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Introduction générale

Les virus entériqgues humains (VEH) appartiennent a plusieurs groupes systématiques
potentiellement pathogénes pour I'humain, caractérisés notamment par leur capacité a
proliférer dans les muqueuses intestinales et respiratoires des mammiferes. Ce sont les
principaux agents pathogenes des gastroentérites aigués, mais peuvent également étre
responsables d’autres pathologies telles que des hépatites ou des infections des voies
respiratoires ou du systéme nerveux (Lugo et al. 2016).

Les VEH peuvent étre rejetés par expectoration, mais ils le sont surtout a travers les feces.
La voie principale de leur dispersion dans |'environnement est donc celle des eaux usées qui,
en période épidémique, peuvent devenir des vecteurs importants de la transmission virale.
L'ensemble constitué d'un réseau de collecte et d'une station d'épuration (STEP) a pour
vocation d'assurer une certaine maitrise de cette voie de contamination.

Les établissements de traitement des eaux usées ont été congus, initialement, pour réduire
tout a la fois les charges organiques des eaux usées et leur charge en microorganismes
potentiellement pathogenes pour l'espece humaine (Smarzewska et Morawska 2021).
L'aggravation des problemes d'approvisionnement en eau des populations, du fait du
changement climatique, est venue accroitre leur importance en liaison avec la mise en
ceuvre de dispositifs de réutilisation des eaux usées (Bao et al. 2012, Tortajada 2020). Les
STEPs sont également confrontées au challenge du changement du régime des eaux avec
I'accroissement de la fréquence d'épisodes météorologiques exceptionnels (Kirchhoff et al.
2019, Hughes et al. 2020) et a celui de la réduction de la consommation d'énergie qui leur
est associée (Cardoso et al. 2021) dans le respect des objectifs 2030 de I'initiative SDG6 des
Nations Unies (Obaideen et al. 2022, UN Water_SDG6_Synthesis Report 2023).

De nombreuses études ont été consacrées a la détection et a la quantification des virus
dans les eaux usées et le rythme des publications s'est accéléré, récemment, en liaison avec
la mise en évidence de l'intérét de ces analyses en tant qu'indicateur de premier niveau, du
degré de contamination des populations par le SARS-CoV-2 (Medema 2020, La Rosa et al.
2020, Wurtzer et al. 2020, Serra-Comte et al. 2021).

Les travaux sur les performances des STEPs dans l'abattement des charges virales sont
moins nombreux et font état d’'une grande variabilité en liaison avec la diversité des
situations et des procédés de traitement mis en ceuvre (Bhatt et al. 2020, Wade et al. 2022).
A minima, les mesures sont effectuées a |'entrée et a la sortie de I'établissement, en tenant
compte du temps de transit, ou de son estimation, une précision néanmoins trés souvent
absente. Certaines études donnent le détail des contributions relatives des deux principales
étapes de traitement, primaire et secondaire (Fong et al. 2010, Tandukar et al. 2021), ou
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seulement sur celle du réacteur du traitement secondaire (Sima et al. 2011, Schmitz et al.
2016, Miura et al. 2017).

Les difficultés de I'évaluation des charges virales dans un milieu complexe tel que celui des
eaux usées concernent trois points: I'échantillonnage, I’extraction des virus et les
interférences avec les composés chimiques présents dans ces eaux (Da Silva et al. 2007). Une
revue récente des techniques de détection des virus dans les eaux usées et dans les boues
en apporte la confirmation, en insistant sur la nécessité de leur apporter des améliorations
(Corpuz et al. 2020).

La plupart des études utilisent I'efficacité globale des traitements (log du rapport entre les
concentrations virales de I'amont et celles de l'aval du traitement), comme terme de
comparaison des stations d'épuration ou des procédés, sans que soient données plus
d'explications sur les raisons pour lesquelles I'abattement des charges s'établit au niveau
constaté. Rares sont les auteurs qui en avancent une interprétation plus détaillée (Sima et al.
2011, Maurya et al. 2020) et qui, avec d'autres, évoquent la nécessité d'une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents (Verbyla et al. 2015, Li et al. 2021).

Il nous parait utile de préciser ici que le sujet de notre travail, les points qui devaient étre
abordés, sa planification et le périmétre des dépenses qui pouvaient étre engagées, ont été
définis au cours du second semestre 2019. Le démarrage effectif du projet a eu lieu en
septembre de la méme année, avant méme le début de cette thése, en février 2021, et
avant donc les premieres alertes relatives a |'apparition d'une pneumopathie atypique a
Wuhan (décembre 2019).

Sauf a renoncer a une partie des résultats qui avaient déja été obtenus, il n'a donc pas
toujours été possible de tenir compte des résultats du tres grand nombre d'études sur les
eaux usées qui ont été initiées a la suite de la pandémie.
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S.1. Les virus entériques humains : caractéristiques structurelles,
génomiqgues et épidémiologiques

La gastroentérite est une maladie causée par une inflammation des tissus du tube digestif
entrainant divers symptomes tels que vomissements, diarrhées et des douleurs abdominales.
Chaque année, cette maladie est responsable d’environ 2 milliards de cas a travers le monde et est
a l'origine d’environ 2 millions de déces par déshydratation, majoritairement dans les pays en voie
de développement. Elle est considérée comme I'une des principales causes de mortalité infantile
puisqu’elle est, a elle seule, responsable d’environ 18% des déces infantiles, dont 78% sont
observés dans la plupart des pays d’Afrique et d’Asie du sud-est ou I'accés a des soins adaptés
reste difficile pour une grande partie de la population (Farthing et al. 2013). En France, les gastro-
entérites d’origine virale seraient a I'origine de pres de 3 millions de consultations médicales et
I'on estime a plus de 21 millions le nombre d’épisode infectieux par an (CNR virus entériques,
Santé-publique France, réseau Sentinelles)

Les virus entériques, dont la réplication se tient principalement dans le tractus gastro-intestinal,
sont considérés comme la premiére cause mondiale de gastroentérites aigués chez I’"humain. Ils se
répartissent dans 6 familles : Adenoviridae, Astroviridae, Caliciviridae, Hepeviridae, Picornaviridae
et Reoviridae. Leurs principales caractéristiques sont résumées dans le Tableau S-1 et une
représentation schématique de chaque famille est proposée dans la Figure S-1.

Astroviridae

Adenoviridae ] Hepeviridae

Picornaviridae

Caliciviridae Reoviridae

Figure S-1 Représentation schématique des virions de virus entériques humains selon la famille a
laquelle ils appartiennent (adapté de ViralZone: a knowledge resource to understand virus diversity
(PMID:20947564, DOI:/10.1093/nar/gkq901).
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Tableau S-1. Principales caractéristiques des virus entériques humains susceptibles d’étre rencontrés dans les eaux environnementales. ARN =

Acide RiboNucléique, ADN = Acide DésoxyriboNucléique, sb = simple brin, db = double brin, (+) brin de polarité positive

25

Taille Type d’acide Taille de I’acide . .,
. . Pathologies associées
(nm) nucléique nucléique (kb)
Adenoviridae Mastadenovirus Adénovirus humain 65-380 ADN db 34-36 Respiratoires, occulaires, gastroentérites
Astroviridae Mamastsovirus Astrovirus humain 28-30 ARN sb (+) 6,8-7,9 Gastroentérites, neurologiques
Norovirus Norovirus humain 27 -38 ARN sb (+) 7,7 Gastroentérites
Caliciviridae
Sapovirus Sapovirus humain 28-40 ARN sb (+) 7,1-7,7 Gastroentérites
Hepeviridae Orthohepevirus Virus de I'Hépatite E 26—-34 ARN sb (+) 7,2 Hépatites
Cosavirus Cosavirus =30 ARN sb (+) 7,6 Gastroentérites suspectées
. . . Respiratoires, occulaires, neurologiques,
Enterovirus EnterovirusAa D 22-30 ARN sb (+) 7,1-8,9 . . L.
musculaires, cardiaques, gastroentérites
Picornaviridae Hepatovirus Virus de I'Hépatite A 28 -30 ARN sb (+) 7,5 Hépatites
Kobuvirus Aichivirus A =30 ARN sb (+) 7,0-8,2 Gastroentérites suspectées
Salivirus Salivirus A =30 ARN sb (+) 6,0-38,0 Gastroentérites suspectées
Rotavirus Rotavirus 75-100 ARN db 18,5 Gastroentérites
Reoviridae ) (Ortho)reovirus de Respiratoires, occulaires, neurologiques,
Orthoreovirus = 60— 100 ARN db 235 L
mammifére gastroentérites
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S.1.1. Adenoviridae (Adénovirus humains)

La famille des Adenoviridae se compose de cing
genres (Harrach et al. 2012) : les Mastadenovirus, les
Aviadenovirus, les Atadenovirus, les Ichtadenovirus
et les Siadenovirus. Les virus de cette famille
peuvent infecter divers hotes tels que les oiseaux,
les reptiles, les poissons et les mammiferes, mais
seuls les Mastadenovirus sont infectieux pour
I'humain.

