Issus d’un ancêtre commun hypothétique, ces deux 

genres se différencient par la taille de leur génome et l’arrangement de leurs gènes (Bollback and 

Huelsenbeck, 2001). Chaque genre est également divisé en deux génogroupes : les génogroupes I 

(Enterobacteria phage MS2) et II (Enterobacteria phage BZ13) pour les Levivirus et les génogroupes 

III (Enterobacteria phage Qbeta) et IV (Enterobacteria phage FI) pour les Allolevivirus (selon le 9e 

rapport du comité international de taxonomie des virus (King et al., 2012)). Une délétion de 60 

nucléotides aux environs de la région 3’ non traduite (3’-UTR) des phages appartenant aux 

génogroupe II constitue la principale différence avec les phages du génogroupe I, tandis qu’une 

délétion de 90 nucléotides dans le gène de la protéine de maturation différencie le génogroupe III du 
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génogroupe IV (Bollback and Huelsenbeck, 2001; Vinjé et al., 2004). Actuellement, environ une 

soixantaine de bactériophages ARN F-spécifiques sont répertoriés, dont 17 appartiennent au genre 

Levivirus, 11 au genre Allolevivirus et plus d’une trentaine en attente de classification (Tableau 8). 

Parmi ces phages non classés, des études ont mis en évidence un potentiel nouveau génogroupe 

dans le genre Levivirus (génogroupe JS) (Love et al., 2008; Vinjé et al., 2004). Une récente publication 

(Friedman et al., 2012) a à nouveau détecté et séquencé deux souches, DL52 et DL54, pouvant 

toutes deux être incluses dans un sous-groupe JS-like du génogroupe I. Cet article met également en 

avant les recombinaisons ARN-ARN ayant lieu au sein de la famille Leviviridae.  

Tableau 8 Classification des Leviviridae (selon la section taxonomie du « National Center for 

Biotechnology Information » et le 9e rapport du comité international de taxonomie des virus (King et 

al., 2012). 

Famille Genre Génogroupe Espèce type Souche 

Leviviridae 

Levivirus 

Génogroupe I 
Enterobacteria 

phage MS2 

Enterobacteria phage f2 

Enterobacteria phage fr 

Enterobacteria phage JP501 

Enterobacteria phage M12 

Enterobacteria phage R17 

Enterobacteria phage ZR 

Enterobacteria phage MS2 

Enterobacteria phage JS-like 

Génogroupe II 
Enterobacteria 

phage BZ13 

Enterobacteria phage BO1 

Enterobacteria phage GA 

Enterobacteria phage BZ13 

Enterobacteria phage JP34 

Enterobacteria phage JP500 

Enterobacteria phage KU1 

Enterobacteria phage SD 

Enterobacteria phage TH1 

Enterobacteria phage TL2 

Non classés 

Acinetobacter phage AP205 

Enterobacteria phage C-1 INW-2012 

Enterobacteria phage Hgal1 

Pseudomonas phage PP7 

Allolevivirus 

Génogroupe III 
Enterobacteria 

phage Qß 

Enterobacteria phage M11 

Enterobacteria phage MX1 

Enterobacteria phage ST 

Enterobacteria phage VK 

Enterobacteria phage Qß 

Génogroupe IV 
Enterobacteria 

phage FI 

Enterobacteria phage ID2 

Enterobacteria phage NL95 

Enterobacteria phage SP 

Enterobacteria phage TW19 

Enterobacteria phage TW28 

Enterobacteria phage FI 

33 phages non classés infectant Caulobacter, 

Enterobacteria et Pseudomonas 
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4.1.1 La capside 

Les bactériophages ARN F-spécifiques sont des virus nus (ne possédant pas d’enveloppe lipidique) 

d’environ 20 à 30 nm de diamètre. L’information génétique est entourée et protégée par une 

capside entièrement constituée de protéines. Cette coque protéique est composée de 180 copies de 

la protéine de capside CP et d’une seule copie de la protéine de maturation MP (aussi appelée 

protéine A). L’ensemble a une forme quasi-sphérique, dite icosaédrique (Figure 16). 

 

Figure 16 Représentation schématique de la structure des bactériophages ARN F-spécifiques 

(adaptée de http://viralzone.expasy.org). 

La structure de la coque protéique de différents phages à ARN simple brin a été résolue par 

cristallographie à rayons X (Toropova et al., 2008; Valegård et al., 1990). De manière générale, ces 

études ont montré que la protéine de capside CP se présentait selon trois conformations différentes 

A, B et C. L’agencement de 60 dimères A/B quasi symétriques et de 30 dimères C/C symétriques 

forment la coque protéique (Figure 17).  

 

Figure 17 (A) Capside du bactériophage MS2 assemblée à l’aide de 60 copies du dimère A/B 

(colorées en bleu et vert, respectivement) et 30 copies du dimère C/C (colorées en rouge). 

Représentation des structures des dimères de la protéine de capside sous les deux conformations (B) 

A/B et (C) C/C (Toropova et al., 2008).  
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La protéine de maturation serait partiellement exposée à la surface au niveau d’un des sommets de 

la capside icosaédrique et serait aussi en étroite association avec l’ARN (Dent et al., 2013; Shiba and 

Miyake, 1975). Des interactions entre le génome et les dimères de protéines de capside ont 

également été mis en évidence (Koning et al., 2003; Valegård et al., 1994). La liaison de l’ARN à la 

surface interne de la capside a plusieurs fonctions : elle est responsable de la spécificité de 

l’encapsidation de l’ARN, elle sert de site d’initiation pour l’assemblage in vivo et permet une 

organisation globale de la capside (Dent et al., 2013; Heisenberg, 1966; Kozak and Nathans, 1971). Il 

existe également des pores au niveau de cette capside protéique de diamètre variant de 7 à 16 Å. 

Ceux-ci sont plus larges chez Qß que chez MS2 et GA (Golmohammadi et al., 1996) (Figure 18). 

 

Figure 18 Structures interne et externe du bactériophage MS2. (Référence PDB using VIPERdB, the 

Virus Particles Explorer 2ms2). 

Parmi les structures connues de capsides des phages MS2, fr (génogroupe I), GA (génogroupe II) et 

Qß (génogroupe III), différents degrés de similitude de séquence ont été observés. Les phages d’un 

même génogroupe (MS2 et fr) sont identiques à 87%, les phages d’un même genre (Levivirus) mais 

génogroupe différent (MS2 et GA) sont identiques à 62%, alors que les phages de deux genres 

différents (MS2 et Qß) sont seulement identiques à hauteur de 20% (Tars et al., 1997).  

4.1.2 Organisation du génome viral 

Le génome des bactériophages ARN F-spécifiques est constitué d’un ARN simple brin non segmenté 

de polarité positive de 3 466 à 4 276 nucléotides. La taille du génome varie selon le genre, les 

Levivirus possédant un génome plus court que les Allolevivirus (Figure 19). Ces deux genres se 

distinguent également par l’arrangement de leur information génétique avec trois gènes communs :  

- le gène de la protéine de capside représentée en 180 copies pour former la capside 

icosaédrique ; 

- le gène de la protéine de maturation, nécessaire à la reconnaissance des F-pili des bactéries 

hôtes ; 

- le gène de la réplicase, ARN polymérase ARN dépendante, nécessaire à la réplication du 

génome viral au sein de la cellule hôte ; 
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et un gène dépendant du genre : 

- le gène de la protéine de lyse pour les Levivirus, nécessaire à la lyse bactérienne et le gène 

codant une protéine « readthrough » pour les Allolevivirus, jouant un rôle dans l’infectiosité 

du virus (Klovins et al., 2002). Dans ce dernier cas, la lyse est assurée par la protéine de 

maturation. 

 

 
Figure 19 Organisation génétique de l’ARN des bactériophages MS2 et Qβ (Bollback and 

Huelsenbeck, 2001). MP : gène de la protéine de maturation, CP : gène de la protéine de capside, R : 

gène de la réplicase, L : gène de la protéine de lyse, RT : gène de la protéine « readthough ». Les 

gènes communs sont représentés au-dessus du génome et le gène différent en-dessous. Les 

séquences sont issues de la base de données Genbank avec les numéros d’accès suivants : MS2 

(NC_001417); Qβ (AY099114). 

 

Le génome présente également de nombreuses structures secondaires qui ont notamment un rôle 

important dans la régulation de la traduction du génome viral (Fiers et al., 1976). 

4.1.3 Réplication 

Les membres de la famille Leviviridae infectent les bactéries présentes dans le tractus gastro-

intestinal des mammifères (E. coli) par adsorption au F-pilus (pilus sexuel ou de fertilité). La 

reconnaissance entre la capside virale et le récepteur bactérien, situé au niveau des pili sexuels, se 

fait par l’intermédiaire de la protéine de maturation (Figure 20) (Dent et al., 2013; Roberts and 

Steitz, 1967).  
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Figure 20 Image de cryo-microscopie électronique mettant en évidence l’importance de la protéine 

de maturation MP des bactériophages ARN F-spécifiques pour la reconnaissance du F-pilus (coloré 

en bleu). Les bactériophages MS2 sont colorés en rouge tandis que les bactériophages MS2 mutants, 

ne possédant pas la protéine MP, sont colorés en vert (Dent et al., 2013). 

 

Après pénétration de l’ARN au sein du cytoplasme bactérien, la réplicase est alors traduite à l’aide 

de ribosomes bactériens. Trois protéines de l’hôte (la protéine ribosomale S1 et les facteurs 

d’élongation de la traduction EF-Tu et EF-Ts) s’associent à la réplicase virale pour former une ARN 

polymérase ARN dépendante active. Une quatrième protéine, non associée au complexe, agit 

directement sur l’ARN et permet la synthèse du brin négatif. A partir de ce brin négatif sont produits 

les brins d’ARN positifs qui seront encapsidés dans les futurs virions. Une régulation de la traduction 

du génome viral a lieu par la suite via la liaison des dimères de protéines de capside sur une 

structure secondaire spécifique (de type « tige-boucle ») de l’ARN viral. Ce complexe ARN-protéines 

est considéré également comme étant le site d’initiation de l’assemblage in vivo des capsides. Une 

fois les virions assemblés autour de leur ARN viral, la protéine de lyse (ou protéine de maturation 

selon le genre) permet d’activer la lyse bactérienne entraînant une dégradation du réseau de 

peptidoglycanes et la libération de plusieurs milliers de virions. 

4.2 Les avantages à utiliser les bactériophages ARN F-spécifiques comme 

modèles pour l’étude de la dynamique virale dans un milieu hydrique 

Les bactériophages ARN F-spécifiques sont souvent utilisés comme modèles des virus entériques 

pathogènes pour étudier le comportement, le devenir et le transport des particules virales dans le 

milieu aquatique. De nombreux arguments justifient ce choix : 
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4.2.1 Ubiquité des bactériophages ARN F-spécifiques dans les eaux de surface et le 

sédiment 

Les bactériophages ARN F-spécifiques sont détectés dans les eaux de surface et les sédiments. Les 

concentrations rapportées dans la littérature couvrent une gamme assez étendue pouvant aller de 

l’absence de phages à une concentration de 105 UFP/100 mL (Tableau 9). 

4.2.2 Les bactériophages ARN F-spécifiques comme indicateur de pollution virale 

d’origine fécale 

Les bactériophages ARN F-spécifiques résident dans le tractus gastro-intestinal des animaux à sang 

chaud. Ils sont excrétés en haute concentration dans les fèces et sont présents dans les eaux usées 

des stations d’épuration (Hartard et al., 2015; Yahya et al., 2015). Pour ces raisons, ils peuvent être 

utilisés comme indicateur de pollution fécale. 

Havelaar et al. (1993) sont parmi les premiers à avoir mis en évidence que les bactériophages ARN F-

spécifiques pouvaient potentiellement être des indicateurs adéquats pour prédire la présence de 

virus entériques pathogènes. En effet, ces bactériophages répondent à plusieurs critères d’un 

indicateur de contamination virale, à savoir : 

- ils sont inoffensifs pour l’homme et les animaux ; 

- ils sont présents en même temps que les virus pathogènes, voire plus abondants ; 

- ils sont détectables grâce à des tests de laboratoire simples, spécifiques, rapides et d’un 

faible coût ; 

- ils ne se multiplient pas dans l'environnement (les pili sexuels des bactéries hôtes, 

indispensables à l’infection des bactériophages ARN F-spécifiques, ne sont synthétisés qu’au-

dessus d’une température de 25°C avec un optimal à 30°C (Jofre, 2009; Woody and Cliver, 

1995). 
Seul le critère concernant la résistance du virus est soumis à discussion dans la communauté 

scientifique. En effet, comparés aux virus entériques, les bactériophages ARN F-spécifiques sont plus 

résistants à la chloration ou aux UV mais survivent moins longtemps aux traitements thermiques 

(Jofre et al., 2016). Néanmoins, même si les recherches menées jusqu’alors n’ont pas permis de 

certifier les bactériophages ARN F-spécifiques comme indicateurs de pollution fécale et virale, ils 

présentent malgré tout de nombreux atouts pour estimer la pollution fécale et prédire la présence 

de virus entériques pathogènes. 
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Tableau 9 Concentration et distribution des génogroupes (GG) des bactériophages ARN F-spécifiques 

(FRNAPH) infectieux dans les eaux et les sédiments de rivière pollués par des matières fécales. 

Compartiment 
FRNAPH 

Infectieux 

Nombre 

d’échantillons 

Pourcentage 

de positifs 

Concentration 

amplitude détectée et/ou 

moyenne (m) 

Références 

Eaux de surface 

(UFP/100 mL) 

FRNAPH  
43 71 à 100% 

1.101 à 6,5.102, 

m=4.102 
Durán et al., 2002 

FRNAPH  347  <10 à 3,2.105, m=501,2 Lucena et al., 2003 

GG I  

252 

83%  

Cole et al., 2003 
GG II  7%  

GG III  1%  

GG IV  1,2%  

GG I  

533 

94%  

Stewart-Pullaro et al., 

2006 

GG II  5%  

GG III  1%  

GG IV  0%  

FRNAPH  8 100% m=1.103 

Ogorzaly et al., 2009 

GG I  

84 

29,8%  

GG II  69,0%  

GG III  1,2%  

GG IV  0%  

FRNAPH 9 100% 
1,8.102 à 1,1.104, 

m=2,1.103 

Haramoto et al., 2009 
GG I  

31 

29%  

GG II  55%  

GG III  16%  

GG IV  0%  

FRNAPH  75  0 à 339,6, m=59,2 Lodder et al., 2010 

FRNAPH  10 100% 20 à 1,1.103, m=3,1.102 

Haramoto et al., 2012 

GG I  

65 

28%  

GG II  58%  

GG III  9%  

GG IV  0%  

FRNAPH  168  0 à 1,6.103 Mauffret et al., 2012 

Sédiment 

(UFP/g de 

sédiment sec) 

FRNAPH  6 67% 4,8 à 4,6.103, m=816,3 

Haramoto et al., 2009 

GG I  

18 

39%  

GG II  50%  

GG III  6%  

GG IV  5%  

FRNAPH  20  19,9 à 251,2, m=105,9 Skraber et al., 2009 
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4.2.3 Similarité des bactériophages ARN F-spécifiques avec certains virus entériques 

pathogènes 

D’un point de vue morphologique, les bactériophages ARN F-spécifiques possèdent une structure 

similaire à celle des principaux virus entériques pathogènes (norovirus, entérovirus, hépatite A 

virus), à savoir une capside icosaédrique de 20 à 30 nm de diamètre et un ARN simple brin. Pour 

exemple, il est très difficile de différencier les bactériophages des entérovirus au microscope 

électronique (Grabow, 2001). De plus, une corrélation entre la présence des bactériophages ARN F-

spécifiques et certains virus entériques dans des échantillons d’eau de surface a été documentée 

(Baggi et al., 2001; Ballester et al., 2005; Havelaar et al., 1993; Jiang et al., 2001; Ogorzaly et al., 

2009). Enfin, plusieurs études démontrent que la survie des bactériophages face aux stress 

environnementaux ou aux procédés de désinfection est similaire à celle de la plupart des virus 

entériques humains (Allwood et al., 2005; Bae and Schwab, 2008; Nasser and Oman, 1999). Baggi et 

al. (2001) ont comparé la survie de plusieurs virus entériques (rotavirus, hépatite A virus et 

entérovirus) aux bactériophages ARN F-spécifiques dans une rivière en aval d’une station 

d’épuration. Les auteurs ont conclu à une survie similaire des phages et des virus entériques durant 

le processus de traitement. Néanmoins, les avis sont partagés puisque d’autres auteurs trouvent des 

résultats différents (Chung and Sobsey, 1993; Mocé-Llivina et al., 2005). Ces études soulignent une 

survie inférieure des bactériophages ARN F-spécifiques aux virus entériques lorsque les 

températures des eaux de surface dépassent 25°C. Dans ces conditions, leur utilisation comme 

indicateur viral est limité (Jofre et al., 2016). C’est pourquoi malgré les similarités, les bactériophages 

ARN F-spécifiques ne reflètent pas entièrement le comportement des virus pathogènes. Néanmoins, 

leur étude permet d’éclaircir le comportement d’un virus/phage entérique dans un milieu hydrique 

et d’apporter un aperçu de la dynamique des virus pathogènes.  