Les adénovirus humains (HAdV) sont constitués
d’'une capside icosahédrigue complexe mesurant

Current Biology

entre 65 et 80 nm de diameétre, et contenant un Figure S-2. Adenovirus serotype 5
génome d'ADN double brin linéaire d'environ 34 a opservé  par  cryo-microscopie.
36 kb. A I’heure actuelle, Les HAdV sont classés en 7 Echelle = 100 nm. Les fleches
especes (HAdV-A a HAdV-G). Leur nom fait référence indiquent les fibres de la capside,
aux tissus adénoides a partir desquels ils ont été caractéristiques — des  adénovirus
isolés pour la premiere fois en 1953 (Rowe et al. (Goosney et Nemerow, 2003).
1953). Les HAdV 40 et 41 (espéce F), sont les
principaux agents de gastroentérites parmi les AdV, entrainant des symptémes tels que
diarrhée, fievre et parfois vomissements sur une période de 5 a 15 jours, avec une excrétion
fécale d'environ 10° particules virales/g (Nicand et al. 1998). Ils sont identifiés comme les
principaux agents de gastroentérites chez les enfants de moins de 5 ans, aprées les rotavirus
et les norovirus (Haramoto et al. 2007, Banyai et al. 2009, Sdiri-Loulizi et al. 2009, Haramoto
et al. 2010, Rodriguez-Lazaro et al. 2012). Ces infections sont généralement
asymptomatiques chez les adultes (Kaneko et al. 2008). La séroprévalence mondiale pour au
moins I'un des sérotypes d'HAdV est estimée a environ 90% (Fong et al. 2010). Les épidémies
de gastroentérites dues aux HAdV surviennent tout au long de I'année (Akello et al. 2020).
Certaines études rapportent des pics épidémiques en hiver et au printemps (Silva et al. 2011,
Dey et al. 2013).

S.1.2. Astroviridae (Astrovirus humains)

La famille des Astroviridae comprend actuellement deux genres, a savoir les Mamastrovirus
(dont font partie les astrovirus humains), infectant les mammiferes, et les Avastrovirus,
infectant exclusivement les oiseaux (Guix et al. 2013).

Les astrovirus humains (HAstV) ont été initialement identifiés en 1975 par microscopie
électronique (Appleton et Higgins 1975, Madeley et Cosgrove 1975). Leur capside mesure
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entre 28 et 30 nm de diameétre, et renferme un
génome de type ARN a polarité positive, d’une
taille comprise entre 6,8 a 7,9 kb. A ce jour, les
astrovirus humains sont classés en 3 groupes :
huit sérotypes « classiques » (HAstV-1 a HAstV-
8) (Herrmann et al. 1988, Mendez-Toss et al.
2000)
récemment les sérotypes des groupes MLB
(Melbourne) et VA/HMO (Virginia/Human-
Mink-Ovine like) (Cordey et al. 2016, Janowski
et Wang 2019). Les symptomes causés par les

auxquels viennent s’ajouter plus

HAstV sont principalement d'une
gastroentérite, bien que

soient moins fréquents

ceux
les vomissements
par rapport aux
infections a norovirus ou a rotavirus (Dennehy

et al. 2001). Les astrovirus des groupes MLB et

Figure S-3. Astrovirus observés par
microcopie électronique. Echelle = 100 nm
(Moser et Schultz-Cherry, 2008, tiré
initialement de Matsui et Greenberg, 1996)

VA ont également été associés a des pathologies touchant le systeme nerveux d’individus

immunodéficients ou immunocompétents (Cordey et al. 2016, Koukou et al. 2019,

Maximova et al. 2023). La gravité globale des symptomes liés aux gastroentérites est

moindre que celle des rotavirus, entrailnant moins d'hospitalisations. L'excrétion virale dure

environ 12 jours, atteignant environ 10° particules virales/g de selles (Nicand et al. 1998). Les

HAstV sont une cause majeure de gastroentérites aigués chez les personnes a risque, telles

qgue les personnes agées, les jeunes enfants et les immunodéprimés, ainsi que chez les

adultes. Les épidémies de HAstV surviennent pendant I'hiver dans les pays a climat tempéré,

tandis qu'elles se produisent généralement pendant la saison des pluies dans les pays

tropicaux (Mustafa et al. 2001).

S.1.3. Caliciviridae (Norovirus et
Sapovirus humains)

Actuellement, la famille des Caliciviridae se
de
Nebovirus, Norovirus, Sapovirus et Vesivirus
(Clarke et al. 2012). De plus, six nouveaux

compose cing genres Lagovirus,

genres (Bavovirus, Nacovirus, Recovirus,

Valovirus, Salovirus et Secalivirus) ont été

suggérés pour rejoindre cette famille (Farkas Figure S-4. Observation de Norovirus au

et al. 2008, L'Homme et al. 2009, Wolf et al.

microscope électronique (Kapikian et al. 1972)
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2011, Ng et al. 2012, Wolf et al. 2012, Mikalsen et al. 2014). Le nom de cette famille provient
d’observations en microscopie électronique apres révélation de motifs en forme de calice.
Bien que ces virus aient la capacité d'infecter divers hotes tels que les oiseaux, les poissons
et les mammiféres, seuls les genres Norovirus (NoV) et Sapovirus (SapoV) ont été identifiés
comme infectieux pour I'humain, pouvant entrainer des troubles gastro-intestinaux.

Les norovirus (anciennement Norwalk virus ou Norwalk-like virus) présentent une capside
d'environ 27 a 38 nm de diametre, contenant un génome ARN simple brin de polarité
positive d'environ 7,7 kb. En I'absence de modele cellulaire, leur classification repose sur des
critéres génétiques. Les NoV sont classés en 10 génogroupes, dont seuls les génogroupes Gl,
Gll et GIV sont capables d'infecter les humains (Chhabra et al. 2019). Bien que les infections
a NoV soient généralement de courte durée, de I'ordre de quelques jours, elles peuvent étre
plus séveres, voire mortelles, chez les populations a risques. L'excrétion des particules virales
(10° 3 10 copies par gramme de fecés) peut survenir dans les 18h aprés l'infection, et durer
en moyenne 10 a 30 jours chez des adultes sains, mais varie en fonction de I'age et de I'état
de santé (Atmar et al. 2008, Teunis et al. 2008, Aoki et al. 2010, Wu et al. 2019). Les NoV
sont considérés comme la principale cause de gastro-entérites d'origine non bactérienne,
responsables de la moitié des cas de gastro-entérites tous ages confondus. Les NoV se
transmettent principalement par voie interhumaine, mais peuvent également étre associés a
des infections liées a la consommation d'aliments ou d'eau contaminée, représentant
environ 10% des cas. Les infections liées aux NoV surviennent tout au long de I'année, avec
un pic en période hivernale.

Les sapovirus ont une capside de 28 a 40 nm de diamétre renfermant un génome de 7,1 a
7,7 kb. A I'heure actuelle, on considere qu’il existe 19 génogroupes de sapovirus, dont
seulement 4 sont associés des infections chez I'humain (GlI, Gll, GIV et GV). Les symptomes
résultant d'une infection par des SapoV comprennent ceux de la gastro-entérite, tels que les
vomissements et la diarrhée, ainsi que des symptOmes associés (nausées, des crampes
abdominales et des maux de téte) (Johansson et al. 2005, Mikula et al. 2010, Lee et al. 2012).
En général, les symptdmes durent moins d'une semaine, bien qu'ils aient parfois été
observés jusqu'a 20 jours (Sakai et al. 2001, Wu et al. 2008). Si de nombreuses infections a
SapoV sont asymptomatiques (de Wit et al. 2001, Bucardo et al. 2012, Chhabra et al. 2013),
elles peuvent néanmoins donner lieu a une excrétion virale similaire a celle des personnes
présentant effectivement des symptomes de gastro-entérite. Cette excrétion peut persister
jusqu’a 4 semaines aprés la disparition des symptémes, et libérer jusqu'a 10! copies de
génome par gramme (Rockx et al. 2002, lwakiri et al. 2009, Yoshida et al. 2009, Miyoshi et al.
2010, Yamashita et al. 2010). La période hivernale est généralement la période de I'année
durant laquelle le plus grand nombre d'infections liées aux sapovirus est observé (Phan et al.
2004, Dey et al. 2012, Harada et al. 2013, de Oliveira-Tozetto et al. 2021).
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S.1.4. Hepeviridae (virus de I'Hépatite E)

La famille des Hepeviridae se compose
actuellement de quatre genres : Avihepevirus,
regroupant les souches aviaires ; Orthohepevirus,
regroupant la majorité des souches de
mammiféeres ; Chiropteranhepevirus, regroupant
les souches de chauve-souris ; et Piscihepevirus,
contenant la souche de la truite (Johne et al.
2014). A ce jour, seules les souches appartenant
au genre Orthohepevirus sont considérées
capables d'infecter I'humain.