4.2.4 Facilité de détection des bactériophages ARN F-spécifiques 

Comme énoncé précédemment, les bactériophages ARN F-spécifiques sont facilement et 

rapidement quantifiables à faible coût. Contrairement aux virus pathogènes principalement détectés 

par des techniques moléculaires, les bactériophages ARN F-spécifiques peuvent être quantifiés à la 

fois via un test rapide d’infectiosité (norme ISO 10705-1) ou via des méthodes moléculaires. Chacun 

de ces procédés apporte une information différente avec pour l’un la concentration en 

bactériophages infectieux et pour l’autre, le génotypage et la quantification des bactériophages 

totaux (infectieux et non infectieux).  

4.2.5 Différences au sein des bactériophages ARN F-spécifiques 

Des différences de survies, de propriétés de surface et donc de comportements ont été observés au 

sein de la famille des Leviviridae. 
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De nombreuses études ont mis en évidence une différence de survie des 4 génogroupes des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans le milieu aquatique (Brion et al., 2002; Durán et al., 2002; 

Long and Sobsey, 2004; Schaper et al., 2002a; Yang and Griffiths, 2013). Muniesa et al. (2009) ont 

comparé, in situ, la survie des 4 génogroupes en utilisant des sacs à dialyse pour un contact direct 

avec le milieu et les conditions extérieures. Ces auteurs en viennent à la même conclusion, les 

phages infectieux des génogroupes I et II sont plus résistants aux stress environnementaux que les 

souches appartenant aux génogroupes III et IV.  

Les propriétés de surface d’une particule virale se définissent principalement par sa charge 

électrostatique et sa balance hydrophile/hydrophobe. Les génogroupes des bactériophages ARN F-

spécifiques présentent des similitudes et des différences en termes de propriétés de surface. En 

effet, les points isoélectriques sont similaires (entre 2,6 et 3,9) ainsi que leur charge (Dika et al., 

2011; Langlet et al., 2008b). Le degré d'hydrophobicité au contraire varie selon la séquence 

suivante : MS2 (génogroupe I) < Qβ (génogroupe III) < GA (génogroupe II); où MS2 est le moins 

hydrophobe des trois phages (Dika et al., 2013; Langlet et al., 2008a). Ces propriétés de surface 

définissent le comportement et le devenir du virus dans l’environnement. Par exemple, le phage le 

plus hydrophobe (GA, génogroupe II) affiche un haut attachement sur certains aliments (salade, 

surface) comparé aux autres génogroupes (Deboosere et al., 2012). Autre exemple, le phage MS2 

(génogroupe I), en raison de sa faible hydrophobicité et de sa haute résistance, est difficilement 

éliminé lors du traitement des eaux (Haramoto et al., 2015). Il s’attache peu aux membranes de 

filtration souvent chargées négativement (Langlet et al., 2009). Considéré comme pire scénario lors 

des procédés de traitements des eaux car fortement chargé négativement et peu hydrophobe, il est 

souvent proposé comme indicateur approprié pour étudier la réduction des virus entériques 

(Haramoto et al., 2015). Cependant cette règle de faible attachement du bactériophage MS2 par 

rapport aux autres génougroupes peut être mise en défaut. Boudaud et al. (2012) démontrent que le 

phage GA, le plus hydrophobe est capable de franchir très facilement un traitement de potabilisation 

basé uniquement sur des principes physiques (coagulation-floculation, filtration sur sable et 

ultrafiltration) contrairement aux autres génogroupes. Cette capacité à franchir ce type de 

traitement traduit dans ce cas une faible capacité d’attachement. Aucune explication n’a pu être 

avancée si ce n’est peut-être le caractère hydrophile de la membrane d’ultrafiltration utilisée qui 

pourrait favoriser le passage des virus plus hydrophobes. 

Les différences de survie et de propriétés de surface des phages de la famille des Leviviridae 

présentent un avantage pour l’étude du comportement des particules virales dans l’environnement 

aquatique. Ces caractéristiques virales permettent effectivement de détecter les variabilités pouvant 

exister d’un phage à un autre suite à leurs interactions avec le milieu extérieur. 

4.2.6 Les bactériophages ARN F-spécifiques comme outil pour déterminer l’origine 

de la pollution fécale 

La distribution des 4 génogroupes dans les eaux de surface (Haramoto et al., 2012; Ogorzaly et al., 

2009) et les sédiments (Haramoto et al., 2009) pourrait être utilisée pour différencier une 

contamination fécale d’origine humaine ou animale. En effet, les génogroupes I et IV sont 
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généralement associés à une pollution animale tandis que les génogroupes II et III sont 

majoritairement détectés dans les eaux usées d’origine humaine (Schaper et al., 2002b). L’origine de 

la contamination fécale observée dans les eaux de surface peut dès lors être déterminée. 

Néanmoins, cette distribution n’est pas absolue. Des phages du génogroupe III, généralement 

associés à une contamination humaine, ont été isolés en haute proportion dans des eaux usées 

porcines (Sundram et al., 2007) tandis que des phages du génogroupe I, généralement associé à une 

pollution animale, sont régulièrement détectés dans des eaux usées urbaines (Lee et al., 2009). 

Hartard et al. (2015) soulignent que le génotypage des bactériophages ARN F-spécifiques n’est pas 

suffisant pour déterminer l’origine de la pollution fécale. Ils ont alors séquencé le gène de la 

protéine de maturation (haut degré de variabilité) pour différencier les origines. A partir des 

résultats obtenus, il apparaît que la méthode de RT-PCR proposée par Ogorzaly et Gantzer (2006) est 

plus spécifique pour discriminer l’origine urbaine et animale de la pollution par rapport à la méthode 

de RT-PCR proposée par Wolf et al. (2010), cette dernière étant plus sensible. 

De plus, comme déjà énoncé, la survie des 4 génogroupes est différente dans les conditions 

environnementales, ce qui peut entraîner un biais dans leur répartition (Muniesa et al., 2009). 

Néanmoins le fait d’utiliser la détection du génome permet de limiter ce biais étant donné qu’il a 

largement été démontré que le génome viral persiste beaucoup plus longtemps que le caractère 

infectieux du virus correspondant (Gassilloud et al., 2003). 

Ainsi, ces bactériophages constituent un bon outil pour formuler des hypothèses à propos des 

sources de pollution dans le milieu aquatique. 

En somme, même si certains arguments sont discutés dans la littérature, les bactériophages ARN F-

spécifiques présentent bon nombre d’atouts à être utilisés comme modèles pour l’étude de la 

propagation, du transport et du devenir des particules virales dans l’environnement aquatique.
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 Chapitre 2 : Stratégies et méthodologies 

générales



 

52 
 



Stratégies - Méthodologies 

- 53 - 
 

Cette partie est dédiée à l’explication des stratégies employées pour répondre aux objectifs de la 

thèse, ainsi qu’aux méthodologies utilisées. Dans un premier temps, la description du lieu d’étude 

permettra de comprendre pourquoi cette zone a été spécifiquement choisie pour étudier le devenir 

des bactériophages ARN F-spécifiques dans un cours d’eau. Une description détaillée de la station 

d’épuration d’Hespérange, principale source de pollution virale du système d’étude, permettra 

également d’évaluer l’apport en bactériophages ARN F-spécifiques dans la rivière. Dans un second 

temps, l’intérêt de l’étude des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux, détectés selon 

trois méthodes différentes, sera expliqué et certains protocoles non détaillées dans les publications 

y seront ajoutés. Enfin, une dernière partie sera consacrée à la méthode de prélèvement du 

sédiment et à son traitement en laboratoire pour l’élution des bactériophages ARN F-spécifiques. 

1 Description du lieu d’étude 

1.1 La rivière Alzette 

L’étude a été menée sur l’Alzette, l’une des principales rivières du Luxembourg. D’une longueur de 

73 km, l’Alzette prend sa source sur le territoire de la commune de Thill (France) et se jette dans la 

Sûre à sa sortie d’Ettelbrück (Luxembourg). Avec une alternance annuelle entre les hautes eaux 

pendant l’automne-hiver et l’étiage en été, l’Alzette est associée à un régime pluvio-évaporal (Figure 

21). 

 

Figure 21 Hydrogramme de la rivière de l’Alzette au cours des années 2014-2015 (pas de temps 

d’enregistrement : 15 minutes). Un débit de base moyen d’environ 1,0 m3/sec est observé entre avril 

et octobre tandis qu’environ 3,2 m3/sec est enregistré entre octobre et avril. Plusieurs crues sont 

répertoriées engendrant une variation importante du débit ne dépassant pas un maximum de 24 

m3/sec. 
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Le bassin versant de l’Alzette couvre 1 174 km2 dont 286 km2 drainent la zone d’étude (Figure 22A). 

L’échantillonnage de l’eau de surface et du sédiment a été réalisé le long d’une section de la rivière, 

de 3 km de longueur localisée en amont de la capitale du Luxembourg (à proximité de la ville 

d’Hespérange) (Figure 22B). Trois stations d’épuration sont localisées 10 km en amont de la section 

d’étude avec des capacités respectives de 24 500, 90 000 et 95 000 équivalents habitants (é-h). Une 

quatrième station, la station d’épuration d’Hespérange, localisée directement au début de la section 

d’étude permet un apport continu de pollution virale dans la rivière avec une capacité de 26 000 é-h.  

Une évaluation du niveau de pollution fécale en amont de la zone d’étude a mis en évidence une 

concentration en Escherichia coli de 1,0 ± 0,7 x 104 nombre le plus probable (NPP)/100 mL (n=9) 

(moyenne ± écart type) et en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux de 8,5 ± 6,5 x 102 UFP/100 

mL (n=9). Les bactériophages ARN F-spécifiques totaux (infectieux + non infectieux + ARN libres) ont 

également été déterminés par détection du nombre de copie de génome (cg) (n=9). Le niveau est de 

7,6 ± 2,3 x 102 copies de génome (cg)/100 mL de génogroupe I, 2,7 ± 2,2 x 104 cg/100 mL de 

génogroupe II et 7,9 ± 3,8 x 102 cg/100 mL de génogroupe III. Le génogroupe IV n’a été détecté 

qu’une seule fois sur neuf échantillonnages à une concentration de 3,6 x 102 cg/100 mL. La présence 

majoritaire de génogroupe II confirme que la zone d’étude est sous forte influence anthropique. 

Le tronçon a été sélectionné selon plusieurs critères, déterminants pour l’étude du devenir des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans un cours d’eau. Premièrement, l’effluent de la station 

d’épuration d’Hespérange constitue l’unique source ponctuelle et continue de pollution virale et 

fécale dans la section étudiée. D’autres sources diffuses sont inhérentes à la contamination de la 

rivière mais plus difficiles à caractériser tels le lessivage des surfaces ou les excréments d’animaux 

sauvages. Néanmoins, ces sources s’avèrent très faibles en raison d’un ruissellement 

majoritairement forestier en bordure de la portion de rivière étudiée (peu d’apport agricole). 

Deuxièmement, la section étudiée, facile d'accès, présente un réseau hydrographique relativement 

simple, sans méandre ni bras morts. Enfin, celle-ci est équipée d’un limnimètre permettant le suivi 

de la hauteur d’eau et par conséquent du débit de la rivière en fonction des conditions hydro-

climatologiques. 
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1.2 La station d’épuration d’Hespérange 

Suite au prétraitement des eaux usées (dégrillage), la station d’épuration d’Hespérange utilise les 

voies biologiques comme traitement secondaire pour épurer les eaux. En 2006, la station 

d’épuration d’Hespérange a été rénovée avec la mise en place d’une technologie de bioréacteurs à 

lits fluidisés. Au lieu que les bactéries soient libres en suspension dans les différents bassins de la 

station, comme dans une boue activée, celles-ci sont fixées à des supports (Figure 23A). La capacité 

naturelle des microorganismes à se fixer sur ces supports permet la formation de biofilms, biomasse 

naturellement épuratrice. Des bassins anaérobies et aérobies permettent respectivement la 

dénitrification et la nitrification de l’eau usée. Une dernière étape de clarification (décantation des 

dernières impuretés) est réalisée, aucun traitement spécifique pour l’élimination du phosphore et de 

microorganismes n’est ensuite effectué avant la décharge dans l’Alzette (Figure 23B).  

 

Figure 23 (A) Supports utilisés dans les réacteurs pour la formation de biofilms. Récolté dans le 

compartiment anoxique de la station d’épuration d’Hespérange, le biofilm est parfaitement visible 

sur la seconde image (Plattes et al., 2006). (B) Schématisation du fonctionnement de la station 

d’épuration d’Hespérange de l’entrée de l’eau usée jusqu’à la sortie de l’eau épurée dans l’Alzette 

(les schémas des réacteurs anoxique et aérobie sont issus de Barwal and Chaudhary (2014). 

Dans la présente étude, l’efficacité de la station d’épuration d’Hespérange a été évaluée sur 24 

heures. De plus, des prélèvements ponctuels en sortie de la station ont permis d’évaluer l’apport en 

bactériophages ARN F-spécifiques dans la zone d’étude sur un plus large espace-temps.  

1.2.1 Efficacité de la station d’Hespérange sur 24 heures 

Deux échantillonneurs automatiques, prélevant de l’eau toutes les heures pendant 24 heures, ont 

été mis en place à l’entrée et à la sortie de la station. Les paramètres analysés sont les suivants : 
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- la demande biochimique en oxygène (DBO5) correspond à la quantité d’oxygène nécessaire 

aux microorganismes aérobies pour oxyder les matières organiques dissoutes ou en 

suspension dans l’eau après 5 jours d’incubation, 

- la turbidité, 

- la concentration en Escherichia coli,  

- la concentration en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux. 

 

Tableau 10 Mesure de la turbidité et de la DBO5 en entrée et sortie de la station d’épuration 

d’Hespérange sur 24 heures et détermination des abattements respectifs. 

 Turbidité (NTU) DBO5 (mg d’02 consommé/L) 

Entrée Moyenne 132,2  159,4  

Minimum 78,2 126,5 

Maximum 179,0 208 

Sortie Moyenne 7,1  6,5  

Minimum 4,3 4,35 

Maximum 12,9 10,4 

Abattement (%) Moyennea 94,6 95,9 

Minimumb 83,5 91,7 

Maximumc 97,6 97,9 
a estimé par comparaison des valeurs moyennes sur 24 h 
b estimé à partir des concentrations minimales en entrée et maximales en sortie  
c estimé à partir des concentrations maximales en entrée et minimales en sortie. 

La DBO5, paramètre permettant de déterminer la concentration de polluants organiques 

biodégradables dans l’eau, est utilisée dans la réglementation pour évaluer l’efficacité des stations 

d’épuration. La directive européenne 91/271/CEE du 21 mai 1991 relative au traitement des eaux 

urbaines fixe une concentration maximale de DBO5 de 25 mg d’O2/L en sortie et un rendement 

minimum de 70% pour une station de capacité supérieure à 10 000 é-h. Avec une concentration 

maximale de 10,4 mg d’O2/L en sortie et un abattement moyen de 95,9%, la station d’épuration 

d’Hespérange est entièrement dans les normes relatives à l’épuration des eaux usées (Tableau 10). 

De plus, la station élimine efficacement les matières insolubles (particules solides, bactéries, micro-

algues, etc.) pouvant troubler l’eau avec un abattement moyen de la turbidité de 94,6%.  

En ce qui concerne le traitement microbien, en entrée de la station, des concentrations moyennes 

de 9,6 x 105 NPP/100 mL et 9,7 x 104 UFP/100 mL sont détectées respectivement pour Escherichia 

coli et les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux. En sortie, les amplitudes de variation des 

concentrations sont plus faibles qu’en entrée sur les 24 heures analysées et des réductions 

moyennes de 2,5 log10 et 1,6 log10 sont déterminées (Figure 24). 
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Figure 24 Dispersion sur 24 heures des concentrations en Escherichia coli et en bactériophages ARN 

F-spécifiques infectieux en entrée et en sortie de la station d’épuration d’Hespérange. 

Trois génogroupes sur quatre des bactériophages ARN F-spécifiques ont été détectés à l’entrée et à 

la sortie de la station d’épuration (Figure 25). La présence majoritaire en entrée du génogroupe II 

puis du génogroupe III est conforme à une pollution fécale d’origine humaine (Schaper et al., 2002b). 

La présence de bactériophages appartenant au génogroupe I, généralement associée à une 

contamination d’origine animale, a déjà été observée dans d’autres stations d’épuration (Hartard et 

al., 2015; Lee et al., 2009). Contrairement aux bactériophages infectieux, la concentration en 

bactériophages totaux varie en sortie de station d’épuration. La variation des génogroupes I et II 

semble être une conséquence du traitement des eaux de la station puisque l’apport de ces 

génogroupes est stable en entrée, tandis que la variation des concentrations du génogroupe III peut 

s’expliquer par une variation dès le départ en entrée. 

 

Figure 25 Dispersion sur 24 heures de la concentration en bactériophages totaux pour les 

génogroupes I, II et III en entrée et sortie de la station d’épuration d’Hespérange. 
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De plus, l’abattement des concentrations en bactériophages totaux varient selon le génogroupe 

(Tableau 11). Cette observation met en évidence une différence de comportement entre les 

génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques face au traitement d’épuration. Les propriétés 

de surface et particulièrement la variation de la balance hydrophile/hydrophobe peuvent être à 

l’origine de ces variations (Boudaud et al., 2012).  

Tableau 11 Abattements des concentrations en E.coli et en bactériophages ARN F-spécifiques 

(infectieux et totaux) à la station d’épuration d’Hespérange sur 24 heures. 

  Abattement (%) 

 
E.coli FRNAPH GG I GG II GG III GG IV 

Moyennea 97,4 85,1 0 71,0 81,0 x 

Minimumb 90,4 10,1 0 7,8 23,8 x 

Maximumc 99,7 97,7 65,2 94,9 96,9 x 

a estimé par comparaison des valeurs moyennes sur 24 h 
b estimé à partir des concentrations minimales en entrée et maximales en sortie  
c estimé à partir des concentrations maximales en entrée et minimales en sortie. 

Enfin, le tableau 11 met également en évidence une élimination plus efficace mais aussi plus stable 

d’Escherichia coli comparée à celle des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux. Cette 

observation argumente le besoin d’un indicateur de contamination virale autre que les indicateurs 

bactériens comme Escherichia coli, aux comportements différents et moins résistants dans le milieu.  

1.2.2 Prélèvements ponctuels pour l’évaluation de l’apport des bactériophages ARN 

F-spécifiques  

Des abattements de 99,3% et 83,3% (n=5) ont pu être respectivement déterminés pour Escherichia 

coli et les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux suite à l’analyse des prélèvements ponctuels 

effectués à l’entrée et à la sortie de la station d’épuration d’Hespérange. Ces prélèvements ont été 

réalisés à différents mois de l’année et les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux obtenues demeurent semblables à celles déterminés lors de l’évaluation de la station sur 

24 heures. 

Davantage de prélèvements ponctuels ont été effectués à la sortie de la station d’épuration 

d’Hespérange de manière à évaluer l’apport en bactériophages ARN F-spécifique dans la zone 

étudiée de l’Alzette. Une moyenne de 8,1 ± 7,2 x 103 UFP/100 mL (n=11) de bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux a été détectée. Parmi les génogroupes recherchés, seulement trois ont été 

quantifiés sur l’ensemble des prélèvements (n=9) : 2,4 ± 3,6 x 104 cg/100 mL pour le génogroupe I, 

2,2 ± 1,3 x 105 cg/100 mL pour le génogroupe II et 2,5 ± 4,4 x 104 cg/100 mL pour le génogroupe III. 

La station d’épuration déverse donc majoritairement du génogroupe II dans l’Alzette.  
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Enfin, les concentrations des génogroupes totaux détectés varient d’un prélèvement à l’autre et ce, 

particulièrement pour les phages appartenant au génogroupe I (Figure 26). La mauvaise efficacité 

d’épuration de la station d’Hespérange (abattements du génogroupe I calculés sur 24 heures faibles 

et variables) peut être l’une des explications de ces fluctuations à la sortie. 

 

Figure 26 Dispersion des concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux (n=11) et 

totaux (génogroupes I, II et III) (n=9) détectés en sortie de la station d’épuration d’Hespérange. 

 

Ainsi, la station d’épuration d’Hespérange présente une action efficace dans le traitement des 

déchets organiques et bactériens avec une réduction appréciable du principal indicateur bactérien 

de pollution fécale (Escherichia coli). Néanmoins, l’élimination des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et totaux n’est pas optimale causant un apport de ces particules virales dans le tronçon de 

rivière étudié. Une majorité de bactériophages appartenant au génogroupe II est donc rejetée en 

continu dans l’Alzette perdurant ainsi une rivière sous forte influence anthropique.  

2 Détection des bactériophages ARN F-spécifiques 

2.1 Détection des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

Les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux ont été détectés via un test rapide d’infectiosité 

(norme ISO 10705-1 :2001). Ce test consiste à mettre en contact l’échantillon d’eau 

environnemental à analyser avec une suspension de bactéries réceptrices (souche WG49 de 

Salmonella enteric typhimurium) en phase exponentielle de croissance (Havelaar and Hogeboom, 

1984). Chaque bactériophage infectieux présent dans l’échantillon détruit la bactérie hôte et libère 

de nouveaux virions. L’infection des bactéries hôtes voisines se poursuit et induit la formation d’une 
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zone de lyse (ou destruction locale du tapis bactérien). Le dénombrement de ces plages de lyse 

(appelées unité formant plages = UFP) permet de déterminer le titre phagique dans l’échantillon. 

2.2 Détection des bactériophages ARN F-spécifiques totaux 

2.2.1 Choix du système de détection des génogroupes des bactériophages ARN F-

spécifiques  

Une détection directe des génogroupes présents dans l’échantillon environnemental, ou après 

culture, à partir des plages de lyses issues du dénombrement des bactériophages infectieux, ont été 

réalisées dans la présente étude. Pour ce faire, un protocole de reverse transcription et de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) en temps réel (RT-qPCR) a été utilisé pour identifier et/ou quantifier 

séparément les 4 génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques totaux. 

Dans les deux cas, les amorces et sondes sélectionnées par Ogorzaly et Gantzer (2006) ont été 

utilisées. D’autres systèmes RT-qPCR existent pour détecter spécifiquement les génogroupes des 

bactériophages ARN F-spécifiques (Kirs and Smith, 2007; Wolf et al., 2008). Néanmoins, la zone 

d’étude étant fortement sous influence anthropique, le système RT-qPCR développé par Ogorzaly et 

Gantzer (2006) semble être le plus adapté pour suivre une pollution urbaine (Hartard et al., 2015). 

En effet, les sondes sélectionnées pour les génogroupes II et III ciblent préférentiellement les 

souches d’origine urbaine tandis que le système RT-qPCR développé par Wolf et al. (2010) aurait un 

spectre plus large en détectant des souches de génogroupe III d’origine urbaine et animale. 

2.2.2 Construction de gammes standards pour la quantification des génogroupes 

Afin de déterminer la concentration en ARN dans les échantillons environnementaux, quatre 

gammes standards ont respectivement été développées pour les 4 génogroupes.  

Une partie des séquences génomiques des bactériophages MS2 (NC001417), GA (NC001426), MXI 

(AF059242) et SP (X07489), appartenant respectivement aux génogroupes I, II, III et IV, ont été 

insérées dans 4 plasmides distincts (pEX-A, Eurofins Genomics). Ces plasmides ont ensuite été 

transcrits en ARN (RiboProbe® in vitro transcription Systems, Promega) afin de prendre en compte 

l’étape de transcription inverse en plus de la PCR en temps réel pour l’élaboration de ces gammes. 

Une limite de détection de 10 copies de génome par réaction RT-qPCR a été déterminée pour 

chaque génogroupe (Figure 27). 
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Figure 27 Gammes standards établies pour la quantification des génogroupes I, II, III et IV. 

2.3 Intérêt d’une quantification des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et totaux 

Dans la présente thèse, les bactériophages ARN F-spécifiques ont été détectés dans les échantillons 

environnementaux par l’intermédiaire de trois méthodes : 

- le dénombrement des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux par la méthode en double-

couche (Norme ISO 10705-1 :2001) ; 

- l’identification des génogroupes infectieux suite à l’analyse par RT-qPCR des plages de lyses ; 

- la quantification des bactériophages totaux (infectieux + non infectieux + ARN libre) suite à la 

quantification directe du génome extrait des échantillons par RT-qPCR.  

Ces trois méthodes apportent donc des informations différentes sur les bactériophages ARN F-

spécifiques détectés dans l’échantillon analysé. De plus, ces données sont complémentaires et leur 

combinaison aide à une interprétation des résultats. Par exemple, l’attachement des bactériophages 

ARN F-spécifiques au sédiment a pu être évalué suite aux résultats combinés des concentrations en 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux. En effet, la quantification des bactériophages 

ARN F-spécifiques infectieux ne permet pas à elle seule de conclure sur l’attachement des phages au 

sédiment. C’est l’effet combiné d’une réduction des particules totales et infectieuses en présence de 

sédiment qui le permet (cf chapitre 5).  

Ainsi, ces trois méthodes de détection distinctes offrent à la fois une analyse complète de 

l’échantillon mais également un outil pour l’interprétation des résultats. 
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3 Analyse du sédiment 

3.1 Méthode de prélèvement 

Afin de comprendre les transferts des particules virales entre la colonne d’eau et le sédiment, la 

couche supérieure du lit de la rivière a été préférentiellement prélevée. Ces premiers centimètres de 

sédiment constituent un dépôt récent et peuvent potentiellement être remis en suspension lors de 

perturbations hydro-climatologiques. 

Pour collecter uniquement cette couche fine supérieure de sédiment, un système de pompe à vide a 

été développé (Figure 28). Une bouteille en verre stérile de 1 litre est raccordée de part et d’autre à 

un gros bidon de 25 litres (préalablement vidé de son air pour avoir la fonction de « pompe à vide ») 

et à un tuyau en plastique rigide (diamètre de 25 mm) pour aspirer le sédiment. Deux vannes 

placées de part et d’autre du bidon permettent de contrôler le système pour, faire le vide dans le 

bidon mais aussi pour aspirer le sédiment. 

 

Figure 28 (A) Schématisation du système développé pour aspirer la couche supérieure de sédiment 

au fond de la rivière. (B) Prélèvement de sédiment dans l’Alzette par l’intermédiaire du système 

d’aspiration. 

3.2 Elution des particules virales 

A l’heure actuelle, aucune méthode n’a été définie comme méthode de référence pour l’élution des 

particules virales à partir de sédiment. Néanmoins, certaines étapes sont communes à l’ensemble 

des protocoles observés tels que le contact du sédiment avec un tampon d’élution, une forte 
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agitation pour décrocher les particules virales puis une étape de centrifugation pour récupérer 

l’éluat contenant les virus. Des tests ont donc été réalisés sur certaines étapes de ce protocole pour 

récupérer et détecter au mieux les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux du sédiment (Figure 

29). 

 

Figure 29 Étapes étudiées pour l’élution des bactériophages ARN F-spécifiques à partir de sédiment.  

Dans un premier temps, trois tampons d’élution, souvent utilisés dans la littérature, ont été testés : 

- l’extrait de bœuf 3% + glycine 0,05 M, pH 9,5 (Rao et al., 1984) 

- le tampon phosphate 0,1 M, pH 7,0 (Haramoto et al., 2009) 

- le tampon pyrophosphate 0,01 M, pH 9,5 (Danovaro et al., 2001) 

Trois échantillons de sédiment, collectés à des dates différentes, ont été respectivement traités avec 

les trois tampons d’élution (Figure 29). Les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux obtenues pour ces trois échantillons ne sont significativement pas différentes (test 

ANOVA, p=0,476). Le tampon pyrophosphate à 0,01 M, pH 9,5, a donc été choisi comme tampon 

d’élution en raison de sa simplicité de préparation et de sa faible composition en protéines qui 

pourrait interférer avec les réactions de RT-qPCR.  

La nécessité de détecter les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a suscité le 

questionnement de l’utilité d’un pH élevé pour leur élution du sédiment. En effet, l’inactivation de la 

particule virale a lieu préférentiellement à des pH extrêmes (Schaper et al., 2002a). C’est pourquoi, 

l’élution des bactériophages ARN F-spécifiques à partir de trois échantillons de sédiment a été testée 

avec du tampon pyrophosphate 0,01 M à pH 7,0 et pH 9,5. Aucune différence significative n’est 
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observée entre les concentrations de bactériophages ARN F-spécifiques obtenues à pH 7,0 ou à pH 

9,0 (test t, p=0,841). Cependant, afin de prendre le maximum de précautions possibles pour éviter 

l’inactivation des phages, le tampon pyrophosphate 0,01 M à pH 7,0 a donc été préféré. 

De nombreuses études ont montré que la sonication est essentielle à la récupération des particules 

virales du sédiment (Danovaro et al., 2001; Maranger and Bird, 1996; Skraber et al., 2009). Afin de 

tester l’effet combiné du tampon pyrophosphate et d’un traitement aux ultrasons, trois échantillons 

de sédiment ont été élués avec et sans sonication. Le traitement a été réalisé durant 3 minutes, dans 

un bain de glace pour limiter l’inactivation des particules phagiques (Danovaro et al., 2001). Les 

concentrations obtenues en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux avec et sans sonication ne 

sont pas significativement différentes. Néanmoins, le niveau de signification est proche du seuil de 

probabilité (test t, p=0,053) (Figure 30). C’est pourquoi, à la vue de ces résultats, la sonication a été 

ajoutée aux étapes du protocole d’élution des particules phagiques. 

 

Figure 30 Effet de la sonication sur l’élution des bactériophages ARN F-spécifiques du sédiment. 

Ce protocole définitif a donc été appliqué pour l’élution des bactériophages ARN F-spécifiques du 

sédiment au cours de cette étude (Figure 31). 

Afin de déterminer le rendement du protocole d’élution sélectionné, différents échantillons de 

sédiment (n=6) ont été dopés avec une souche environnementale majoritairement détectée dans le 

sédiment, c’est-à-dire la souche BZ13 DL20 (FJ483839) appartenant au génogroupe II (prédominance 

de 29,0% de la souche DL20 sur l’ensemble des souches détectées dans le sédiment, n=107).  

Après 180 minutes de contact entre la souche DL20 et le sédiment (agitation à 250 rpm à 4°C), une 

étape de centrifugation (10 minutes à 10 000 g) a permis de séparer le sédiment de la solution stock 

en bactériophages. L’hypothèse est que la majorité des bactériophages DL20 ajoutés se sont 

attachés au sédiment.  

Le sédiment dopé a ensuite été élué selon le protocole d’élution défini (Figure 31). Une comparaison 

entre la concentration obtenue en bactériophages ARN F-spécifiques suite à l’élution du sédiment 

dopé et la concentration initiale de la solution stock de la souche DL20 a permis d’évaluer le 

rendement du protocole d’élution. La concentration naturelle en bactériophages ARN F-spécifiques 

dans le sédiment a également été évaluée et est négligeable par rapport à la concentration dopée.  
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Plus de 10% des bactériophages infectieux initialement ajoutés ont été détectés suite à l’application 

du protocole d’élution. Une variabilité de ce rendement a été observée, celle-ci pouvant être due à 

la matrice de sédiment, différente entre les 6 essais (29,3 ± 16,0%). De plus, ces rendements sont 

peut-être sous-estimés puisqu’ils partent de l’hypothèse que 100% des bactériophages DL20 se sont 

attachés au sédiment. 

 

Figure 31 Protocole d’élution des bactériophages ARN F-spécifiques à partir de sédiment. 
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Chapitre 3 : Propagation des bactériophages 

ARN F spécifiques dans l’Alzette dans des 

conditions hydro-climatologiques stables
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De précédentes études décrivent la présence des bactériophages ARN F-spécifiques dans les eaux de 

rivière (Lucena et al., 2003; Ogorzaly et al., 2009; Skraber et al., 2002) et dans les sédiments 

(Haramoto et al., 2009; Skraber et al., 2009). Leur détection respective dans ces deux compartiments 

met en évidence une dissémination des particules virales dans l’environnement hydrique. 

Néanmoins, à l’heure actuelle, peu d’études ont examiné les différentes routes empruntées par un 

virus suite à son introduction dans l’environnement (Skraber et al., 2002). 

Ainsi, l’objectif principal de ce premier chapitre est d’analyser la propagation et le comportement 

des bactériophages ARN F-spécifiques dans l’eau de la rivière de l’Alzette dans des conditions hydro-

climatologiques stables (débit de base de la rivière où l’eau provient essentiellement des nappes 

souterraines en absence de précipitations). Deux principales voies de dissémination ont été 

étudiées : (i) la dispersion des particules virales dans les eaux de surface au fil de l’eau, contrôlée par 

les facteurs environnementaux et (ii) la sédimentation des bactériophages. 

Afin de répondre à cet objectif, neuf campagnes de propagation ont été réalisées. Lors de chaque 

campagne, l’eau de surface et le sédiment ont été collectés en six points d’échantillonnage le long 

du tronçon étudié. La présence en amont d’une source de pollution fécale continue (effluent de la 

station d’épuration d’Hespérange) assure un apport constant en bactériophages ARN F-spécifiques 

dans le système hydrique. Le temps de résidence de la masse d’eau a été déterminé en fonction du 

débit de la rivière de manière à suivre précisément la propagation des bactériophages ARN F-

spécifiques d’un point à un autre lors de chaque campagne.  