Le virus de I'hépatite E (HEV) présente une

capside d'un diametre compris entre 26 et 34 nm Figure S-5. Virus de I'hépatite E observés

et un génome a ARN simple brin de polarité gy microscope électronique. Echelle = 50
positive d'environ 7,2 kb. Il est probable que plus nm (Xing et al. 2010)

de 50% des infections soient asymptomatiques,

étant donné le nombre d'individus présentant des anticorps IgM anti-HEV sans atteinte
hépatique déclarée (Aggarwal 2013). Les symptomes engendrés par une infection aux HEV
sont similaires a ceux de I'ensemble des hépatites d'origine virale. Le HEV est reconnu
comme un vecteur potentiellement zoonotique, principalement transmis par la voie oro-
fécale. Dans les pays en développement, l'ingestion d'eau contaminée est considérée
comme la principale cause des épidémies de HEV, tandis que dans les pays industrialisés, la
transmission zoonotique par la consommation de viandes contaminées est proposée comme
principal vecteur de contamination (Said et al. 2009, Tei et al. 2004). La transmission de
personne a personne est considérée comme peu fréquente, tant dans les cas épidémiques
gue sporadiques (Aggarwal et Naik 1994, Somani et al. 2003). La période épidémique du HEV
se situe généralement au printemps et en été (Dalton et al. 2008).

S.1.5. Picornaviridae (Cosavirus, Enterovirus, virus de I’Hépatite A, virus
Aichi, Parechovirus, Salivirus)

Les virus faisant partie de la famille des Picornaviridae sont constitués de particules virales
renfermant un génome a ARN simple brin de polarité positive. Chez I'humain, seuls certains
genres ont été identifiés, a savoir Cardiovirus, Cosavirus, Enterovirus, Hepatovirus, Kobuvirus,
Parechovirus, Salivirus. Parmi ceux-ci, seuls les Cardiovirus ne sont pas transmis.
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Les cosavirus humains (HCoSV) sont
actuellement répartis en 6 groupes (de A a
F), avec une capside d’environ 30 nm de
diametre, renfermant un génome de 7,6 kb.
Découverts en 2008 en Asie du Sud, ils ont
été identifiés dans des selles d'enfants
atteints de paralysie flasque (Kapoor et al.
2008). Bien que suspectés d'étre a l'origine
de troubles gastro-intestinaux, leur

pathogénicité est encore mal renseignée. lls

ont été observés dans des selles d'individus Figure S-6. Enterovirus 71 observés au
avec ou sans symptomes de gastroentérite a microscope électronique. Echelle = 50 nm
travers le monde. (Chia et al. 2014)

Le genre Enterovirus (EV) est composé de 12 espéces, dont 7 d’entre elles peuvent infecter
I'humain : 4 Enterovirus (EV-A, EV-B, EV-C, EV-D), et 3 Rhinovirus (RV-A, RV-B et RV-C). Les EV
humains ont un génome d'environ 7,1 a 8,9 kb, protégé par une capside de 22 a 30 nm de
diameétre (Lin et Ganesh 2013). Les EV sont associés a la maladie pieds-mains-bouche,
pouvant causer des troubles neurologiques, mais peuvent également entrainer de
nombreuses autres pathologies telles que des troubles respiratoires, méningites, paralysies,
péricardites, myocardites et poliomyélites. Les épidémies a EV ne suivent pas de saisonnalité
et peuvent survenir tout au long de I'année (Jubelt et Lipton 2014).

Le genre Hepatovirus se compose d'une unique espéce, le virus de I'hépatite A (VHA), avec
7 génotypes identifiés (VHA | a VHA VII), les 3 premiers infectant ’"humain. Les VHA ont une
capside de 28 a 30 nm de diametre, avec un génome ARN simple brin d’environ 7,5 kb. Ils
traversent les cellules de ['épithélium intestinal par transcytose pour atteindre les
hépatocytes, leurs principaux sites de réplication. Les VHA sont responsables d'infections
hépatiques généralement bénignes accompagnées de symptomes tels que maux de téte,
vomissements et douleurs abdominales. Chez les jeunes enfants, la plupart des infections a
VHA sont asymptomatiques, tandis que chez les adultes, elles sont principalement
symptomatiques. La durée d'incubation peut aller jusqu'a un mois, avec une excrétion dans
les selles débutant jusqu'a 14 jours avant |'apparition des symptomes. Les individus infectés
par le VHA peuvent excréter jusqu'a 10° particules virales par gramme de féces (Coursaget et
al. 1980, Koopmans et al. 2002).

Les virus Aichi (AiV), du genre Kobuvirus, sont composés d'une capside d'environ 30 nm de
diametre renfermant un génome de 7 a 8,2 kb (Yamashita et al. 1998). Les AiV, capables
d'infecter I'humain, sont actuellement répartis en trois génotypes (AiV-A, AiV-B et AiV-C).
Découverts pour la premiere fois a Sapporo au Japon en 1989, leur présence en Europe est
principalement liée aux génotypes AiV-A et AiV-B (Ambert-Balay et al. 2008, Kaikkonen et al.
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2010, Rivadulla et al. 2019). Les infections a AiV ne semblent pas suivre un modele
saisonnier (Nielsen et al. 2013 Thongprachum et al. 2018).

Le genre Salivirus (SaV) ne comprend actuellement qu'une seule espéece, Salivirus A,
découverte en 2009 (Greninger et al. 2009). Ces virus présentent une capside d'environ 30
nm de diametre et un génome a ARN simple brin de 6 a 8 kb. Les infections a SaV touchent
principalement les enfants, entrainant des symptémes de gastroentérite (Mobini-Kesheh et
al. 2021). Elles ne semblent pas suivre de modele saisonnier.

S.1.6.Reoviridae (Rotavirus A)

La famille des Reoviridae se divise en 2 sous-familles :
les  Spinareoviridae  constituée de 9 genres
(Orthoreovirus, Aquareovirus, Oryzavirus, Fijivirus,
Mycoreovirus, Cypovirus, Idnoreovirus, Dinovernavirus
et Coltivirus) et les Sedoreoviridae constituée de 6
genres (Orbivirus, Rotavirus, Seadornavirus,
Phytoreovirus, Cardoreovirus, Mimoreovirus). Un large
spectre d’hote est susceptible d’étre infecté par I'un des
virus appartenant a cette famille mais seulement 4

genres (Orthoreovirus, Coltivirus, Rotavirus et Orbivirus) Figure S-7. Rotavirus observés par
sont connus pour infecter I’humain. Parmi eux, seuls les cryomicroscopie électronique.
rotavirus et les orthoreovirus sont susceptibles Echelle = 50 pm (Grant et

d’engendrer des troubles gastro-intestinaux. Grigorieff, 2015)

Les rotavirus (RoV) sont constitués d’une capside composée de trois couches protéiques
concentriques dont le diametre est compris entre 75 et 80 nm (100 nm avec les fibres). lls
possedent un génome segmenté a ARN linéaire double brins de 18,5 kb, et peuvent étre
divisé en 8 groupes ou espéces (classifiés de A a H) (Matthijnssens et al. 2012). Seuls les
groupes A, B et C ont été identifiés comme étant infectieux chez ’lhumain. Les rotavirus sont
considérés comme hautement contagieux du fait de leur faible dose infectieuse qui a été
estimée comme étant comprise entre 10 et 100 particules virales infectieuses (Graham et al.
1987, Ward et al. 1986), du fait des quantités importantes excrétées dans les selles qui
peuvent aller jusqu’a 10'! particules virales/g durant la phase aiglie de 'infection (Blacklow
et Greenberg 1991). Leur transmission se fait par la voie oro-fécale et leur période
d’incubation dure généralement entre 1 et 2 jours. Les RoV sont considérés comme étant les
principaux agents étiologiques des gastroentérites infantile d’origine virale, avec plus de 400
000 morts d’enfants de moins de 5 ans ce qui représente 37% du nombre de morts liés a une
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gastroentérite dans le monde chaque année. Dans les pays a climat tempéré, les infections a
RoV surviennent principalement durant la période hivernale.