Dans un premier temps, la dispersion des bactériophages ARN F-spécifiques a été étudiée dans le 

compartiment eau de surface. Le temps de résidence de la masse d’eau a été pris en compte lors de 

chaque campagne de propagation. Les 3 km de la section étudiée ont été parcourus par la masse 

d’eau en moins de 4 heures lors des campagnes réalisées en hiver et en plus de 10 heures lors des 

campagnes estivales. Ces différents temps de séjour ont été considérés lors du suivi des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans la rivière ; une même masse d’eau étant échantillonnée à 

différents temps. Deux profils de propagation ont pu être observés au cours de ces neuf campagnes 

(Figure 32). Pour les campagnes où la température de l’eau était inférieure à 8°C et le débit de la 

rivière supérieur à 1,99 m3/sec, les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

sont restées stables tout au long de la section étudiée. A l’inverse, une décroissance des 

concentrations en fonction de la distance à la source a été observée pour les campagnes où la 

température de l’eau était supérieure à 11°C et le débit de la rivière inférieur à 1,45 m3/sec. Ainsi, 

outre l’influence du débit de la rivière dans la propagation des bactériophages ARN F-spécifiques, les 

résultats ont révélé une inactivation naturelle de ces particules phagiques en fonction de la 

température.  

Afin de caractériser plus en détail la survie in situ des bactériophages ARN F-spécifiques, 287 plages 

de lyse de bactériophages infectieux, isolées des échantillons d’eau de surface des neuf campagnes 

de propagation, ont été identifiés par RT-qPCR (Ogorzaly et al., 2009). L’analyse de la distribution des 

bactériophages infectieux en fonction des conditions de température de l’eau et de débit a permis 

de mettre en évidence une différence de survie des génogroupes des bactériophages ARN F-
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spécifiques, avec une persistance moins importante des bactériophages infectieux du génogroupe III 

comparés à ceux du génogroupe II. 

 

Figure 32 (A) Schématisation des six sites d’échantillonnage le long de l’Alzette et (B) mis en 

évidence des deux profils de propagation des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux observés 

lors de températures inférieures à 8°C et débits de la rivière supérieurs à 1,99 m3/sec (ex. campagne 

5) et inversement (ex. campagne 8). Les modélisations de décroissance exponentielle sont indiquées 

en trait plein noir tandis que les limites de confiance (95%) sont en pointillées.  

Pour chaque campagne où la température de l’eau dépassait les 11°C et le débit de la rivière était 

inférieur à 1,45 m3/sec, la décroissance exponentielle des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux a pu être modélisée selon l’équation suivante :  Cd = C0×e-kdd ,où C0 est la concentration 

en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dans la rivière à l’endroit du déversement (effluent 

de la station d’épuration), Cd la concentration en bactériophages infectieux à une distance d de la 

source de pollution et kd le coefficient de décroissance exponentielle de la concentration en phages 

en fonction de la distance à la source de pollution. L’utilisation du temps de résidence de la masse 

d’eau a permis de déterminer la décroissance des phages en fonction du temps et ainsi de la 

modéliser selon l’équation suivante : 𝐶𝑡 = 𝐶0×𝑒−𝑘𝑡𝑡. 

A partir de ces modélisations, la distance (D90) et le temps (T90) nécessaire à éliminer 90% de la 

concentration en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux ont été déterminés. Les valeurs de D90 

et T90 estimées variaient respectivement de 2,8 à 9,5 km et de 11 h 16 min à 37 h 45 min. 

Dans un deuxième temps, la sédimentation des bactériophages ARN F-spécifiques comme autre voie 

principale de dissémination a été évaluée afin de compléter l’analyse de la dynamique in situ des 

particules virales dans le tronçon étudié. La détection des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux dans le sédiment a confirmé leur transfert de la colonne d’eau vers le fond du lit de la 

rivière. Néanmoins, l’absence de décroissance significative en fonction de la distance à la source des 
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bactériophages totaux appartenant au génogroupe II, génogroupe détecté le plus abondant, n’a pas 

permis de confirmer cette hypothèse. 

L’ensemble de ces résultats est présenté de façon plus détaillée sous la forme d’un article 

scientifique publié dans le journal Food and Environmental Virology. 
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En résumé, ces résultats nous ont permis de réaliser une étude précise de la propagation in situ des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans l’Alzette dans des conditions hydro-climatologiques stables. 

Les suivis des bactériophages infectieux et totaux le long de la section étudiée ont permis de 

caractériser la principale voie de dissémination empruntée par les particules virales. De plus, 

l’utilisation du temps de résidence de la masse d’eau a permis, pour la première fois, de donner des 

indications réelles de la survie in situ, en temps et en distance, des bactériophages infectieux dans 

une rivière. Ces résultats, ainsi que la méthode utilisée pour les obtenir, peuvent s’avérer très utiles 

pour estimer la qualité microbiologique de l’eau et évaluer les risques pour la santé humaine. Dans la 

continuité de cette étude, il est à présent intéressant d’examiner le comportement in situ des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans l’Alzette dans des conditions hydro-climatologiques instables. 

La perturbation du système hydrique suite à de fortes intempéries aura-t-elle un impact sur la 

dynamique des bactériophages dans la rivière ? 
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 Chapitre 4 : Influence des événements 

hydro-climatologiques sur la dynamique 

des bactériophages ARN F-spécifiques 

dans la rivière Alzette 
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Les événements pluvieux, de plus en plus fréquents suite aux changements climatiques récents, ont 

un impact direct sur la qualité de l’eau et par conséquent sur la santé humaine (Hofstra, 2011). En 

effet, beaucoup d’études mettent en évidence un lien temporel entre les crues et les épidémies 

d’origine hydrique (Bruggink and Marshall, 2010; Nichols et al., 2009). Lors de fortes intempéries, 

une augmentation de la charge microbienne dans les eaux de surface a été observée (Kistemann et 

al., 2002; Sidhu et al., 2012). Diverses origines peuvent expliquer cet apport tels la saturation des 

réseaux d’égouts unitaires et des stations d’épurations (Rodríguez et al., 2012) ou le lessivage des 

surfaces agricoles (fumier, champs d’élevage) (Crowther et al., 2002). La remise en suspension du 

sédiment est également suspectée dans l’apport de microorganismes (Mwanamoki et al., 2014). 

Pour mieux comprendre l’influence des événements pluvieux sur l’augmentation de la charge 

microbienne dans les eaux de surface, de nombreuses études ont étudiées la dynamique des 

bactéries pendant des crues (McDonald and Kay, 1981; Staley et al., 2012; Tiefenthaler et al., 2011). 

Néanmoins, peu d’études ont examinées l’impact des fortes intempéries sur la charge virale. Une 

augmentation du génome de virus entériques, tels que les adénovirus humains et les norovirus, a 

été observée (Ngaosuwankul et al., 2013; Phanuwan et al., 2006) mais, à notre connaissance, aucune 

étude n’avait encore intégrée le suivi temporel du caractère infectieux des virus lors de crues.  

L’objectif principal de cette étude est donc d’analyser la dynamique des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux et totaux (génome) dans les eaux de surface de l’Alzette lors d’événements 

pluvieux. Trois aspects ont été étudiées : (i) la variation temporelle du flux de bactériophages ARN F-

spécifiques dans la rivière au cours d’un événement pluvieux, (ii) les diverses origines responsables 

de l’apport de la pollution phagique et (iii) les nouvelles données pour l’évaluation des risques en 

santé humaine.  

Afin de répondre à ces objectifs, deux crues ont été analysées : la première en juillet 2014 et la 

seconde en novembre 2014. Un litre d’eau de surface a été collecté toutes les heures pendant la 

durée entière des deux crues en amont et en aval de la station d’épuration d’Hespérange par 

l’intermédiaire d’échantillonneurs automatiques. Une originalité de cette étude est l’analyse des 

données en bactériophages ARN F-spécifiques en flux (UFP ou cg/sec) et non en concentration (UFP 

ou cg/100 mL), ce qui permet d’intégrer les variations de débit d’eau responsables de la dilution des 

concentrations virales. L’ensemble des résultats obtenus est présenté sous forme d’un article 

scientifique publié dans le journal Water Research. 

 

Dans l’article ci-joint, seuls les résultats obtenus en amont de la station d’épuration d’Hespérange 

ont été présentés. En effet, la station d’épuration d’Hespérange contribue, dans une certaine 

mesure, à l’apport de bactériophages ARN F-spécifiques pendant la crue d’été (test de Wilcoxon, 

p<0,001) mais pas significativement pendant la crue d’automne (test de Wilcoxon, p = 1,0) en raison 

de l’importante augmentation du débit dans la rivière. Peu de différences sont observables entre les 

échantillons collectés en amont ou en aval de la station d’épuration (Figure 33). Néanmoins, afin de 

présenter la globalité des résultats obtenus au cours de cette étude, les points forts de l’article 

seront exposés cette fois-ci à l’aide des résultats obtenus en aval de la station d’épuration.  
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La première étape du travail a été d’étudier l’impact de deux événements de crue sur la dynamique 

des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux. Des augmentations de flux de 2,7 et 2,0 log10 en 

phages infectieux ont respectivement été observées lors des crues estivale et automnale (Figure 33). 

 

Figure 33 Flux des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux en amont () et en aval () de la 

station d’épuration d’Hespérange durant deux événements de crue (A) en été et (B) en automne. 

En hydrologie, l’origine et le transport des particules en suspension dans l’eau de surface, lors des 

évènements de crue, sont caractérisés par l’analyse des hystérèses obtenues suite à la mise en 

relation de la turbidité (ou matière en suspension) et du débit de la rivière (Williams, 1989). Les 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux étant considérés comme colloïdes dans le milieu 

hydrique, cette même approche a donc été appliquée pour comprendre l’origine de l’augmentation 

de la charge virale dans la rivière (Figure 34). De cette analyse, deux vagues de bactériophages ARN 

F-spécifiques infectieux ont été mis en évidence. Une première augmentation du flux de phages a 

été observée respectivement à 8 h et 20 h pour la crue estivale et automnale ; puis une deuxième 

augmentation a été constatée à 16 h et 35 h, respectivement. Selon l’analyse hydrologique des 

hystérèses, la première augmentation du flux de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux serait 

issue de la remise en suspension du sédiment accumulé au fond du lit de la rivière, tandis que la 

deuxième vague serait principalement due au lessivage des surfaces et/ou à la saturation des 

stations d’épurations. 
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Figure 34 Hystérèses obtenues suite à la mise en relation de la turbidité (A,B) ou des bactériophages 

ARN F-spécifiques (C,D) avec le débit de la rivière en aval de la station d’épuration d’Hespérange 

durant la crue d’été (A,C) et d’automne (B,D). 

La seconde étape du travail s’est intéressée à la distribution des génogroupes de bactériophages 

ARN F-spécifiques. L’analyse du ratio des phages appartenant au génogroupe II par rapport à ceux 

appartenant au génogroupe I a permis de caractériser l’origine de la pollution fécale. Un décalage 

entre l’augmentation du flux du génogroupe I et celui du génogroupe II a été mis en évidence dans la 

publication. L’augmentation du génogroupe II en parallèle de la turbidité concorde avec l’hypothèse 

d’une première vague de pollution virale suite à la remise en suspension du sédiment (confirmer par 

la présence de génogroupe II dans le sédiment, cf chapitre 5). L’augmentation plus tardive du 

génogroupe I coïncide avec l’arrivée de la deuxième vague de pollution virale potentiellement due 

au débordement des stations d’épurations et/ou au lessivage des surfaces. La présence de 

bactériophages appartenant au génogroupe I dans les fèces animaux tel le bétail ou les animaux 

domestiques appuie cette hypothèse (Schaper et al., 2002b). La même analyse peut être faite pour 

les résultats obtenus en aval de la station d’épuration à l’exception de la remise en suspension du 

génogroupe II lors de la crue d’été (Figure 35). Cette absence d’augmentation du ratio génogroupe II 

par rapport au génogroupe I peut être due aux fortes pluies antécédentes (20,8 mm dans les 10 

jours précédents la crue) qui auraient provoqué une première remise en suspension du sédiment et 

donc des bactériophages du génogroupe II avant la crue. 
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Figure 35 Histogramme présentant les variations de ratio des bactériophages ARN F-spécifiques 

totaux du génogroupe II par rapport à ceux du génogorupe I durant deux événements de crue en été 

(A) et en automne (B) en aval de la station d’épuration d’Hespérange. La turbidité (trait plein noir) 

est également indiquée. Le ratio génogroupe II par rapport au génogroupe I avant l’événement de 

crue est tracé en pointillés bleus tandis que les bulles de couleurs renseignent sur les augmentations 

successives de génogroupe I et génogroupe II. 

Enfin, dans une dernière partie, l’apport de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux pendant les 

événements de crue a été évalué. Les bactériophages totaux appartenant au génogroupe II sont les 

plus abondants et représentent la majorité des phages infectieux et inactivés (ou ARN libres) 

présents dans la zone d’étude. L’analyse du ratio de ces bactériophages totaux par rapport aux 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a permis de déterminer l’apport des phages non-

infectieux par rapport aux infectieux (Figure 36). Une importante contribution des bactériophages 

infectieux a été observée au moment du pic de crue mais aussi après l’épisode de crue. Malgré la 

remise à niveau du débit de la rivière post-crue, le flux en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux est resté élevé. Ces résultats apportent de nouvelles informations pour l’évaluation des 

risques pour la santé humaine lors des événements de crue. 

 

Figure 36 Histogramme présentant les variations de ratio des bactériophages ARN F-spécifiques 

totaux appartenant au génogroupe II par rapport aux phages infectieux durant deux événements de 

crue en été (A) et en automne (B) en aval de la station d’épuration d’Hespérange. Le flux des 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux () en aval de la station est également indiqué. 
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En résumé, la combinaison d’approches microbiennes et hydrologiques nous a permis de comprendre 

l’origine et la dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques dans l’Alzette pendant des 

événements de crue.  

Une augmentation de la concentration et du flux en bactériophages infectieux a été observée suite 

aux fortes intempéries. Le suivi temporel heure par heure des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et totaux tout au long des deux événements de crue a permis de mettre en évidence un 

apport important des particules virales infectieuses au moment de la crue mais également après la 

montée des eaux. Ces résultats apportent de nouvelles informations dans l’évaluation des risques 

pour la santé humaine lors d’événements de crue. En effet, si les virus pathogènes présentent une 

dynamique semblable à celle des bactériophages ARN F-spécifiques, les risques encourus pour 

l’Homme suite à un contact direct ou indirect avec l’eau de surface sont non seulement réels pendant 

la crue mais perdurent aussi après l’événement.  

Deux vagues successives de pollution virale ont été constatées. La remise en suspension du sédiment 

dès les premières heures de la montée des eaux constitue le premier apport en bactériophages ARN 

F-spécifiques infectieux et totaux du génogroupe II ; tandis que le débordement des stations 

d’épuration et/ou le lessivage des surfaces constitue la deuxième vague de pollution avec une arrivée 

plus tardive de bactériophages infectieux et totaux du génogroupe I. 

Ces deux premiers chapitres nous ont donc permis d’étudier la dynamique des bactériophages ARN F-

spécifiques dans l’Alzette en fonction des conditions hydro-climatologiques. De plus, la présence de 

bactériophages ARN F-spécifiques dans le sédiment (chapitre 3) a confirmé le transfert des particules 

virales de l’eau de surface vers le sédiment. Ce quatrième chapitre a mis en évidence la réciproque, 

c’est-à-dire la remise en suspension des particules virales du sédiment vers l’eau de surface. Le 

prochain chapitre a donc pour objectif d’apporter des informations supplémentaires sur l’origine de 

l’accumulation des bactériophages ARN F-spécifiques dans le sédiment. 
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 Chapitre 5 : Distribution des 

bactériophages ARN F-spécifiques de la 

colonne d’eau au sédiment dans la 

rivière Alzette
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L’origine de l’accumulation des particules virales dans le sédiment suscite l’intérêt de la 

communauté scientifique depuis quelques décennies. La distribution des virus entre l’eau de surface 

et le sédiment est étroitement liée à la capacité des particules virales à interagir avec les autres 

particules en suspension. C’est pourquoi le statut de la particule virale (libre ou associée à une 

surface) a été investigué. Au regard des matrices analysées (eau de surface ou effluent de station 

d’épuration), il est suggéré dans la littérature que la majorité des particules virales sont libres ou 

associées à des particules inférieures à 0,3 µm (Hejkal et al., 1981; Payment et al., 1988). Dans ces 

conditions, la sédimentation des particules virales demeure énigmatique. Qui plus est, les 

associations entre particules virales et solides de l’environnement sont très difficiles à prédire. De 

nombreuses variables peuvent effectivement influencer ces interactions telles que les propriétés 

intrinsèques du virus, les conditions physico-chimiques du milieu ou les propriétés du support 

d’attachement.  

Ainsi, l’objectif de ce troisième chapitre est de mieux définir la distribution des bactériophages ARN 

F-spécifiques entre la colonne d’eau et le sédiment dans l’Alzette. Pour se faire, trois aspects ont été 

abordés : (i) l’étude du statut (libre ou associé à une particule solide) des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux dans la colonne d’eau en fonction des conditions hydro-climatologiques, (ii) la 

détermination de la capacité d’attachement des quatre génogroupes de bactériophages ARN F-

spécifiques au sédiment et (iii) l’exploration in situ de la distribution des quatre génogroupes 

infectieux dans l’eau de surface et le sédiment.  

Dans un premier temps, quatre échantillons d’eau de l’Alzette, prélevés distinctement en période de 

débit de base, en début de crue, au pic d’un hydrogramme de crue et dans la phase de récession 

d’une crue, ont été analysés. Après trois centrifugations successives (3 000 g, 10 000  g et 230 000 g), 

les résultats obtenus montrent que le statut des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux varie 

en fonction des conditions hydro-climatologiques (Figure 37). La capacité des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux à sédimenter suite aux diverses accélérations appliquées à l’échantillon est 

particulièrement différente pour les deux conditions extrêmes (débit de base versus pic de crue). 

Dès la première centrifugation à 3 000 g, 54,9% des bactériophages infectieux ont été éliminés du 

surnageant de l’échantillon prélevé au pic d’une crue tandis que seulement 15,5% des phages ont 

sédimenté pour l’échantillon prélevé en période de débit de base. A l’inverse, la sédimentation des 

particules en suspension  était identique dès la première centrifugation avec 86,7% à 96,9% de perte 

malgré une turbidité initiale variée entre les échantillons. Ainsi, le comportement différent des 

particules virales par rapport aux particules en suspension suggère qu’en conditions de débit de base 

et lors de la montée des eaux d’une crue, les bactériophages ARN F-spécifiques peuvent être soit 

libres, soit associés à des particules trop fines pour sédimenter. Tandis qu’au pic d’une crue et, dans 

une certaine mesure, pendant la phase de récession d’une crue, les bactériophages ARN F-

spécifiques peuvent être associés à des particules capables de sédimenter.  
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Figure 37 Pourcentage de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux (traits pleins) et de particules 

en suspension (traits pointillés) éliminés après les centrifugations successives, en fonction des 

conditions hydro-climatologiques ( débit de base,  phase de montée d’une crue,  pic d’une 

crue, phase de récession d’une crue). 

Dans une seconde partie de l’étude, la capacité d’attachement des bactériophages ARN F-

spécifiques au sédiment a été évaluée. Pour se faire, quatre souches fréquemment détectées dans le 

sédiment et représentatives des quatre génogroupes ont été isolées et testées dans des expériences 

en mode batch. L’inactivation des bactériophages infectieux et leur attachement au sédiment ont 

été différentiés grâce aux résultats combinés des quantifications des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux et totaux. Un comportement différent des quatre génogroupes en l’absence et 

en la présence de sédiment a été observé. D’une part, les souches des génogroupes I et II se sont 

avérées plus persistantes que les souches des génogroupes III et IV en absence de sédiment. D’autre 

part, en présence de sédiment, aucun attachement à cette matrice environnementale n’a été 

constaté pour les phages appartenant au génogroupe I tandis que les phages du génogroupe II, III, et 

IV ont été capables de s’attacher au sédiment dès les premières minutes de contact. Une dynamique 

similaire après contact avec le sédiment a aussi été observée pour les quatre souches de référence 

des génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques.  

Dans une dernière partie de l’étude, l’analyse de 166 plages de lyse a permis de mettre en évidence 

une différence de distribution des quatre génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux entre l’eau et le sédiment. Les bactériophages infectieux appartenant au génogroupe III 

ont été moins détectés dans le sédiment (15%) que dans l’eau de rivière (33%) ; tandis que les 

phages appartenant au génogroupe II sont plus présents dans le sédiment (73%) que dans la colonne 

d’eau (55%). L’abondance des phages appartenant au génogroupe II dans le système d’étude ainsi 

que les résultats obtenus lors des expériences en batch peuvent expliquer la présence majoritaire du 

génogroupe II dans le sédiment. En effet, malgré la capacité d’attachement des bactériophages 

appartenant aux génogroupes II, III et IV, seuls les phages du génogroupe II persistent dans les 

conditions testées.  

L’ensemble de ces résultats est décrit de manière plus détaillée dans un article scientifique publié 

dans le journal Science of the Total Environment. 
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En résumé, les interactions des bactériophages ARN F-spécifiques avec les particules solides de 

l’environnement ont été démontrés à la fois dans l’eau de surface et dans le sédiment. Les résultats 

rapportés dans ce chapitre soulignent premièrement, une variation du statut libres ou associés des 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux vis-à-vis des particules pouvant potentiellement 

sédimenter, en fonction des conditions hydro-climatologiques. Le transfert des particules virales de la 

colonne d’eau au sédiment pourrait donc avoir lieu après une crue lorsque les bactériophages ARN F-

spécifiques semblent être associés aux particules solides et que le débit de la rivière permet une 

sédimentation. L’association des bactériophages des génogroupes II, III et IV avec le sédiment a 

également été démontrée dans une seconde partie de l’étude. Ces résultats de laboratoire coïncident 

avec la distribution in situ des génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques détectés dans 

l’eau de surface et le sédiment. L’ensemble de ces analyses permettent donc d’apporter de nouvelles 

informations concernant la distribution des bactériophages ARN F-spécifiques dans l’Alzette. 

Jusqu’à présent l’analyse distincte des quatre génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques 

dans la rivière a permis de souligner l’influence des propriétés de surface de ces particules virales 

dans leur dynamique environnementale. A présent, il semble pertinent d’analyser plus 

particulièrement le sédiment, principal support pour l’association des particules virales dans la 

rivière. Le sixième et dernier chapitre traitera donc l’influence du sédiment comme autre principale 

variable pouvant affecter la dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques dans le système 

hydrique.
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infectieux en fonction des propriétés et 
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1 Introduction 

Dans la littérature, de nombreuses études ont montré la présence de virus entériques dans du 

sédiment de rivière (Leroy et al., 2008; Skraber et al., 2009; Staggemeier et al., 2015). Cependant, la 

matrice environnementale analysée est potentiellement différente de celle collectée dans notre 

étude puisque selon les articles, le mode de prélèvement du sédiment est différent. Par exemple, 

l’utilisation d’une drague Ekman permet de collecter du sédiment plus en profondeur (jusqu’à 

plusieurs mètres) (LaBelle and Gerba, 1979; Skraber et al., 2009), alors que nous nous sommes 

intéressés qu’aux premiers centimètres de sédiment. Il apparaît donc indispensable, avant 

d’entamer ce dernier chapitre, de rappeler ce que représente le terme « sédiment » dans cette 

étude. 

De manière générale, le sédiment constitue un dépôt qui provient de l’altération et la désagrégation 

de roches préexistantes. Ces dépôts sont ensuite transportés par les cours d’eau et finissent par se 

déposer sous l’effet gravitationnel. Dans cette étude, nous ne nous sommes uniquement intéressés 

qu’aux sédiments récents déposés au fond du lit de la rivière, fraction considérée ici comme 

facilement remobilisable lors d’événements hydro-climatologiques. Pour ce faire, un système 

d’aspiration a été développé pour collecter spécifiquement les premiers centimètres du fond du lit 

de la rivière (cf chapitre 2).  

Le sédiment collecté constitue une matrice environnementale complexe pouvant avoir deux origines 

distinctes :  

- une origine endogène qui provient de la production autochtone du milieu, i.e. l’altération du 

fond du lit de la rivière et l’apport supplémentaire de débris de macrophytes, microphytes 

ou autres micro-organismes. 

- Une origine exogène qui provient du ruissellement des surfaces, des effluents ou de 

l’atmosphère. Cette origine peut être naturelle (érosion des sols, décomposition de la 

matière végétale, perturbations climatiques) ou anthropique (apport de matière en 

suspension ou de matière organique en raison des rejets agricoles et des stations 

d’épuration). 

Dans la littérature, l’attachement des particules virales au sédiment a été évalué en fonction des 

conditions du milieu (force ionique, ions bivalents, pH) ainsi que des caractéristiques virales 

(différents types de virus étudiés) (Dowd et al., 1998; Wait and Sobsey, 1983). Plus spécifiquement, 

différents supports homogènes tels que la silice (Bales et al., 1993), les argiles (montmorillonite, 

kaolinite) (Lipson and Stotzky, 1983; Tong et al., 2012) ou le sable (Knappett et al., 2008) ont été 

étudiés. Néanmoins, à l’heure actuelle, aucune étude n’a exploré l’attachement des particules 

virales en fonction des propriétés du sédiment naturel, matrice environnementale complexe, 

hétérogène, contenant à la fois du sable, des graviers, de l’argile, de la matière organique et d’autres 

composés.  
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Ainsi, l’objectif de ce dernier chapitre est d’apporter de nouvelles informations concernant la 

dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques en fonction des propriétés et caractéristiques du 

sédiment. 

Un article scientifique sera prochainement rédigé avec l’ensemble des résultats obtenus.  

2 Matériels et méthodes 

2.1 Echantillonnage du sédiment 

Le prélèvement du sédiment s’est effectué au site 4 du tronçon de la rivière étudiée (Figure 21B) par 

l’intermédiaire d’un système de pompe à vide. Un quadrillage constitué de 9 points 

d’échantillonnage a été défini (Figure 38) et a permis le prélèvement de différents échantillons de 

sédiment à quatre dates différentes (Tableau 12). Une fois prélevés, les échantillons de sédiment ont 

été stockés une nuit à 4°C de manière à retirer l’excédent eau suite à la sédimentation de la matière. 

Des analyses ont ensuite été réalisées sur chaque échantillon de sédiment. 

Figure 38 Schématisation du quadrillage constitué de neuf points d’échantillonnage collectés au site 

4 du tronçon de la rivière étudiée. 

Tableau 12 Conditions hydro-climatologiques lors des prélèvements de sédiment. 

Date d’échantillonnage Quadrillage Hauteur d’eau de la rivière 
(cm) 

Pluies antécédentes 5 jours 
(mm) 

16/09/2014 # 1 42 0,5 

20/07/2015 # 2 46 13,6 

24/08/2015 # 3 46 2,8 

04/07/2016 # 4 55 1 
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2.2 Détermination du rapport sédiment humide/sédiment sec 

Une portion de sédiment humide a été pesée. Cette même portion a ensuite été soumise à une 

température de 105°C de manière à retirer l’eau résiduelle de l’échantillon. Le temps de séchage a 

été adapté en fonction de l’échantillon (2-3 jours) jusqu’à ce que le poids sec en sédiment ne varie 

plus. Le rapport massique de sédiment humide versus sédiment sec a ensuite pu être déterminé 

pour chaque échantillon. 

2.3 Détermination du pourcentage de matière organique 

Une fois le rapport masse humide versus masse sèche déterminé, la portion de sédiment séchée à 

105°C a ensuite été soumise à une température de 375°C pendant 16 heures. A cette température, 

l’ensemble des matières organiques présentes dans l’échantillon sont calcinées et donc éliminées. Le 

pourcentage de matière organique est obtenu suite au rapport entre le poids du résidu calciné à 

375°C et celui séché à 105°C  

2.4 Identification granulométrique 

L’essai consiste à séparer par lavage les grains agglomérés d’un échantillon de masse connue, puis à 

les fractionner au moyen d’une série de tamis. Le poids de refus (partie du matériau retenu sur le 

tamis) est déterminé après un séchage à 105°C jusqu’à l’évaporation complète de l’eau utilisée pour 

la séparation des grains. Cette identification granulométrique s’est faite à partir de la portion de 

sédiment préalablement calcinée à 375°C de manière à séparer uniquement les minéraux et pour 

éviter que les branchages et feuillages perturbent le fractionnement lors du tamisage. Les tailles de 

maillage des différents tamis utilisés pour fractionner l’échantillon de sédiment sec sont: 2 mm, 1 

mm, 0,5 mm, 0,2 mm, 0,125 mm et 0,063 mm. 

2.5 Quantification des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux  

Une seconde portion de sédiment humide a été isolée pour l’analyse des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux. La quantification des bactériophages infectieux (norme ISO 10705-1) a été 

réalisée à partir de l’éluat obtenu après l’élution du sédiment (cf protocole chapitre 2). Les 

concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux ont été exprimées en UFP/g de 

sédiment sec par l’intermédiaire des rapports massiques de sédiment humide versus sec 

préalablement déterminés pour chaque échantillon. 
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2.6 Détermination de la surface spécifique et microporosités 

La surface spécifique et la microporosité ont été déterminées à partir des neuf points 

d’échantillonnage de sédiment frais du quadrillage #4.  

La surface spécifique a été estimée par la méthode normalisée BET (Norme AFNOR NF 11-621). 

Celle-ci consiste à mesurer la quantité de diazote adsorbée à la surface du matériau testé. La fin de 

l’adsorption de la première couche de gaz sur le matériau est ensuite modélisée selon une isotherme 

théorique d’adsorption multicouche proposée par Brunauer, Emmett et Teller (Brunauer et al., 

1938). Les valeurs représentant le volume de gaz adsorbé en monocouche permettent ensuite la 

détermination de la surface spécifique tout en tenant compte de l’affinité de l’azote pour les 

échantillons testés.  

La microporosité (pores de taille inférieure à 0,2 nm) a été estimée par la méthode du t-plot. La 

comparaison des isothermes expérimentales avec une isotherme obtenue sur un échantillon de 

référence non poreux permet d’identifier les micropores. En effet, la méthode d’adsorption par 

l’azote permet non seulement de mesurer la surface géométrique liée à la taille et à la forme des 

grains mais aussi de rendre compte de l’irrégularité et des tortuosités de la surface. 

2.7 Détermination des principaux minéraux du sédiment par diffraction aux 

rayons X 

L’analyse par diffraction aux rayons X a été effectuée sur les sédiments frais collectés lors du 

quadrillage #4. Les échantillons suivants ont été analysés : 

1) Echantillon représentatif de la rive gauche (regroupement des points d’échantillonnage 1, 4 et 7 à 

poids égal) 

2) Echantillon représentatif du milieu de la rivière (regroupement des points d’échantillonnage 2, 5 

et 8 à poids égal) 

3) Echantillon représentatif de la rive droite (regroupement des points d’échantillonnage 3, 6 et 9 à 

poids égal) 

4) Echantillon représentatif de la fraction < 0,063 mm du sédiment de la rivière (regroupement des 

points d’échantillonnage 1, 2 et 3 à poids égal avant granulométrie) 

Des traitements supplémentaires à la diffraction aux rayons X ont été réalisés pour l’échantillon 

représentatif de la fraction < 0,063 mm de sédiment afin d’analyser spécifiquement les différentes 

phases argileuses. L’échantillon a été déposé sur trois lames et chacune de ces lames ont subi un 

traitement : la première lame a été analysée après séchage à l’air, la seconde après saturation à 

l’éthylène glycol et la troisième après passage au four à 550°C. 
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3 Résultats  

3.1 Analyse des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

Une différence de distribution latérale en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a été 

observée dans la rivière pour l’ensemble des quadrillages analysés (Figure 39). En effet, les 

concentrations mesurées en rive droite sont en moyenne cinq fois plus élevées que celles mesurées 

au milieu de la rivière ou en rive gauche.  

 

Figure 39 Quantification des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dans les sédiments en 

fonction de la situation spatiale (RD : rive droite, M : milieu et RG : rive gauche) dans la rivière lors de 

quatre prélèvements différents (#1, #2, #3 et #4). 

De plus, le quadrillage #2 se démarque par rapport aux autres quadrillages avec des concentrations 

en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux en moyenne 7 fois plus élevées. Ce quadrillage est le 

seul à avoir été réalisé suite à des précipitations importantes (pluies antécédentes de 13,6 mm, 

Tableau 12) dans les 5 jours précédents le prélèvement. Afin de compléter ces observations, les 
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débits de la rivière antécédents au jour de prélèvement ont été analysés pour le quadrillage #2 

(Figure 40).  

 

Figure 40 Analyse du débit de la rivière en fonction de la date de prélèvement du sédiment. 

D’une part, ces premiers résultats confirment les analyses des précédents chapitres concernant 

l’impact des perturbations hydro-climatologiques sur la dynamique des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux. D’autre part, la différence de distribution spatiale des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux pour les quatre quadrillages suscitent l’intérêt d’étudier plus en détail les 

propriétés du sédiment pour expliquer de telle variation de concentrations à seulement quelques 

mètres d’écart. 

3.2 Analyse des caractéristiques du sédiment 

3.2.1 Analyse de la matière organique 

Le pourcentage de matière organique est de 5,1 ± 0,9 % pour l’ensemble des échantillons de 

sédiment analysés. Malgré la faible variabilité de ce pourcentage, une dispersion plus importante est 

néanmoins observée en rive droite de la rivière (Figure 41). Une comparaison statistique entre les 

concentrations de bactériophages ARN F-spécifiques obtenues en rive droite et les pourcentages 

respectifs de matière organique ne montre cependant aucune relation entre ces deux paramètres 

(Test de Wilcoxon, p<0,001). 
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Figure 41 Dispersion du pourcentage de matière organique en rive droite, milieu et rive gauche de la 

rivière sur l’ensemble des données des quatre quadrillages (n=12 pour chaque boîte à moustaches). 

Boîtes : 1er et 3ème quartiles coupés par la médiane ; moustaches : 10ème et 90ème percentiles, points 

noirs : valeurs maximales et minimales. 