Les caractéristiques des orthoreovirus rejoignent globalement celles des rotavirus, avec
une capside d’environ 65 a 80 nm de diametre (100 nm avec les fibres) et un génome ARN
double brin segmenté d’environ 23.5 kb (Dermody et al. 2013). Les infections aux
orthoreovirus touchent principalement les enfants en bas age, et sont rarement
symptomatiques (Dermody et al. 2013). Toutefois, lorsque les symptémes se manifestent, ils
sont associés a des gastroentérites, coryzas, pharyngites, toux et plus rarement a des
méningites (Jackson et Muldoon 1973, Giordano et al. 2002).

S.2. Les VEH dans le cycle de I'eau

La principale voie d’entrée des virus entériques humains dans le cycle des eaux urbaines
est celle des selles d’individus infectés apres leur libération dans les eaux usées. Dans les
pays disposant de systéemes d’épuration avancés, ces eaux sont collectées par des réseaux
dédiés ou communs avec les eaux de ruissellement et conduites a des stations d’épuration
pour y étre traitées. La Figure S-8 illustre les différentes voies par lesquelles les virus
entériques pathogénes peuvent se propager dans I'environnement hydrique et, in fine,
contaminer les humains. Cette contamination peut ainsi se produire par l'ingestion d'eau
potabilisée a partir du captage d’eaux souterraines ou de surface (Maunula et al. 2005,
Giammanco et al. 2014, Kunz et al. 2024), voire d’une maniére plus directe, par contact avec
des eaux qualifiées de "récréatives", telles que les lacs, rivieres ou piscines naturelles (Aslan
et al. 2011, Polkowska et al. 2018, Carol et al. 2021). Une autre voie d’exposition a la
contamination par les virus entériques humains passe par I'alimentation. Chaque année, de
nombreuses épidémies virales liées a la consommation de fruits de mer sont signalées,
notamment des infections causées par les norovirus (Le Guyader et al. 2008, Alfano-Sobsey
et al. 2011, Cho et al. 2016, Hardstaff et al. 2018). La contamination par l'intermédiaire de
cultures agricoles (fruits, légumes, céréales), que ce soit pendant l'irrigation des cultures par
la génération d’aérosols ou lors de leur consommation a également été largement décrite
dans la bibliographie, avec de nouvelles épidémies régulierement mises en évidence
(Cheong et al. 2009, Marsh et al. 2018, Raymond et al. 2022).
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Figure S-8. Circulation des virus entériques humains dans le cycle des eaux urbaines (adapté
de Schwartzbrod, 1991)

S.3.Facteurs potentiels du contréle des charges virales dans les eaux

La plupart des éléments qui entrent dans la composition des eaux usées, qu'ils soient
inertes (et sous forme dissoute ou particulaire) ou vivants sont susceptibles d’interagir avec
les particules virales, et donc de jouer un role déterminant dans leur persistance ou dans
leur élimination des eaux.

Concernant les traitements primaires, diverses études indiquent que des facteurs
physiques ou chimiques, tels que le pH, le type de matiéres organiques, ou encore le taux de
salinité, affectent significativement I'adsorption des virus entériques sur les surfaces (Burge
et Enkiri 1978, Sobsey et al. 1980, Grant et al. 1993, Redman et al. 1999, Cao et al. 2009,
Walshe et al. 2010, Sadeghi et al. 2010). Cette relation complexe implique également le
degré d'hydrophobie des supports potentiels et le point isoélectrique du virus concerné.
L'association de particules virales avec des matiéres organiques peut contribuer a la
préservation de leur intégrité et au maintien de leur virulence dans I'environnement (Moore
et al. 1982, Ryan et al. 2002). Selon Silverman et al. (2013), la protection des particules
virales pourrait se faire par encombrement stérique. A l'inverse, I'agrégation des virus a des
matieres organiques colloidales, susceptibles de former des flocs, devrait faciliter leur
élimination par les processus de sédimentation. C'est en agissant sur ces parameétres
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physiques et chimiques qu'ont été faites diverses propositions d'améliorations des
traitements primaires (Shewa et al. 2020).

Les modifications des charges virales attendues de la confrontation des virus avec le
vecteur biologique (traitement secondaire) peuvent étre liées a la concentration et a la
diversité des communautés microbiennes. Ces mécanismes restent cependant largement
sous-documentés. La biomasse microbienne est principalement localisée dans les biofilms
(Richards et Melander 2009) des réacteurs biologiques (boues activées, lits bactériens). Elle
est également présente dans lI'ensemble des canalisations et des baches de toute nature des
STEPs (Gao et al. 2023). Les biofilms sont constitués d'une matrice polymérique attachée aux
surfaces en contact avec |'eau, au sein de laquelle le développement des microorganismes
est favorisé. Cette matrice constitue en effet, un environnement semi-confiné dans lequel se
concentrent des particules piégées depuis |'eau sus-jacente et de nombreux composés
dissous, issus ou non, du métabolisme des bactéries (exoenzymes) et des protistes
(Flemming et Wingender 2010). En pénétrant partiellement dans, et sous la matrice, cette
eau contribue au renouvellement des nutriments et notamment de |'oxygene.

Une petite partie de la biomasse microbienne est localisée dans les eaux circulantes, mais
la encore, essentiellement associée a des particules (Chahal et al. 2016). Quelques études
concernent les relations entre des particules virales et les biofilms bactériens. Elles traitent
essentiellement des bactériophages (Flood et Ashbolt 2000, Storey et Ashbolt 2001,
Sutherland et al. 2004, Wingender et Flemming 2011) et, dans une moindre mesure, des
virus entériques humains (Quignon et al. 1997, Mazaheritehrani et al. 2014). L'effet de ces
interactions sur des pathogénes humains reste mal documenté. Plusieurs travaux montrent
gue des norovirus humains peuvent se fixer sur certaines bactéries du tractus intestinal
humain (Almand et al. 2017). Associés aux feces, ils seraient donc émis simultanément dans
les eaux usées. S'il est démontré qu'elle a un caractére général, cette association serait I'un
des vecteurs du transit des norovirus dans les eaux usées a travers les différentes étapes de
traitement des STEPs.

Les virus entériques peuvent aussi interagir avec des organismes eucaryotes. Chang et al.
(1960) ont ainsi mis en évidence la persistance de certains Entérovirus dans des nématodes,
et le fait que le caractére infectieux des particules virales relarguées est préservé. Il a
également été montré que des amibes libres de I'environnement peuvent héberger d’autres
micro-organismes tels que des bactéries (Delafont et al. 2013), des champignons
(Novohradska et al. 2017), et des virus (Hsueh et Gibson 2015). Elles leur offrent ainsi une
certaine forme de protection, mais constituent aussi un piége qui ameéne ces organismes a
étre éliminés par le biais des boues biologiques. Lorenzo-Morales et al. (2007) ont été les
premiers a isoler, dans un réseau d’eau potable, des adénovirus humains qui étaient
contenus dans des amibes libres du genre Acanthamoeba. Diverses études ont également
montré la capacité des adénovirus humains, a étre internalisés puis libérés tout en
conservant leur pouvoir infectieux (Scheid et al. 2012, Hsueh et Gibson 2015, Atanasova et
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al. 2018). Verani et al. (2016), ont mis en évidence un effet protecteur de l'internalisation
des AdV dans des Acanthamoeba vis a vis des procédés de désinfection.

L'analyse de la bibliographie souligne donc le caractére encore trés fragmentaire des
connaissances sur les mécanismes biologiques qui participent a la rétention des virus dans le
contexte des établissements de traitement des eaux usées, et sur leur temporalité, en liaison
avec celle de la gestion qui est faite des réacteurs biologiques.

Si I'on fait exception des techniques de désinfection, ce sont surtout les mécanismes
associés a la sédimentation qui ont été étudiés, notamment a propos de la contribution des
processus d'adsorption (Shin et al. 2015, Verbyla et al. 2015). Les analyses restent cependant
globales, sans prendre en considération, par exemple, le fait que différents groupes viraux
peuvent ne pas étre concernés a la méme hauteur, par le mécanisme étudié.