Ainsi, le pourcentage de matière organique présent dans les échantillons de sédiments joue peut-

être un rôle minime dans la distribution latérale des bactériophages ARN F-spécifiques dans la rivière 

mais malgré tout pas suffisant pour être significativement responsable des variations en 

concentrations. 

3.2.2 Analyse de l’identification granulométrique 

L’identification granulométrique a été réalisée sur l’ensemble des échantillons de sédiment des 

quatre quadrillages. Les tailles de grains analysées pour chaque échantillon sont représentées dans 

le tableau 13.  

Tableau 13 Classification des grains fractionnés selon leur taille. 

 

*Grabau, A.W. (1904) On the classification of sedimentary rocks. American Geologist. Vol. 33, p. 228-247 
**Wentworth C.K. (1922) A scale of grade and class terms for clastic sediments, Journal Geology. Vol. 30, p. 377-392 
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Pour chaque échantillon de sédiment, le pourcentage massique de refus a été calculé. Il est défini 

comme le rapport entre la masse de sédiment sec retenu par un tamis d’ouverture d et la masse 

totale initiale du sédiment utilisé pour l’analyse. Les résultats sont présentés figure 42. 

 

Figure 42 Dispersion des pourcentages massiques de refus calculés en rive droite, au milieu et en 

rive gauche en fonction des différents tamisages réalisés (n=12 pour chaque boîte à moustaches). 

Boîtes : 1er et 3ème quartiles coupés par la médiane ; moustaches : 10ème et 90ème percentiles, points 

noirs : valeurs maximales et minimales. 

Un pourcentage important (plus de 30 %) de sable fin et argiles (grains <0,2 mm) ont été retenus par 

tamisage pour les échantillons de sédiment collectés en rive droite. A l’inverse, en rive gauche et 

milieu de rivière, plus de 40% du refus massique est constitué respectivement de graviers (grains > 2 

mm) et de sable grossier (grains compris entre 2 et 0,5 mm). L’analyse granulométrique des 

quadrillages met donc en évidence une distribution latérale du sédiment avec des grains fins à très 

fins en rive droite et plus grossiers au milieu et en rive gauche de la rivière. 

Afin d’établir un possible lien entre les concentrations élevées en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et les sédiments composés de grains fins à très fins en rive droite, une analyse en 

composantes principales a été réalisée sur l’ensemble des données (Figure 43). Des corrélations 

positives ont été observées entre les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

et les grains inférieurs à 0,2 mm. En effet, une forte corrélation est constatée pour les sables fins à 

très fins (r=0,638, p<0,001) et une plus faible corrélation pour les argiles (r=0,451, p=0,006). A 

l’inverse, une corrélation négative est observée entre les concentrations en bactériophages 

infectieux et les sables grossiers (r=-0,644, p<0,001). 

Ainsi, la distribution latérale des bactériophages ARN F-spécifiques est étroitement liée à la 

dimension des grains qui composent les sédiments. Deux hypothèses peuvent expliquer la présence 

majoritaire de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dans les sédiments fins collectés en rive 

droite de la rivière : (i) les grains inférieurs à 0,2 mm offrent une surface disponible plus importante 

pour l’attachement des particules virales que les grains supérieurs à 0,2 mm ou (ii) la nature même 

des grains inférieurs à 0,2 mm facilite l’attachement des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux.  
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Figure 43 (A) Analyse en composantes principales et (B) matrice des corrélations de Spearman 

obtenues entre les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et les différentes 

tailles de grains.  

3.3 Analyse des surfaces spécifiques et de la nature des sédiments 

Afin de comprendre aux mieux la distribution latérale des bactériophages ARN F-spécifiques en 

fonction de la dimension des grains, la surface spécifique, la microporosité ainsi que les principaux 

minéraux présents ont été déterminés à partir des échantillons du quadrillage #4. Ces analyses ont 

été réalisées pour nous au Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux à Nancy. 

L’analyse granulométrique détaillée du quadrillage #4 présente les mêmes observations que 

précédemment, avec une distribution latérale des grains fins à très fins préférentiellement en rive 

droite et des grains plus grossiers au milieu et en rive gauche de la rivière (Figure 44). 
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Figure 44 Identification granulométrique du quadrillage #4. 

3.3.1 Analyse de la surface spécifique des échantillons du quadrillage #4 

Les résultats des surfaces spécifiques, déterminées par la méthode BET, sont donnés dans le tableau 

14 et ceux concernant les microporosités, déterminées par la méthode du t-plot, sont présentés 

dans le tableau 15. 

Tableau 14 Surfaces spécifiques déterminées par la méthode BET. 

Localisation Point d’échantillonnage du quadrillage #4 Surface spécifique (m2/g) 

Rive gauche 

1 16,7 ± 3,8 

4 16,0 ± 3,3 

7 12,9 ± 3,5 

Milieu 

2 21,1 ± 5,6 

5 21,2 ± 6,3 

8 18,2 ± 6,6 

Rive droite 

3 9,3 ± 2,1 

6 9,4 ± 3,7 

9 7,8 ± 1,2 
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Tableau 15 Valeurs estimées des surfaces micropores et hors micropores par la méthode t-plot. 

Localisation 
Point d’échantillonnage 

du quadrillage #4 

Surface 

micropores (m2/g) 

Surface 

micropores (%) 

Surface hors 

micropores (m2/g) 

Rive gauche 

1 3,5 20,5 13,6 

4 3,0 18,4 13,3 

7 2,1 16,0 11,0 

Milieu 

2 4,4 20,3 17,3 

5 4,4 20,3 17,3 

8 3,5 18,8 15,1 

Rive droite 

3 0,9 9,8 8,3 

6 0,7 7,4 8,7 

9 0,6 7,8 7,1 

 

Les surfaces spécifiques des échantillons diffèrent selon la zone de prélèvement du sédiment (rive 

droite, milieu, rive gauche). En effet, les surfaces spécifiques sont de l’ordre de 13 à 16 m2/g pour la 

rive gauche, de 18 à 22 m2/g au milieu et de 8 à 10 m2/g pour la rive droite. Quant à la 

microporosité, le traitement par la méthode du t-plot montre que les échantillons présentent 7,4% à 

20,5% de micropores à leur surface. Comme pour les surfaces spécifiques, des différences sont 

observées entre chaque zone avec des microporosités plus importantes au milieu et en rive gauche 

(de 16,0 à 20,5%) qu’en rive droite (< 10%).  

Les données de surfaces spécifiques des neufs points d’échantillonnage du quadrillage #4 ont été 

utilisées pour exprimer les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques par unité de surface 

(Figure 45).  

 

Figure 45 Quantifications des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux exprimées en UFP par 

gramme de sédiment sec (A) ou par unité de surface (B) pour le quadrillage #4. 

La distribution des bactériophages ARN F-spécifiques par unité de surface demeure identique à celle 

obtenue par gramme de sédiment. L’hypothèse selon laquelle la présence majoritaire de 
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bactériophages ARN F-spécifiques serait due à une plus grande surface disponible en raison de la 

fine taille des grains est donc rejetée. En effet, contrairement à ce que l’on pouvait s’attendre, les 

sédiments de la rive droite, composés préférentiellement de grains fins à très fins (< 0,2 mm), 

présentent des surfaces spécifiques faibles en comparaison des sédiments collectés en rive gauche 

ou milieu de la rivière. De plus, la microporosité des échantillons ne permet pas non plus d’expliquer 

l’absence de corrélation entre les surfaces spécifiques déterminées et la taille des grains. Les 

surfaces microporeuses demeurent supérieures et similaires pour les échantillons milieu/rive gauche 

et même les surfaces hors micropores restent élevées et ne suivent pas les données 

granulométriques. C’est donc essentiellement la nature des matériaux constitutifs qui peut expliquer 

ces différences. La deuxième hypothèse concernant la nature même des sédiments a donc été 

étudiée de manière plus approfondie. 

3.3.2 Analyse de la nature minéralogique des échantillons du quadrillage #4 

La nature minéralogique du sédiment collecté au quadrillage #4 a été déterminée par diffraction aux 

rayons X. La méthode consiste à analyser des diagrammes de diffraction obtenus suite à la rencontre 

des échantillons, préalablement broyés, avec le faisceau de rayons X. En effet, en heurtant des 

minéraux, le faisceau lumineux est diffracté dans des directions spécifiques. Les diffractogrammes 

enregistrés pour chaque échantillon sont ensuite comparés à des diffractogrammes de référence. 

Quatre principales phases sont repérées sur les diffractogrammes des quatre échantillons : 

- Quartz 

- Calcite 

- Goethite 

- Carbonate de type dolomite ou ankérite 

Malgré une composition minéralogique similaire, les quatre échantillons se distinguent par la 

quantité de phases porteuses de fer.  

La figure 46 présente les quatre diffractogrammes enregistrés pour chaque échantillon analysé. Un 

décalage en intensité des quatre courbes est observé avec une hauteur du bruit de fond moyen 

variable d’un échantillon à l’autre. Cette hauteur de bruit de fond semble provenir de la fluorescence 

du fer et serait liée à la fois à la présence de goethite (oxy-hydroxyde de fer) et probablement 

d’autre phases porteuses de fer telles que des oxydes et hydroxydes peu ou mal cristallisées. 

L’analyse semi-quantitative du décalage de ces quatre courbes met en évidence que ces phases 

porteuses de fer sont plus importantes en rive gauche puis décroissent selon l’ordre suivant : rive 

gauche > milieu > rive droite. De plus, souvent associées à d’autres matériaux amorphes ou mal 

cristallisés (non détectable par diffraction aux rayons X), leur présence plus importante en rive 

gauche et milieu de la rivière peut expliquer les valeurs élevées de surface spécifique et 

microporosité.  

Enfin, l’estimation importante de ces phases porteuses de fer peut s’expliquer par l’industrie 

sidérurgique qui a été intense dans la région.  
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Figure 46 Superposition des diffractogrammes enregistrés suite à l’analyse de diffraction aux rayons 

X des échantillons représentatifs de la rive droite, du milieu, de la rive gauche et de la fraction 

inférieure à 0,063 mm du sédiment de la rivière. 

Pour finir ces analyses, les phases argileuses de l’échantillon représentant la fraction fine inférieure à 

0,063 mm ont été déterminées par l’intermédiaire de différents traitements supplémentaires. Les 

résultats de ces analyses mettent en évidence que les principales argiles identifiées sont la kaolinite, 

l’illite et la chlorite. 

4 Discussion 

L’objectif de ce dernier chapitre était de caractériser les sédiments de la rivière afin d’expliquer la 

dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dans ce compartiment. Pour ce faire, un 

quadrillage constitué de neuf points d’échantillonnage a été défini au fond du lit de la rivière. 

Les bactériophages ARN F-spécifiques ont été détectés dans l’ensemble des échantillons de 

sédiments analysés. D’autres études ont également montré la présence de bactériophages ARN F-

spécifiques dans les sédiments (Haramoto et al., 2009; Skraber et al., 2009). En phase de crue, 

d’importantes concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux ont été observées 

dans les sédiments. Ces concentrations peuvent s’expliquer par l’apport de matière en suspension et 

de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux pendant une crue (Fauvel et al., 2016a), ainsi que le 

possible transfert de ces particules virales de la colonne d’eau au sédiment (Fauvel et al., 2017). Par 

contre, quel que soit les conditions hydro-climatologiques antécédentes, une distribution spatiale 

des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a été mis en évidence avec des concentrations cinq 

fois plus élevées en rive droite qu’au milieu ou en rive gauche de la rivière. Les propriétés et 
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caractéristiques du sédiment ont été caractérisées afin d’apporter des éléments de réponse à cette 

distribution spatiale. 

L'analyse granulométrique du sédiment a permis de montrer des corrélations positives entre les 

concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et des tailles de grains inférieures à 

0,2 mm. Selon l'échelle de Wentworth permettant la classification des particules selon leur taille 

(Wentworth, 1922), ces grains correspondraient à des sables fins à très fins et/ou des argiles. 

L'attachement des particules virales à du sable a été mis en évidence à de nombreuses reprises 

puisque ce matériel est notamment utilisé dans des colonnes permettant la rétention des particules 

virales (Jin et al., 1997; Knappett et al., 2008). Les minéraux argileux sont également très réputés 

comme support pour l’attachement des particules virales (Bellou et al., 2015; Chattopadhyay and 

Puls, 1999; Syngouna and Chrysikopoulos, 2015). Ainsi, la présence accrue de sable fin et d’argile en 

rive droite pourrait être une première explication de la distribution latérale des bactériophages ARN 

F-spécifiques au niveau des sédiments dans la rivière.  

La mesure de la surface spécifique des différents types de sédiment (rive droite, milieu et rive 

gauche) a permis d'exprimer, pour la première fois, le nombre de particules virales par unité de 

surface. Les quantités en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux déterminées sont comprises 

entre 1,9 à 36,3 UFP/m². Ce résultat peut paraître faible mais rappelons que 1 g de sédiment peut 

présenter une surface spécifique de plusieurs m² en raison de l'irrégularité et des tortuosités de la 

surface. Qui plus est, le nombre de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux détectés est très 

certainement sous-estimé en raison du protocole d'élution présentant un rendement maximum de 

45%. Ces arguments peuvent donc justifier les concentrations obtenues. La mesure de la surface 

spécifique nous a également permis de confirmer l'importance de la nature du sédiment pour 

l'attachement des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux.  

La caractérisation du sédiment par diffraction aux rayons X a permis de mettre en évidence la 

présence de quatre phases principales dans les sédiments de l’Alzette, à savoir le quartz, la calcite, la 

goethite et le carbonate. L’attachement des particules virales à ces minéraux a été précédemment 

décrit dans la littérature. Le quartz, en raison de l'hétérogénéité chimique microscopique de sa 

surface, présente des charges à la fois positives et négatives permettant l'attachement des particules 

virales (Foppen et al., 2006). À l’inverse, une étude a montré la mauvaise rétention du bactériophage 

MS2 dans une colonne composée à 63% de calcite (Stevenson et al., 2015). En ce qui concerne la 

goethite, ce minéral est défini comme un oxy-hydroxyde de fer et a déjà été spécifiquement étudié 

dans les interactions avec les bactériophages. Attinti et al. (2010) et Foppen et al. (2006) ont 

rapporté l'attachement du bactériophage MS2 à des particules de silices recouvertes de goethite. 

Zhuang et Jin (2008) ont montré une affinité distincte du bactériophage MS2 pour la goethite en 

fonction du pH. En effet, ce minéral peut présenter des charges positives aux pH environnementaux 

puisqu’il présente un "pI" de 7,1. Attinti et al. (2010) ont également démontré l'importance des 

interactions électrostatiques entre les particules virales et la goethite. Néanmoins, Zhuang et Jin 

(2008) suggèrent que le bactériophage MS2 attaché à la goethite serait plus sensible à l’inactivation 

de son milieu. Ces auteurs expliquent également que la présence de carbonate augmenterait 

l'attachement du bactériophage MS2 à la goethite par la génération de sites d'attachement (réaction 

de protonation).  
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L’analyse des sédiments de l’Alzette par diffraction aux rayons X a également mis en lumière une 

distribution latérale préférentielle de la goethite (et d’autres phases porteuses de fer) au milieu et 

en rive gauche de la rivière. Ce résultat, combiné aux informations obtenues de la littérature, permet 

de mieux appréhender la présence plus importante de phages infectieux au niveau la rive droite. La 

nature du sédiment (sable + argile) ainsi que la présence importante de goethite au milieu et en rive 

gauche de la rivière serait à l’origine à la fois de l'attachement des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux mais aussi de leur inactivation. Ainsi, la méthode des plages de lyse employée seule n’est 

pas adéquate pour la détermination des phages inactivés. C’est pourquoi, les bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux ont peut-être été préférentiellement observés en rive droite. Pour confirmer 

cette hypothèse, il serait très intéressant de déterminer la présence de bactériophages ARN F-

spécifiques par des outils moléculaires en complément du test d’infectiosité. La combinaison de ces 

deux méthodes de détection permettrait de définir plus précisément la part de l’inactivation dans les 

sédiments.  

En résumé, cette étude a permis d’apporter de nouvelles informations concernant la dynamique des 

bactériophages ARN F-spécifiques en fonction exclusivement des propriétés et caractéristiques du 

sédiment. La différence de distribution spatiale des bactériophages ARN F-spécifiques dans les 

sédiments de la rivière a suscité l’engagement de ces recherches. De multiples analyses ont été 

réalisées afin de caractériser au mieux les sédiments collectés. L’identification granulométrique a 

dans un premier temps montré des corrélations entre la taille des grains et les concentrations en 

particules virales éluées des sédiments. La présence majoritaire des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux en rive droite de la rivière et de particules inférieures à 0,2 mm soulignent 

l’affinité de ces particules phagiques pour les fractions argileuses telles que l’illite, la kaolinite et la 

chlorite. De plus, la caractérisation des principaux minéraux par diffraction aux rayons X a permis de 

définir une présence importante de phases porteuses de fer, ce qui coïncide avec le contexte général 

du bassin ferrifère de l’Alzette. La répartition spatiale de ces minéraux ferreux pourrait, elle aussi, 

être responsable de la distribution des bactériophages ARN F-spécifiques dans les sédiments de 

l’Alzette.  
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L’objectif de la présente étude était de mieux comprendre le transport et le devenir des 

bactériophages ARN F-spécifiques dans une rivière en fonction de leurs caractéristiques propres et 

des conditions hydro-climatologiques spécifiques de l’environnement proche. 