S.4. Dispositifs de collecte et de traitement des eaux usées

S.4.1. Typologie des réseaux de collecte des eaux usées

Dans les agglomérations urbaines ou I'assainissement est bien développé, les eaux usées
domestiques, industrielles et parfois pluviales, sont collectées par des réseaux qui les
acheminent vers les stations d’épuration. Globalement, ils s'inscrivent dans deux types :

1) Les réseaux dits unitaires, dans lesquels sont collectés les eaux usées domestiques
et, dans des proportions variables, les eaux pluviales. Ce type de réseau complique la
gestion des eaux usées notamment en raison des surcharges de débit liées aux
épisodes pluvieux. Au-dela d'un certain seuil, les eaux doivent étre délestées, via un
ou plusieurs bypass, vers les milieux aquatiques avoisinants.

2) Les réseaux dits séparatifs, dans lesquels les deux types d'eaux sont collectés
séparément.

Quel que soit le type de réseau auquel elles sont connectées, les STEPs ont pour role
d'éliminer le plus possible des charges véhiculées, qu'elles soient trophiques (organiques et
minérales) ou non trophiques, ou qu'il s'agisse de microorganismes potentiellement
pathogenes ou non.

Elles participent a la protection des milieux aquatiques situés en aval et des activités
humaines qui leur sont associés : activités récréatives, (baignade, péche, autres activités
nautiques, Aslan et al. 2011), irrigation de cultures maraichéres (Cheong et al. 2009) et
captages pour la production d’eau potable (Maunula et al. 2005).
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S.4.2. Principales étapes du traitement des eaux usées urbaines

Le schéma fonctionnel de I'UDEP Grand Chambéry (capacité 260 000 EH, pour une
conurbation d'environ 140 000 habitants) donne I'exemple de I'organisation "classique"
d'une station d'épuration subdivisée en trois parties : prétraitements, traitement primaire et
traitement secondaire (Figure S-9).

S.4.2.1. Prétraitements

S5.4.2.1.1. Dégrillage/tamisage

La premiere étape, le dégrillage, cible les débris volumineux (de taille centimétrique) tels
qgue les feuilles, les branches et les déchets de gros volume liés aux activité humaines. Des
grilles de mailles différentes, peuvent se succéder.

Dans |'étape suivante de tamisage, I'eau est dirigée vers des tamis ou des grilles de maille
plus fines, de taille millimétrique, statiques ou vibrantes.

S.4.2.1.2. Dégraissage et dessablage

La phase de dégraissage a pour objectif de débarrasser les eaux usées des graisses, huiles
et autres matieres dont la densité est inférieure a celle de I'’eau. L'eau traitée provenant des
étapes précédentes entre dans un bassin, ou la vitesse d'écoulement est réduite pour
favoriser la flottation des graisses et des huiles (facilitée par l'injection de micro bulles) et
simultanément, la décantation des sables. La séparation de la galette graisseuse est
effectuée par des dispositifs mécaniques, tels que des racleurs ou des skimmers. Les sables
tombent dans une goulotte dans laquelle ils sont pompés et envoyés vers un dispositif de
lavage.

S$.4.2.2. Traitements primaires (physiques et chimiques)

L'objectif de cette étape est de réduire la charge des eaux en matiéres en suspension par
décantation. Dans certains établissements (dont UDEP Grand Chambéry), le traitement est
optimisé par l'ajout a I'eau, de coagulants et/ou de floculants. Des effets spécifiques sur
I'abattement des charges virales peuvent en étre attendus (Shewa et al. 2020) et c'est la
raison pour laquelle une partie de notre travail leur a été consacrée.
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La coagulation correspond a une déstabilisation des particules colloidales en suspension
par la neutralisation de leurs charges de surfaces, ce qui induit leur agrégation (Figure S-10).
Les particules colloidales peuvent étre de nature minérale (limons, argiles colloidales, silices
hydroxydes et sels métalliques) ou organique (acides humiques et fulviques, colorants,
tensioactifs). Les bactéries et les virus sont souvent assimilés a des particules colloidales
(Armanious et al. 2023). Leur stabilité dépend des forces d'attraction et de répulsion qui
peuvent les affecter, forces de Van der Waals, forces électrostatiques, forces
gravitationnelles, mouvements browniens. Deux types de coagulants sont mis en ceuvre,
selon les installations :

Les coagulants minéraux, peu co(iteux et polyvalents, sont les plus utilisés. Ils contiennent
généralement des sels de fer (FeCls, Fe(SO)4*, etc.) ou d’aluminium (chlorure de
polyaluminium, sulfate d’alumine, etc.). Leur charge cationique est apportée par les ions Fe3*
et AP*, qui, en présence d’eau, forment des hydroxydes de fer Fe(OH)s ou d’aluminium
Al(OH)s. Le chlorure ferrique (Figure S-12) est parfois considéré comme un coagulant (El
Samrani et al. 2004) et parfois comme un floculant (Lagenfeld et al. 2020).

Les coagulant organiques, sont constitués d'une charge cationique, portée par une
fonction ammonium quaternaire, fixée sur une chaine polymérique. Il en existe 4 familles
principales : les polyamines, les polyDADMAC, les résines dicyandiamines et les résines
mélamine-formaldéhyde. Des exemples de polyamine et de polyDADMAC (chlorure de
polydiallyldiméthylammonium) sont présentés dans la Figure S-12. Les coagulants
organiques présentent |'avantage d'étre efficaces a faible dose, de générer de faibles
volumes de boues et d'avoir peu d’impact sur le pH du milieu (Sellami et al. 2014,
Heiderscheidt et al. 2016, Xue et al. 2019).

+
N +
YRR +
_— + — + 2 +/\5)
+
+

+
+

Colloides stables Colloides déstabilisés Formation de microflocs

Figure S-10. Principe de la coagulation

La floculation correspond a une fixation de particules neutralisées sur les chaines d'un
floculant. Les agglomérats constituent des flocs qui, du fait de leur densité, sont amenés a
sédimenter (Figure S-11). Les interactions entre les floculants et les particules déstabilisées
sont majoritairement des liaisons ioniques et hydrogenes (Gregory 2013). Les boues, dites
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primaires, issues de la sédimentation sont dirigées vers des installations oUu elles sont
déshydratées, puis calcinées ou vers des unités de production de biogaz.

Les floculants sont formés de longues chaines de monomeres, linéaires ou ramifiées qui
leur conférent un haut poids moléculaire. lls peuvent étre de nature anionique ou
cationique. Les floculants anioniques sont préférentiellement utilisés pour la floculation de
particules minérales ou ayant subi une étape préalable de coagulation. Les floculants
cationiques sont plut6t utilisés pour la floculation de particules organiques en I'absence de

coagulant.
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Figure S-11. Principe de la floculation.
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Figure S-12. Exemples de coagulants et de floculants utilisés pour le traitement des eaux
usées essentiellement au niveau du traitements primaire.
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Le choix des coagulants et floculants dépend des caractéristiques de I'eau a traiter (pH,
concentration en matiéres séches, ratio minéral/organique, etc.), des infrastructures de la
STEP (point d’injection, conditions de mélange, type de décanteur, etc.) et des taux
d'abattement de charge recherchés (turbidité, MES, DCO, etc.) (Teh et al. 2016, Chemtech
International, 2021).

S$.4.2.3. Traitements biologiques

Les réacteurs biologiques sont des enceintes dans lesquelles sont favorisés les mécanismes
microbiens de décomposition des matieres organiques dissoutes et particulaires. Cette
étape contribue également a filtrer les particules qui n'ont pas été retenues par le
traitement primaire. Dans ces réacteurs, la prise en charge de la matiére organique entrante
par les microorganismes (bactéries, essentiellement) conduit a sa minéralisation. Il en
résulte notamment une production de CO; qui, pour le systeme, correspond a une perte
effective de carbone. Il en résulte également un accroissement de la biomasse sous la forme
de flocs et de biofilms, dont les excés sont séparés de |'eau, généralement par décantation,
pour conduire a la production de boues biologiques. Le principe est mis en ceuvre dans le
cadre de trois types de dispositifs qui different essentiellement par I'absence ou la présence
de supports qui sont offerts au développement des biofilms : les boues activées, les biofiltres
ou lits bactériens et les systemes a membranes dans lesquels le bioréacteur est complété par
un dispositif de filtration immergé (MBR).