Le tableau 16 récapitule l’ensemble des concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et totaux mesurées dans l’Alzette. La présence des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux dans les eaux de surface et les sédiments de la rivière atteste de la dissémination de ces 

particules virales dans le milieu hydrique. De plus, les variations des concentrations observées dans 

les eaux de surface en période de débits de base et de crues laissent transparaître respectivement 

l’influence des variables environnementales et des perturbations hydro-climatologiques sur la 

dynamique et le comportement des bactériophages ARN F-spécifiques dans la rivière.  

Afin d’explorer l’ensemble de ces observations plus en détails, les résultats obtenus seront discutés 

selon différents points fondamentaux. En prélude, il s’agit de définir la pollution fécale de la rivière 

Alzette via l’évaluation de la présence de bactériophage ARN F-spécifiques. La discussion sera 

ensuite menée par rapport à la dissémination de ces phages dans le compartiment eau d’une part et 

dans les sédiments d’autre part. Enfin, les conséquences des perturbations hydro-climatologiques 

sur l’ensemble de cette dynamique seront discutées dans une dernière partie. 
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L’analyse des concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques dans l’eau de surface de l’Alzette 

démontre la présence d’une pollution fécale. Au cours des neufs campagnes de prélèvements 

réalisées en conditions de débit de base de la rivière, les concentrations en bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux variaient de 3,0.101 à 3,3.103 UFP/100 mL. Ces concentrations sont 

comparables aux résultats d’autres études (Haramoto et al., 2009; Mauffret et al., 2012; Ogorzaly et 

al., 2009). La station d’épuration d’Hespérange, qui présente de faibles abattements pour 

l’élimination des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux, induit donc un apport de 

pollution virale d’origine fécale dans la rivière. L’Alzette est donc soumise à une pollution fécale 

avérée mais dans une gamme classiquement décrite dans la littérature. Par ailleurs, une analyse plus 

détaillée des bactériophages ARN F-spécifiques présents dans l’eau de rivière a souligné la présence 

majoritaire de phages appartenant au génogroupe II. Rappelons que les bactériophages ARN F-

spécifiques sont proposés comme traceur de l’origine de la pollution fécale (Lee et al., 2011, 2009). 

La présence des génogroupes II et III est généralement associée à une contamination d’origine 

urbaine tandis que la présence des génogroupes I et IV est souvent associée à une contamination 

d’origine animale (Ogorzaly et al., 2009; Schaper et al., 2002b). Ainsi, l’abondance du génogroupe II 

dans l’eau de surface de l’Alzette, mis en évidence aussi bien via une détection directe 

(quantification du génome) qu’indirecte (génotypage des plages de lyse), confirme l’influence d’une 

pollution fécale majoritairement d’origine anthropique dans le tronçon étudié. La dynamique de ces 

phages peut donc être étudiée au niveau de ce site. 

Une variabilité importante des concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques a été observée 

dans le compartiment eau suggérant d’une part, des diminutions plus rapides sous certaines 

conditions environnementales et d’autre part, des apports parfois importants de pollution fécale 

dans d’autres conditions. Quels sont les facteurs environnementaux qui gouvernent ces variations ? 

La diminution de la concentration en bactériophages ARN F-spécifiques dans le compartiment eau 

en conditions de débit de base peut être principalement attribuée à deux phénomènes, soit de 

l’inactivation virale, soit de la sédimentation. Le suivi du nombre de particules totales a permis de 

démontrer que c’est le premier phénomène qui prédomine dans notre étude, tout du moins dans 

des conditions standards (hors phénomènes pluvieux). En effet, si le nombre de phages infectieux 

diminue dans le temps et dans l’espace, les phages totaux mesurés par RT-qPCR, eux, restent stables 

ou ne diminuent que très légèrement. Les particules phagiques perdent donc leur caractère 

infectieux tout en restant présentes dans la phase eau. Par ailleurs, une corrélation négative a été 

démontrée entre les concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et les 

températures de l’eau de surface. Pour des températures inférieures à 8°C, les concentrations en 

bactériophages ARN F-spécifiques infectieux étaient stables et élevées en comparaison de celles 

mesurées lors de prélèvements réalisés à des températures supérieures à 11°C. Cette observation 

confirme parfaitement les données de la littérature puisque la température est connue depuis 

longtemps comme étant le paramètre environnemental majeur de l’inactivation des virus. Ainsi 

l’inactivation des bactériophages ARN F-spécifiques s’accroit avec la température (Bae and Schwab, 

2008; Yang and Griffiths, 2013), ce qui abaisse leur concentration dans les eaux superficielles selon 
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les saisons (Durán et al., 2002; Hata et al., 2016). A partir de nos résultats, nous confirmons 

également que l’effet de la température est différent en fonction des génogoupes de phages. 

Globalement, comme d’autres études (Muniesa et al., 2009; Schaper et al., 2002a; Yang and 

Griffiths, 2013), nous observons que la survie des souches appartenant aux génogroupes I et II est 

supérieure à celles des génogroupes III et IV. Cette différence de survie constitue la principale limite 

de l’utilisation des phages infectieux comme outils de discrimination de l’origine de la pollution 

fécale. Le génome ayant une persistance très supérieure à celle du caractère infectieux (Gassilloud 

et al., 2003; Ogorzaly et al., 2010), sa recherche doit être privilégiée dans un contexte de « Microbial 

Source Tracking ». 

Dans la littérature, les valeurs d’inactivation, généralement exprimées en T90, ont été obtenues soit 

en laboratoire, soit in situ par l’intermédiaire de sacs à dialyses afin de favoriser un contact direct 

entre les bactériophages infectieux testés et les conditions extérieures (Tableau 17). Dans ces 

articles, la survie des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux est évaluée soit à partir de 

souches de référence, soit à partir de souches issues de l’environnement puis cultivées en 

laboratoire, soit à partir d’une dilution d’échantillons chargés en bactériophages infectieux collectés 

à l’entrée de stations d’épuration. Nos résultats présentent donc une originalité par rapport aux 

travaux de la littérature car ils décrivent pour la première fois la survie in situ des bactériophages 

ARN F-spécifiques infectieux indigènes. Pour les campagnes où la température de l’eau était 

supérieure à 11°C et un débit de rivière inférieur à 1,45 m3/sec, une décroissance exponentielle des 

concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux en fonction de la distance à la source 

de pollution (effluent de la station d’épuration d’Hespérange) a été observée. L’utilisation du temps 

de résidence de la masse d’eau ainsi que la modélisation des décroissances exponentielles observées 

pour chaque campagne de prélèvement a permis de calculer des valeurs in situ de T90. Etant donné 

que la majorité des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux détectés dans l’Alzette 

appartiennent au génogroupe II, ces valeurs de T90 ont préférentiellement été comparées aux 

données de la littérature estimées pour les phages du génogroupe II. A l’inverse de ces études, les 

valeurs de T90 obtenues englobent principalement l’effet de la température mais aussi 

l’enchevêtrement de tous les autres paramètres environnementaux pouvant impacter la survie de 

ces phages indigènes. C’est sans doute pour cette raison que de légères disparités apparaissent 

entre nos résultats et ceux de la littérature, avec des valeurs de T90 souvent plus grandes dans ces 

études (Tableau 17). 
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Tableau 17 Valeurs de T90 estimées pour les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux (FRNAPHs) 

dans des eaux de surface de rivière.  

Conditions Génogroupes (GG) 
Température 
ou saison 

T90 (jours) Références 

In situ (sacs à dialyse) 
Dilution 1/50 d’eau usée 

Tous GG confondus 
Eté 
Hiver 

2,6 
13,5 

Durán et al., 2002 

In situ (sacs à dialyse) 
Dilution 1/50 d’eau usée 

GGI 
GGII 
GGIII/GGIV 

20°C 
> 3 
≈ 3 
< 3 

Muniesa et al., 2009 

Test en laboratoire 
Souches de références 

GGI/GGII/GGIII/GGIV 
4°C 
15°C 
25°C 

12-30 
>4 
<4 

Yang and Griffiths, 2013 

Test en laboratoire 
Souches environnementales 
isolées et cultivées en 
laboratoire 

GGI 
GGII 
GGIII 
GGIV 

25°C 

0,9 
1,6/ 0,6 
0,5/ 0,6 
0,4 

Ravva and Sarreal, 2016 

Suivi in situ de la propagation 
Souches indigènes à la rivière 

Tous GG confondus 
(prédominance du 
GGII) 

11°C 
16°C 
18°C 
20°C 

0,6 
1,6 
0,5/ 1,2 
1,0 

Fauvel et al., 2016b 

L’approche expérimentale originale employée dans ce présent travail, a également permis de 

déterminer des valeurs de D90. Un maximum de 9,5 km de distance de la station d’épuration 

d’Hespérange a été estimé pour réduire 90% de la population en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux. Ces valeurs de D90 ne peuvent pas être comparées aux données de la littérature étant 

donné qu’aucune étude n’a actuellement examiné le transport en temps réel de particules virales 

dans un cours d’eau. Les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux pouvant être considérés 

comme modèles adéquats des virus entériques (Havelaar et al., 1993), ces valeurs de D90 pourraient 

alors alimenter les modèles d’évaluation du risque sur le site d’étude.  

Nous pouvons dès lors nous interroger sur le risque de la localisation d’une base de kayak 3 km en 

aval de la station d’épuration d’Hespérange. Dans l’hypothèse d’une dynamique similaire des virus 

entériques pathogènes, des kayakistes seraient exposés à un risque de contamination virale 

d’origine hydrique. 

En résumé, une approche expérimentale originale utilisant le temps de résidence de la masse d’eau 

a été mise en place pour suivre précisément le transport in situ des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux dans les eaux de surface d’une rivière. L’application de cette approche pour le 

suivi de virus entériques pathogènes permettrait de répondre à la question énoncée dans 

l’introduction générale: à partir de combien de mètres, kilomètres, peut-on pratiquer une activité 

récréative ou prélever la ressource pour la production d’eau potable, dans un cours d’eau ayant été 

contaminé en amont par le rejet d’une station d’épuration ? Ce type d’approche pourrait donc être 

très utile pour estimer la qualité de l’eau et évaluer les risques viraux pour la santé humaine.  
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La dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques présents dans le compartiment sédiment a 

également constitué une part importante de notre travail. 

Selon les méthodes de prélèvement employées, la matière déposée au fond du lit de la rivière peut 

être collectée à des profondeurs variées. Dans notre étude, seuls les premiers centimètres de 

sédiment aspirés à la surface du fond du lit de la rivière sont analysés. Cette fraction est considérée 

comme étant potentiellement remobilisable lors d’évènements de crues. De plus, rappelons qu’à 

l’heure actuelle, aucune méthode n’a été définie comme méthode de référence pour l’élution des 

particules virales à partir de sédiment. Un protocole d’élution des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux a donc été préalablement mis en place pour leur détection. Les rendements de ce 

protocole, estimés entre 13% et 45% selon la matrice de sédiment, sont comparables aux efficacités 

de récupération des particules virales déterminées dans d’autres études (Bitton et al., 1982; 

Monpoeho et al., 2001). Malgré une concentration généralement faible et une variabilité accrue liée 

à l’utilisation d’une étape d’élution, nous avons pu définir des concentrations en bactériophages 

ARN F-spécifiques comprises entre 1,6 et 2,7.103 UFP/g de sédiment sec. Cette observation n’est pas 

un phénomène nouveau puisque d’autres études avaient déjà décrit la présence de bactériophages 

ARN F-spécifiques infectieux dans du sédiment de rivière (Haramoto et al., 2009; Skraber et al., 

2009). Néanmoins, nous avons précisé le phénomène par une analyse différentielle des 4 

génogoupes et par la caractérisation des sédiments. Le génotypage des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux a permis de mettre en évidence une différence de distribution entre les quatre 

génogroupes. Comme dans l'eau de surface, les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

appartenant au génogroupe II sont majoritairement présents dans le sédiment suivis des phages 

appartenant aux génogroupes III et I. Les bactériophages infectieux appartenant au génogroupe IV 

n’ont que très rarement été détectés. A première vue, la distribution des différents génogoupes 

dans les sédiments semble donc être étroitement liée à celle de la phase eau. Cependant, des études 

ont souligné des différences de comportement des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux face 

à un support en fonction de leurs propriétés de surface et de leur génogroupe (Armanious et al., 

2015; Dika et al., 2013; Hébrant et al., 2014). C’est surtout la différence du caractère hydrophile-

hydrophobe plutôt que de la charge qui est actuellement avancée comme hypothèse pour expliquer 

cette dissemblance entre les génogoupes (Dika et al., 2013). Afin de comprendre la distribution in 

situ des génogroupes des bactériophages ARN F-spécifiques dans les sédiments, des expériences en 

batch ont été réalisées.  

Les résultats mettent effectivement en évidence une capacité d’attachement très supérieure des 

souches appartenant au génogroupe II (BZ13 DL20 et GA), III (Qbeta HL4-9) et IV (FI BR1) par rapport 

à celle du génogoupe I (MS2 DL20) ; ce dernier étant justement décrit comme le moins hydrophobe. 

L'attachement au sédiment est aussi très rapide. Il a lieu dès les trente premières minutes de 

l'expérience. Gantzer et al. (1994) ont également montré un attachement rapide des particules 

virales à une surface avec plus de 99,9% de virus entériques attachés en moins de trente minutes. 

Dans notre cas, ce pourcentage avoisine les 95% pour les souches appartenant aux génogroupes II et 

IV et 99% pour les souches du génogroupe III. Ces résultats permettent donc une interprétation plus 

précise des distributions en phages retrouvées dans nos échantillons de sédiment. Ainsi, malgré les 

capacités d'attachement des souches appartenant aux génogroupes III et IV, leur moindre survie 

peut expliquer leur faible détection in situ dans le sédiment. À l’inverse, l'abondance des 
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bactériophages appartenant au génogroupe II dans la zone d'étude, leur persistance et leur capacité 

d'attachement au sédiment explique leur prédominance dans ce compartiment. Les phages du 

genogoupe I, quant à eux, sont très persistants mais leur faible capacité d’attachement explique leur 

faible occurrence dans les sédiments malgré une présence dans la colonne d’eau.  

Au-delà de la distribution hétérogène des quatre génogroupes dans le sédiment, une autre partie 

des résultats de ce travail souligne une distribution spatiale asymétrique des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux en fonction de la nature minéralogique des sédiments de la rivière. En effet, 

une corrélation positive a été observée entre la concentration en bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux et la fraction granulométrique inférieure à 0,2 mm, correspondant aux sables fins et 

argiles (Wentworth, 1922). De précédentes études ont également démontré l’attachement des 

bactériophages et virus entériques à des minéraux tels les argiles (Bellou et al., 2015; Chattopadhyay 

and Puls, 1999; Syngouna and Chrysikopoulos, 2010). Néanmoins, c’est la première fois que cette 

observation est obtenue à partir de l’analyse de la répartition in situ des particules virales dans le 

sédiment. De plus, en raison des anciennes activités sidérurgiques de la région, d’importants 

minéraux porteurs de fer, telle la goethite, ont été identifiés dans les sédiments de la rivière par 

diffraction aux rayons X. Les capacités d’attachement des bactériophages ARN F-spécifiques à la 

goethite ont été démontrées (Attinti et al., 2010; Foppen et al., 2006). Néanmoins, certaines 

données de la littérature soulignent également une inactivation plus importante des particules 

virales lorsqu’elles sont attachées à ce minéral (Zhuang and Jin, 2008). Ainsi, la répartition 

hétérogène de ces minéraux porteurs de fer dans les sédiments de l’Alzette peut aussi expliquer la 

distribution inversement proportionnelle des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux. 

L’utilisation de la méthode de culture des bactériophages n’est pas adéquate pour la détermination 

des phages potentiellement inactivés par les minéraux ferriques. La quantification des 

bactériophages ARN F-spécifiques totaux par des techniques de biologie moléculaire, en supplément 

du test d’infectiosité, pourrait valider ou non cette hypothèse.  

La détection directe du génome phagique dans le compartiment sédiment constitue l'une des 

perspectives majeures de ce travail de thèse. En effet, la détection des bactériophages ARN F-

spécifiques totaux permettrait de visualiser la dynamique in situ des bactériophages ARN F-

spécifiques infectieux et non-infectieux dans les sédiments. Une distribution différente des phages 

infectieux versus non-infectieux pourrait être observée en raison des différences de cinétique 

d'attachement au sédiment déterminées lors de nos expériences.  