Les bassins de lagunage relevent également des systémes biologiques des traitement des
eaux usées. lls different des autres procédés par le fait que I'eau s'y écoule par gravité entre
des bassins de faible profondeur, dans lesquels se succédent des communautés a dominante
hétérotrophe (traitement des charges organiques) puis des communautés a dominante
autotrophe (jacinthes d'eau, par exemple), pour le traitement des fertilisants minéraux.

Dans les biofiltres (modele auquel notre travail s'est consacré) une grande surface de
développement est offerte aux microorganismes sous la forme de granules minéraux
(pouzzolane de diameétre inférieur a 5 mm, par exemple) qui remplissent des baches de
plusieurs metres cubes. L'eau a traiter est injectée dans la partie haute de ces unités,
simultanément a l'injection d'air a partir de diffuseurs situés sous le remplissage. Le
colmatage progressif du systéeme avec le développement des biofilms, en dégrade les
performances. C'est pourquoi, ces systemes travaillent de facon cyclique, au rythme
d'opérations de lavage-détassage (renouvelées a la fréquence d'une dizaine d'heures) durant
lesquelles I'exces de biofilms est éliminé par l'injection d'eau et d'air a haut débit, dans le
sens inverse de celui du fonctionnement "normal". Les eaux de détassage passent ensuite
dans un décanteur a partir duquel sont récupérées des boues dites secondaires (ou boues
biologiques).
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S5.4.2.4. Traitements tertiaires et rejet de 'eau traitée dans I’environnement

Dans certaines installations, des traitements complémentaires (traitements tertiaires) de
dénitrification, de déphosphatation et de désinfection (chloration, ozonation, ultra-violets)
sont appliqués aux eaux, en aval du traitement secondaire. Plusieurs études montrent
I'intérét d'associer un dispositif de désinfection, aux réacteurs biologiques a membrane
(Chaudhry et al. 2015, Chen et al. 2021). L'utilisation massive de composés désinfectants, en
correspondance avec les débits importants des eaux usées, peut, a son tour, poser de graves
problémes environnementaux (Xue et al. 2023), notamment avec les sous-produits du chlore
et de ses dérivés. Des solutions alternatives ont été proposées et mises en ceuvre, telles que
celle basée sur des peracides tels que I'acide peracétique (Kitis 2004, Garg et al. 2016, Ao et
al. 2021). Son efficacité sur les microorganismes, dont les virus, a fait I'objet de plusieurs
études (Veschetti et al. 2003, Sousa et al. 2023) ainsi que certains détails de son mode
d'action (Schmitz et al. 2021, Wang et al. 2023)

Le rejet des eaux traitées dans I'environnement est fait de préférence dans les cours d’eau,
dont la turbulence facilite la dilution des composés non retenus par les STEPs, tout en
assurant des conditions d'aération favorables aux organismes qui les prennent en charge.

S.5. Efficacité des STEPs dans I'abattement des charges virales

De nombreuses études ont été consacrées a la détection et a la quantification des virus
dans les eaux usées. Le rythme des publications s'est récemment accéléré, en liaison avec
l'intérét qui a été mis en évidence, d'interpréter leur analyse en tant qu'indicateur de
premier niveau du degré de contamination des populations par le SARS-CoV-2 (Medema
2020, La Rosa et al. 2020, Wurtzer et al. 2020, Serra-Comte et al. 2021).

Dans les eaux usées brutes, les charges virales rapportées par les auteurs dans la
bibliographie varient globalement entre 1£05-9%09 et entre 5f04-310 copies de génome/L
pour les NoV et les HAdV respectivement. Dans les eaux usées traitées, les estimations
varient de 2803 a 2509 copies/L pour les NoV et de 1504 a8t09 pour les HAdV (Figure S.13, da
Silva et al. 2007, da Silva et al. 2008, Katayama et al. 2008, La Rosa et al. 2010, Schlindwein
et al. 2010, Wong et al. 2010, Calgua et al. 2011, Simmons et Xagoraraki 2011, Masclaux et
al. 2013, Cunliffe et al. 2014, Kitajima et al. 2014, Prado et al. 2014, Montazeri et al. 2015,
Qiu et al. 2015, Payne 2017, Haramoto et al. 2018, Qiu et al. 2018, Sidhu et al. 2018, Prado
et al. 2019, La Rosa et al. 2020).

Dans la majorité des études portant sur la performance des STEPs du point de vue de
I'abattement des charges virales, les mesures ne sont réalisées qu’en entrée et sortie des
stations. Certains auteurs font état de performances acceptables, voire importantes,
notamment dans les installations équipées de bioréacteurs a membrane (MBR, Kuo et al.
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2010, Hewitt et al. 2011, Saba et al. 2021). De plus faibles efficacités de rétention des
charges virales par les STEPs sont observées par ailleurs, a I'exemple des travaux de Victoria
et al. (2010), qui rapportent des réductions de 0.6 et 0.3 logio pour les NoV Gl et NoV GlI
respectivement, entre I'entrée et la sortie d’'une STEP brésilienne équipée d’un traitement
tertiaire de dénitrification. Les valeurs de réduction mesurées par Tandukar et al. (2021)
dans deux STEPs népalaises, I'une basée sur un traitement aux boues activées, I'autre sur un
lagunage anaérobie, étaient de 0.4-0.7 logio pour les NoV Gl et 0-0.4 logio pour les HAdV. Aux
Etats-Unis, Schmitz et al. (2016) ont observé une réduction des charges en HAdV de 0.6 logio
pour une STEP basée sur des boues activées et 1 logio pour celle utilisant des lits bactériens.

Certains auteurs vont plus loin dans I'analyse en évaluant la réduction des concentrations en
virus entériques a une ou plusieurs des étapes intermédiaires du cheminement des eaux.
Une étude portant sur la réduction des charges en NoV GIl, NoV Gll et SapoV par des
bioréacteurs a membrane a montré une efficacité de réduction entre 1.3 et 5.8 logio (Sima et
al. 2011). Dans une étude similaire, Chaudhry et al. (2015) ont mesuré des réductions allant
de 4.6 a 5.7 log10 pour les NoV Gll et 3.9 a 5.5 log10 pour les AdV aprés passage des eaux
dans les MBR. En Suede, Nordgren et al. (2009) ont observé des réductions plus modestes en
NoV de 0.1-1.0, 0.6-1.2 et 0.0-0.5 logio par les étages de décantation primaire, secondaire, et
les lits bactériens, respectivement. Fong et al. (2010) ont quant a eux mesuré des réductions
en HAdV de 0.01, 1.77 et 1.14 logio respectivement apres traitements primaire
(sédimentation), secondaire (aération, boues activées et sédimentation) et tertiaire
(chloration/dé-chloration et filtrations). Qiu et al. (2015) ont évalué I'efficacité de réduction
a différentes étapes du traitement d’une STEP canadienne incluant une sédimentation
primaire, un traitement secondaire aux boues activées puis une désinfection aux UV ou une
ultrafiltration puis chloration, sur un panel de 7 VEH. Pour cet établissement, les valeurs de
réduction étaient comprises entre 0 et 4.9 logio selon I’étape du traitement et le virus étudié
(les valeurs les plus hautes étant obtenue pour I'étape d’ultrafiltration), avec en moyenne
1.1 a3 7.0 logio de réduction sur I'ensemble du process.

Il apparait donc difficile de faire une généralité des résultats publiés, en raison de la
diversité des situations et des procédés mis en ceuvre, comme le constate d’ailleurs
plusieurs auteurs (Qiu et al. 2015, Schmitz et al. 2016).

Certaines études apportent la preuve de rejet de virus entériques infectieux dans des eaux
usées traitées. Simmons et Xagoraraki (2011) ont mesuré une concentration moyenne de
1.6501 NPP/100L dans des eaux brutes traitées par des STEPs impliquant notamment des
traitements biologiques par MBR ou par boues activées et des traitements de désinfection
par UV ou par chloration. Hewitt et al. (2011) ont montré que les quantités d’"HAdV et d’EV
infectieux rejetés par un panel de STEPs utilisant divers procédés de traitement (MBR, lits
bactériens, boues activées, lagunage) et traitant différentes tailles de population pouvaient
atteindre respectivement 3.3 logio unité infectieuses/L et 2.2 logio PFU/L.
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Cette incapacité des STEPs a assurer la rétention, ou tout du moins I'inactivation, compléte
des virus dans les eaux usées traitées constitue un réel probleme de santé publique et
souligne l'intérét d’'une étude plus poussée des mécanismes intervenant aux différentes
étapes de traitement sur la rétention des charges en VEH.
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Figure S-13. Exemples de valeurs d'occurrence de VEH dans les eaux usées brutes (influent) et
les eaux usées traitées (effluent) de STEPs (adapté des données publiées par Corpus et al.
2020).

S.6.Techniques d’analyse des VEH dans les eaux usées (et les boues)
de STEP

Le choix d’une méthode d’analyse des virus repose sur plusieurs parametres : la taille et la
polarité des particules virales que I'on envisage d'étudier, I'ordre de grandeur attendu des
concentrations, le type de matrice a traiter... Il doit également étre tenu compte de
contraintes pratiques telles que la durée de manipulation, le colt des réactifs et la facilité de
mise en ceuvre.

Avec les effluents de STEP le facteur concentration n'est généralement pas un probleme
pour les analyses, car les charges virales y sont plus élevées que dans tout autre échantillon
d’eau environnementale (Haramoto et al. 2018). Les problémes viennent des fortes valeurs
de leur turbidité et de leur concentration en matiéres organiques, en acides
humiques/fulviques et en métaux lourds, qui interférent avec les techniques d’analyse
moléculaire des virus (Sidhu et al. 2013, Qiu et al. 2016, Prado et al. 2019, Falman et al.
2019). Les difficultés sont encore accentuées dans le cas des boues issues des traitements de
ces eaux usées. La méthode utilisée pour minimiser ces interférences, consiste a séparer les
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virus (entiers ou réduits a leurs acides nucléiques) du milieu original avant d'en faire
I'analyse.

Les protocoles d’analyse des virus dans les eaux suivent généralement 4 grandes étapes
(Figure S-14).

1) L'échantillonnage et le prétraitement de I’échantillon

2) L’extraction des virus de la matrice

3) La concentration et la purification des particules virales ou des acides nucléiques
4) La détection/quantification des particules virales ou des acides nucléiques

Détection acide nucléique

. PCR / gPCR / dPCR
*  Séquencage (Sanger, NGS)

+  EMA-PCR/PMA PCR %

Détection des
acides nucléiques

Extraction des
acides nucléiques

Prétraitement de Extraction des
I'échantillon virus

Détection des virus
entiers

Culture / Isolement
des particules

Prétraitement Extraction Détection virus entier\
*  Conditions *  Adsorption/Elution Culture
d’échantillonnage +  Elution directe Microscopie (électronique, a fluorescence)
+  Sonication +  Ultrafiltration Cytométrie en flux
+  Congélation- +  Ultracentrifugation Immunofluorescence

décongélation Floculation

Dosage immuno-enzymatique

Figure S-14. Principales étapes de I'analyse des virus dans les échantillons environnementaux.
Une liste non-exhaustive des techniques décrites dans la bibliographie est donnée pour
chacune des étapes.
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S.6.1. Echantillonnage et prétraitements des échantillons

S.6.1.1. Stratégies et techniques d’échantillonnage

Dans tous les domaines, de la physique, de la chimie et de la biologie, I’échantillonnage est
I'un des principaux points déterminant les incertitudes qui affectent les mesures faites dans
I’environnement, Il comporte deux volets, celui de la stratégie d'échantillonnage et celui de
la technique d'échantillonnage.

La stratégie d'échantillonnage est définie sur la base de la géométrie et du
"fonctionnement" du milieu dans lequel les échantillons doivent étre prélevés. Le facteur
temps, en particulier, est I'un des principaux points de la définition d'une stratégie. Dans le
cas des eaux usées, le moment auquel I'opération doit étre conduite (heure, jour de la
semaine, date dans la saison) est déterminant, en raison du lien avec les activités humaines
mais aussi avec les conditions météorologiques, dans le cas d'un réseau unitaire (Wang et al.
2014, Cassidy et al. 2020, O'Reilly et al. 2022). La diversité des modes opératoires
d'échantillonnage ou les indications partielles qui en sont souvent données, sont est I'un des
points de la difficulté des comparaisons qui pourraient étre faites des valeurs d'élimination
des virus données dans la bibliographie, a propos de STEPs ou de procédés de traitement
considérés isolément.

Quelques études ont été consacrées spécifiguement a la définition d'une stratégie
d'échantillonnage. Sidhu et al. (2017), par exemple, montrent, dans le cas d'un traitement
par boues activées et pour trois groupes de virus, que les prélevements peuvent étre faits
sans tenir compte du temps de séjour de I'eau dans le réacteur. Ils estiment qu'une valeur
représentative de l'efficacité d'élimination des virus nécessite la prise d'un minimum de
10 échantillons répartis sur I'ensemble des saisons.

Il reste difficile de faire une généralité des résultats publiés a ce sujet. La définition d'un
protocole standard "universel" ne semble pas envisageable compte tenu de la diversité des
situations (Servetas et al. 2022). L'incitation a une forme de standardisation pourrait venir de
la production de guides définissant des stratégies d'échantillonnage en correspondance a
des "contextes types" en termes de traitement et de type de réseau, notamment (Cassidy et
al. 2020).

Le second volet de I'échantillonnage est celui des dispositifs utilisés pour la prise
d'échantillons. Outre le préléevement manuel et ['utilisation d'échantillonneurs
automatiques, un certain intérét est maintenant porté a l'application de techniques
d'échantillonnage passif a la capture des virus pour le suivi des charges virales dans les eaux
usées (Li et al. 2022). De leur revue de 11 publications dans lesquelles ce type de technique
est appliquée a la recherche du SARS-CoV2, Bivins et al. (2022) concluent a la supériorité de
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la technique, par comparaison a I'échantillonnage manuel, pour la détection du virus. Sur le
plan quantitatif, par contre les auteurs font le constat de résultats beaucoup plus contrastés

Kevill et al. (2022) ont comparé |'efficacité du papier Whatman et d’un tampon hygiénique
pour la récupération de différents virus dans les eaux usées, dont le SARS-CoV-2, le NoV GlI
et I’AdV. Leurs résultats font apparaitre une bonne performance du second matériau et une
récupération plus importante des virus non enveloppés (0.63%) par rapport aux virus
enveloppés (0.32%). Dans une autre étude, Vincent-Hubert et al. (2017) ont testé différents
types de membranes commerciales (nylon, gaze, polyfluorure de vinylidene, polyéthyléne
faible densité et Zetapor) pour la détection de NoV dans des échantillons d’eau usée
notamment. Leurs essais montrent une efficacité supérieure des membranes Zetapore, avec
un taux de récupération de 0.9% apres 24h d’incubation dans I’échantillon. Jones et al.
(2022) comparent I'efficacité de divers matériaux (fibre de verre, coton, cellulose et nylon
notamment) pour la capture de SARS-CoV-2 et du bactériophage Phi6, notamment dans des
échantillons d’eau usée. Leurs résultats font apparaitre une supériorité des échantillonneurs
a base de coton, en termes d’efficacité de récupération des virus, mais également de co(t et
de facilité de mise en place. Dans leur étude, Li et al. (2022) proposent d’adapter le type
d’échantillonneur a I'objectif recherché et a la durée de son déploiement. Leurs résultats
montrent que les échantillonneurs a base de coton paraissent mieux adaptés a la détection
de virus sur de courtes périodes, comme celle des pics journaliers d’utilisation des eaux liée
a l'activité humaines. Les échantillonneurs a base de membrane (nylon, cellulose) seraient
guant a eux plus efficaces pour les suivis intégrés dans le temps (sur 24h par exemple), carils
seraient moins susceptibles de produire de faux négatifs. D'autres matériaux ont fait I'objet
d'essai. Hayes et al. 2022 ont ainsi utilisé avec succes des grains de charbon actif pour la
récupération de SARS-CoV-2 dans les eaux usées.