En résumé, les bactériophages ARN F-spécifiques infectieux sont présents dans les sédiments de 

l'Alzette. En raison de leur abondance dans l'eau de surface, de leur capacité d'attachement et de 

leur persistance, les bactériophages appartenant au génogroupe II sont également majoritaires dans 

ce compartiment. La présence hétérogène de potentiels adsorbants tels que les sables fins, les 

argiles et/ou les minéraux porteurs de fer (goethite) facilite l'attachement de ces bactériophages 

mais peut également entraîner leur inactivation. En plus des caractéristiques virales et de la nature 

du sédiment, les conditions environnementales (pH ou composition chimique du milieu) ont 

également été soulignées dans la littérature comme troisième variable influençant les interactions 

des particules virales avec leur environnement (Gerba, 1984; Zhuang and Jin, 2008, 2003b). Par 

exemple, Knappett et al. (2008) mettent en évidence un meilleur attachement du bactériophage 
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MS2 infectieux sur des grains de sable en présence de cations Ca2+ et Zhuang et Jin (2008) ont 

montré l'influence du pH pour l'attachement à la goethite. Il aurait donc été intéressant de continuer 

l'étude de la dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques dans ce compartiment en 

caractérisant aussi le pH et la capacité d'échange cationique. 

La détection de bactériophages ARN F-spécifiques dans les sédiments de l’Alzette soulève 

naturellement la question de leur transfert depuis la colonne d’eau. C’est globalement la capacité 

d’interaction entre les phages et les matières pouvant sédimenter qui définira leur présence et leur 

concentration dans ce compartiment.  

Le suivi in situ des bactériophages ARN F-spécifiques dans l'Alzette en conditions de débit de base, 

par l'intermédiaire du temps de résidence de la masse d'eau, n’a pas permis de mettre en évidence 

la sédimentation des particules virales sur le tronçon étudié, considéré comme trop court. Les 

résultats obtenus soulignent cependant la lenteur du processus de sédimentation des particules 

dans la colonne d'eau. Il serait donc intéressant de reproduire ces expériences in situ sur un tronçon 

de rivière beaucoup plus long, en respectant les mêmes conditions expérimentales, c’est-à-dire sans 

apport de pollution fécale le long du trajet de l’eau. Néanmoins, des éléments de réponse 

concernant le transfert des particules virales de la colonne d’eau au sédiment ont été apportés grâce 

à l’analyse de l’état (libre ou associé à une particule solide) des bactériophages ARN F-spécifiques 

infectieux dans le compartiment eau. Nos résultats démontrent une variation du statut de ces 

bactériophages infectieux en fonction des conditions hydro-climatologiques. En effet, nous avons 

montré l’association des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux à des particules 

potentiellement sédimentables au pic d’une crue et dans une certaine mesure pendant la phase de 

récession d'une crue. D'autres auteurs ont également observé un statut différent des micro-

organismes en période de crue (Characklis et al., 2005; Krometis et al., 2007). Ainsi, le transfert des 

particules virales de la colonne d'eau au sédiment pourrait avoir lieu après une crue lorsque le débit 

de la rivière permet leur sédimentation. Qui plus est, des concentrations élevées de bactériophages 

ARN F-spécifiques infectieux dans du sédiment collecté pendant la phase de récession d'une crue 

corrobore cette hypothèse.  

Les événements hydro-climatologiques peuvent également causer la remise en suspension du 

sédiment et par la même occasion des bactériophages ARN F-spécifiques qui y étaient présents. Cet 

effet de perturbation naturelle des conditions hydro-dynamiques de la rivière a pu être observé à 

deux échelles.  

Tout d’abord, lorsque le débit de la rivière dépasse 1,99 m3/sec (conditions de débits de base 

hivernales), des concentrations plus importantes en bactériophages infectieux sont mesurées dans la 

colonne d’eau. Ce phénomène a précédemment été observé par d’autres auteurs (Skraber et al., 

2002; Wilkinson et al., 1995). 
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De la même manière, une plus forte charge virale a été observée lors d’événements pluvieux. Lors 

des deux pics de crues analysées, les débits de l'Alzette ont été plus de huit fois supérieurs aux 

débits de base de la rivière. En raison de ces fortes variations de débits, la conversion en flux (UFP ou 

cg/sec) des concentrations en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux (UFP/100 mL) et totaux 

(cg/100 mL) a été nécessaire pour pouvoir comparer les charges virales. De plus, l’analyse en flux 

permet de se faire une idée plus précise du nombre total de bactériophages par unité de temps 

présents dans la rivière. Les résultats obtenus mettent clairement en évidence une augmentation 

des flux en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux et totaux lors de ces deux crues. Des études 

précédentes ont également montré l'influence des perturbations hydro-climatologiques sur la 

charge virale dans les eaux de surface (Cole et al., 2003; Hata et al., 2014). Afin d'identifier l'origine 

de cette pollution virale, une approche pluridisciplinaire couplant des données microbiennes et 

hydrologiques a été développée.  

En hydrologie, l'origine et le transport des particules en suspension dans l'eau de surface, lors 

d'événements de crue, sont caractérisés par l'analyse d'hystérèses (Karimaee Tabarestani and 

Zarrati, 2014; Smith and Dragovich, 2009). Ces hystérèses, obtenues suite à la mise en relation de la 

turbidité et du débit de la rivière permettent d'identifier l'origine spatiale du sédiment (Williams, 

1989). Appliquée aux bactériophages ARN F-spécifiques infectieux, cette approche hydrologique 

nous a permis de mettre en évidence deux vagues de pollutions virales au moment des crues 

(hystérèses en « forme de huit »). La première vague de pollution correspond à l'augmentation 

rapide du flux en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dès la montée des eaux. La remise en 

suspension du sédiment, disponible au fond du lit de la rivière, est l'hypothèse principale énoncée en 

hydrologie pour expliquer cette augmentation (Lawler et al., 2006; Smith and Dragovich, 2009). La 

présence de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux dans les sédiments de l'Alzette confirme 

cette hypothèse. Une seconde augmentation du flux en bactériophages ARN F-spécifiques infectieux 

a été observée en léger décalage après les pics de crue. Etant donné que les particules virales se 

déplacent à la même vitesse que le débit de la rivière, ce léger décalage signifie que ces 

bactériophages ARN F-spécifiques ont été importés dans l’Alzette. L'apport des stations d'épuration 

(Lawler et al., 2006) et/ou le lessivage des surfaces (Williamson et al., 2014) peuvent être à l’origine 

de cette seconde arrivée de pollution virale dans la rivière. De plus, cet apport exogène de particules 

en suspension solides, de nature potentiellement différente des particules endogènes à la rivière, 

peut expliquer l'association préférentielle des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux durant le 

pic et la phase de récession d'une crue. L'analyse des deux crues à des saisons différentes a 

également permis de mettre en évidence l’influence des capacités de stockage en eau du bassin 

versant et des pluies antécédentes agissant respectivement sur l'intensité du lessivage des surfaces 

et sur la disponibilité de sédiment potentiellement resuspendable. 

Dans un second temps, la nature de la pollution fécale apportée pendant les événements de crues a 

été caractérisée grâce à la quantification et l’identification des génogroupes des bactériophages ARN 

F-spécifiques totaux (Ogorzaly et al., 2009). Dès la montée des eaux, une augmentation du flux des 

phages appartenant au génogroupe II a été observée. Cet apport, parallèle à l’augmentation de la 

turbidité, a donc pu être associé à la remise en suspension du sédiment. La présence majoritaire de 

bactériophages appartenant au génogroupe II dans les sédiments de l'Alzette corrobore cette 

hypothèse. Ainsi, la première vague de bactériophages ARN F-spécifiques infectieux observés lors de 
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ces deux crues serait associée à une contamination fécale d’origine urbaine, suite à l'accumulation 

de particules virales d’origine anthropique dans le fond du lit de la rivière. L'augmentation plus 

tardive de la présence du génogroupe I coïncide avec l'arrivée de la seconde vague de pollution 

virale. La présence de bactériophages ARN F-spécifiques appartenant au génogroupe I étant souvent 

associée à une contamination d'origine animale (Schaper et al., 2002b), le lessivage des surfaces est 

donc l’hypothèse majeure de cet apport dans la rivière. Néanmoins, cette distinction entre 

génogroupes et types de pollution n’est pas absolue puisque d’autres études ont décrit la présence 

de phages appartenant au génogroupe I dans des eaux usées urbaines (Hartard et al., 2015; Lee et 

al., 2009). La station d’épuration située au début de notre zone d’étude possède une mauvaise 

capacité d’épuration du génogroupe I et par conséquent la présence de ces phages dans ces 

effluents. C’est pourquoi, l’apport de particules virales par la station d'épuration comme autre 

source possible de cette deuxième vague de pollution, n’est pas à exclure. 

Ces apports de pollution virale pendant de telles perturbations hydro-climatologiques peuvent 

comporter des risques pour la santé humaine. Cette notion de risque a été évaluée dans certaines 

études par la mise en évidence d’une augmentation de la quantité en génome de virus entériques 

dans les eaux pendant des crues (Ngaosuwankul et al., 2013; Sidhu et al., 2012). Cependant, en 

raison d’une persistance du génome viral plus importante que celle des particules infectieuses 

(Bertrand et al., 2012; Gassilloud et al., 2003), cette observation ne peut pas être traduite en termes 

de risque. Dans nos travaux, une importante contribution en particules infectieuses a été observée 

lors de ces deux crues. Cela peut aisément s’expliquer au vue des sources de pollution fécale 

identifiées (remise en suspension du sédiment, lessivage des surfaces et station d’épuration). En 

effet, des études antérieures ont décrit une survie plus longue des particules virales infectieuses 

dans le sédiment (Nazir et al., 2011; Skraber et al., 2009). D’autre part, en raison d’un traitement 

épuratoire inadapté pour l’élimination des virus, les stations d'épuration demeurent des émettrices 

de particules virales infectieuses. Autre fait marquant de nos résultats, les flux en bactériophages 

ARN F-spécifiques infectieux post-crue sont restés élevés malgré la remise à niveau du débit de la 

rivière. La contribution continue des particules virales infectieuses en post-crue constitue une 

information primordiale à prendre en compte dans les analyses de risques. En effet, si une 

dynamique similaire était observée pour des virus entériques pathogènes, les risques encourus par 

l’Homme suite à un contact direct ou indirect avec de l’eau de surface seraient accrus pendant la 

crue mais également après.  

En somme, grâce à la mise en place d’un échantillonnage à haute fréquence, la dynamique des 

bactériophages ARN F-spécifiques lors d’évènements de crues a pu être mieux appréhendée, avec 

notamment la compréhension des origines et de la nature de la pollution virale observée. L'arrivée 

chronologique des bactériophages dans la colonne d'eau suite aux variations hydrologiques 

corrobore les observations in situ obtenues dans des conditions de débit de base de la rivière. Les 

transferts des bactériophages ARN F-spécifiques de la colonne d'eau au sédiment et sa réciproque 

ont pu être déterminés et sont étroitement liés aux conditions hydro-climatologiques. De plus, les 

résultats obtenus au cours de la présente étude offrent de nouvelles informations essentielles 

concernant l’apport continu de particules virales infectieuses pendant et après une crue, données à 

considérer dans les études d'évaluation de risque. 
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En conclusion, grâce à l’approche pluridisciplinaire mise en place dans ce travail de thèse, la 

dynamique (transport, survie et devenir) des bactériophages ARN F-spécifiques dans la rivière 

Alzette (Luxembourg) a pu être explicitée aussi bien dans des conditions hydrologiques stables 

qu’instables. L’application de stratégies et méthodologies originales, tirées du domaine de 

l’hydrologie comme l’utilisation du temps de résidence de la masse d’eau ou l’échantillonnage 

automatique à haute fréquence, a permis d’étudier les comportements viraux in situ. L’influence des 

facteurs environnementaux, et plus particulièrement de la température de l’eau, sur la propagation 

et la survie in situ de ces particules infectieuses dans la colonne d’eau a été démontrée. Dans les 

sédiments, une distribution latérale des bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a été mise à 

jour. Cette particularité a pu être déchiffrée grâce à la combinaison de la caractérisation du 

sédiment et de l’étude du comportement d’attachement des quatre génogroupes. Enfin, des 

transferts de particules virales entre la colonne d’eau et les sédiments ont pu être mis en exergue et 

s’avèrent être fortement dépendants des conditions hydro-climatologiques. Toute cette dynamique 

et ces processus ont été explicités dans une rivière sous forte influence anthropique. Il serait donc 

intéressant de poursuivre cette étude en analysant le transport et le devenir de bactériophages ARN 

F-spécifiques dans d’autres bassins versants aux caractéristiques physiographiques et hydrologiques 

différentes, et subissant des pressions anthropiques différentes. Dans ce contexte, la distribution 

des génogroupes serait certainement toute autre, apportant ainsi de nouveaux éléments de 

compréhension en relation avec les caractéristiques virales des différents génogroupes. Même s’il 

est difficile de passer d’études de cas à une théorie générale, l’obtention de ces données 

supplémentaires permettrait de compléter le puzzle de la dynamique des particules virales dans 

l’environnement et ainsi aboutir à une meilleure évaluation des risques viraux pour la santé humaine 

liés à l’utilisation des ressources en eaux. 
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Résumé 

Introduits dans l’environnement par l’intermédiaire de sources ponctuelles et diffuses, les virus et les 
bactériophages entériques peuvent se propager dans les cours d’eau par l’intermédiaire de différentes voies de 
dissémination. Détectées à la fois dans les eaux de surface et les sédiments des rivières, ces particules virales 
demeurent inertes dans le milieu hydrique. Leur propagation dépend donc uniquement des nombreuses interactions 
qu’elles partagent avec leur environnement. Qui plus est, la contamination virale des ressources en eau semble 
étroitement liée aux variations hydro-climatologiques. Mais malgré les connaissances déjà acquises à ce sujet, de 
multiples zones d’ombre subsistent concernant les variables et facteurs contrôlant le comportement in situ des 
particules virales dans le milieu hydrique.  

L’objectif de ce travail a donc été de définir, in situ, le transport et le devenir des bactériophages ARN F-spécifiques 
dans une rivière en fonction de leurs caractéristiques propres et des conditions hydro-climatologiques. L’application 
de stratégies et méthodologies originales, tirées du domaine de l’hydrologie comme l’utilisation du temps de 
résidence de la masse d’eau ou l’échantillonnage automatique à haute fréquence, a permis d’étudier les 
comportements des bactériophages ARN F-spécifiques in situ. L’influence des facteurs environnementaux et plus 
particulièrement de la température de l’eau et du débit de la rivière sur la propagation et la survie in situ de ces 
particules infectieuses dans la colonne d’eau a été démontrée. Dans les sédiments, une distribution spatiale des 
bactériophages ARN F-spécifiques infectieux a été mise à jour. Cette particularité a pu être comprise et déchiffrée 
grâce à la combinaison de la caractérisation du sédiment et de l’étude du comportement d’attachement des quatre 
génogroupes. Les transferts de particules virales entre la colonne d’eau et les sédiments ont également pu être mis 
en exergue et s’avèrent être fortement dépendants des conditions hydro-climatologiques. Ainsi, la dynamique des 
bactériophages ARN F-spécifiques a pu être mieux appréhendée, et de même, les origines et la nature de la pollution 
virale ont été mieux discernées lors d’événements de crues.  

L’ensemble de ces résultats permet de compléter le puzzle de la dynamique des bactériophages ARN F-spécifiques 
dans la rivière. Les nouvelles approches expérimentales et méthodes d’analyse mises en place devraient permettre 
d’aboutir à une meilleure évaluation des risques viraux pour la santé humaine liés à l’utilisation des ressources en 
eau.  

Summary 

Introduced into the environment through point and diffuse sources, enteric viruses and bacteriophages can be 
spread in watercourses via various dissemination routes. Detected in both surface water and river sediment, these 
viral particles remain inert in environmental water. Their spread is governed by many interactions that they have 
with their direct environment. Moreover, viral contamination of water resources is closely related to hydro-
climatological variations. Despite the important knowledge already reported on this subject, many grey areas remain 
about the variables and factors controlling the in situ behavior of viral particles in environmental water. 

The aim of this study was therefore to define the transport and fate of F-specific RNA bacteriophages in a river 
according to their intrinsic characteristics and hydro-climatological conditions. The application of innovative 
strategies and methodologies from the hydrological sciences domain, such as the use of the residence time of the 
river water mass or high frequency automatic sampling, allowed studying the in situ behavior of F-specific RNA 
bacteriophages. The influence of environmental factors, especially water temperature and flow rate, has been 
demonstrated to have an impact on the in situ propagation and survival of infectious viral particles in the water 
column. Furthermore, the spatial distribution of infectious F-specific RNA bacteriophages was underlined in 
sediments. The accurate characterization of sediment and the study of the attachment capacity of the four 
genogroups explained this specific distribution. Finally, transfers of viral particles between the water column and 
sediment was highlighted and appeared to be highly dependent on hydro-climatological conditions. Besides the 
gained knowledge of the dynamics of F-specific RNA bacteriophages, the sources and origins of viral pollution of 
streams during rain and flood events were elucidated. 

This work helps completing the jigsaw puzzle on presence and transmission of F-specific RNA bacteriophages in river 
systems. The novel experimental approach further enhances human health-dependent viral risk evaluation linked to 
water resource utilization and management. 
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