La récente institution d'une "épidémiologie basée sur les eaux usées" justifie la poursuite
de la mise au point d'échantillonneurs passifs et des stratégies de sa mise en ceuvre pour en
étendre le développement (Bivins et al. 2022). C'est dans ce sens qu'a été orientée la
1% partie de notre travail dés septembre 2019 et au 1°" semestre 2020, avec la mise en
ceuvre de deux matériaux originaux, un type particulier de carbone activé et des billes de
chitosan et l'objectif de mettre au point une technique de récupération d'une partie au
moins des virus capturés, aux fins d'analyses ultérieures.
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S.6.1.2.Pré-traitements des échantillons

S.6.1.2.1. Pasteurisation

La stérilisation devrait faire partie des prétraitements a appliquer aux échantillons d'eaux
usées et de boues de STEP, en raison des risques de contamination qu'ils présentent pour les
opérateurs. Le sujet n'est pas trés documenté dans la bibliographie, mais quelques auteurs
font état de la compatibilité d'une pasteurisation a 57 — 60°C, avec les analyses réalisées
ultérieurement (La Rosa et al. 2020, Wu et al. 2020)

S$.6.1.2.2. Sonication

La sonication a pour objectif de libérer les virus des supports auxquels ils sont associés,
mais aussi de fractionner les agrégats et plus généralement, d'homogénéiser les
échantillons. Plusieurs auteurs rapportent I'amélioration effective du rendement de leur
protocole de détection des virus, apportée par une sonication, dans le cas d’échantillons
d’eaux usées et de boues (Wu et Liu 2009, Ma et al. 2013, Strubbia et al. 2019, Juel et al.
2021).

Les conditions d'application de la sonication (bain ou sonde) et son paramétrage
(amplitude et durée du traitement), doivent cependant étre soigneusement choisis pour
éviter de compromettre l'intégrité des virus. Wu et Liu (2009) ont ainsi montré, que, dans
leurs conditions opératoires, |'allongement du temps de sonication au-dela d’une minute
avait pour conséquence d'inverser le bénéfice du traitement.

S$.6.1.2.3. Ajout de surfactant

L'ajout de surfactant dans les matrices complexes, telles que les eaux usées et les boues est
utilisé pour perturber, voire rompre les interactions entre les virus et les particules
auxquelles ils sont fixés. Plusieurs études ont montré I'efficacité du pyrophosphate de
sodium, un dispersant ionique, et du Tween 80, un surfactant non ionique, pour
I'amélioration de la récupération des virus a partir de boues de STEP (Wu et Liu 2009, Brown
et al. 2015).
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S.6.2.Extraction et concentration des virus

S5.6.2.1. Techniques basées sur des processus chimiques

L’élution directe (sans pré-concentration) des virus a partir des échantillons d’eaux usées
et de boues peut étre réalisée par I'ajout d’'un tampon chimique (glycine, extrait de bceuf) ou
enzymatique. Rock et al. (2010) ont comparé |'élution a l'extrait de boeuf et I'élution a la
glycine du point de vue de la réduction des inhibiteurs d’analyse moléculaire présents dans
des échantillons de boues. Dans cette étude, ils mettent en évidence une diminution de
I'efficacité de quantification des acides nucléiques liée a I'augmentation de la charge des
échantillons en matiéres organiques consécutive a I'addition d'extrait de bceuf.

L'élution enzymatique des virus, a potentiellement deux effets bénéfiques : celui de libérer
les virus par la digestion des composés organiques auxquels ils sont accrochés, et celui de
réduire la concentration des inhibiteurs d’analyse moléculaire. Sano et al. (2003) ont montré
gue des solutions de lysozyme, de chymotrypsine et de papaine, permettaient d’améliorer
significativement la quantification des virus dans des échantillons de boues.

Ces techniques présentent chacune, son inconvénient : I'élution a I'extrait de bceuf par
I'apport potentiel d’inhibiteurs de quantification des acides nucléiques, [’élution
enzymatique par le colt des enzymes et la nécessité de respecter les conditions optimales
de pH et de température requises par leur activité.

S5.6.2.2. Techniques basées sur des processus physiques

L'ultrafiltration utilise des membranes de porosité inférieure au diamétre des virus
(Morales-Morales et al. 2003, Olszewski et al. 2005). L'ultrafiltration frontale, (passage de
I'échantillon perpendiculairement a la surface de la membrane), est sensible au colmatage.
Elle nécessite de réduire considérablement le volume filtré ou de le soumettre au préalable
a plusieurs pré filtrations. Dans le cas de la plupart des échantillons d'eau environnementale,
l'ultrafiltration tangentielle Iui est préférée (Farkas et al. 2018). Une méthode
d'ultrafiltration centrifuge a également été développée pour concentrer les virus humains
des eaux usées (Qiu et al. 2016, Fores et al. 2021).

Dans leur revue, Olszewski et al. 2005 passent en revue les performances d'un grand
nombre de techniques de filtration pour I'élimination d'éléments indésirables de I'eau, mais
aussi pour la concentration et la récupération de virus.
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L'ultracentrifugation est utilisée pour la simple concentration de particules virales dans un
culot (Schwartzbrod 2000), mais principalement, en combinaison avec des gradients de
chlorure de césium (Redman et al. 1997) ou de sucrose (Croxson et Bellamy 1981, Hurwitz et
al. 2013) pour séparer les virus des autres particules présentes dans un échantillon.

Le colt élevé de I'équipement et le petit volume d’échantillon qui peut étre analysé,
constituent les deux principaux inconvénients de la technique (Fumian et al. 2010, Prata et
al. 2012). Il semble également qu'elle puisse conduire a une concentration d’inhibiteurs qui
affectent les analyses d'acides nucléiques faites en aval (Prado et al. 2014).

S5.6.2.3. Techniques combinant processus physiques et chimiques

La méthode d’adsorption-élution repose sur la réversibilité de I'accrochage des particules
virales sur un support chargé positivement ou négativement (Prado et al. 2011, Grgndahl-
Rosado et al. 2014). Plusieurs facteurs entrent en jeu dans les phénoménes d’absorption-
élution : la charge globale de surface des particules virales, le pH, la force ionique, la
composition du milieu, ainsi que les caractéristiques du support. Les points isoélectriques
des virus entériques humains sont globalement inférieurs au pH des eaux usées (Michen et
Graule 2010). Par conséquent la charge globale de leur surface, dans ces eaux, est négative
(Hamza et al. 2009, Mayer et al. 2015). Certains composants de la matiere organique de
bouillons, tels que I'extrait de boeuf, sont susceptibles d'entrer en compétition avec les virus
pour les processus d’adsorption. De ce fait, ils sont utilisés pour en favoriser I'élution
(Pepper et Gerba 2015). Ces solutions peuvent cependant contenir des inhibiteurs qui
interferent avec les réactions des techniques d’analyse moléculaires. La méthode est plutot
adaptée a des échantillons faiblement chargés en matiéres organiques.

La floculation organique combine un processus physico-chimique, |'adsorption des
particules virales sur des protéines, qui induit la formation de flocs et une sédimentation, a
la suite de laquelle les virus sont récupérés dans le culot. Dans de nombreuses études une
floculation est réalisée a l'aide d’extrait de boeuf pour concentrer les virus a partir de
différents types d’eau (Katzenelson et al. 1976, Hurst et al. 1984, Shields et Farrah 1986). Les
alternatives les plus souvent utilisées sont la poudre de lait écrémé (Calgua et al. 2008,
Bofill-Mas et al. 2011, Victoria et al. 2014, Assis et al. 2017) et le polyéthylene glycol (PEG),
notamment pour la concentration de VHE et de NoV a partir d’eaux usées avant ou aprés
traitement (Masclaux et al. 2013, Strubbia et al. 2019). El-Senousy et al. (2013) ont montré
gu'une technique d'extraction de virus était plus efficace avec I'emploi du PEG qu'avec celui
de I'extrait de beeuf.

L'une des principales limites de ces méthodes de concentration est liée au fait qu'elles sont
basées sur la précipitation de protéines. Leur effet n'est pas sélectif et peut donc toucher les
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enzymes qui participent aux réactions d'analyse des acides nucléiques (Shieh et al. 1995,
Schrader et al. 2012, Masclaux et al. 2013). Gonzales-Gustavson et al. (2017) indiquent par
ailleurs, que la floculation basée sur I'utilisation de lait écrémé peut étre a |'origine d'une
grande variabilité des résultats, liée, entre autres, aux réactifs et au matériel utilisés.

S.6.3. Quantification des virus dans les eaux usées

Comme indiqué dans la Figure S-10, les méthodes de détection ou de quantifications des
virus des eaux usées peuvent s'adresser aux particules virales entiéres ou a leurs acides
nucléiques. La majorité de nos analyses ont été faites par quantification des acides
nucléiques viraux par des techniques de biologie moléculaire.

S$.6.3.1. Analyse basée sur la détection des acides nucléiques viraux

S.6.3.1.1. Extraction des acides nucléiques

L'analyse des virus basée sur la détection ou la quantification de leurs acides nucléiques
implique trois étapes successives: lyse, purification et récupération, auxquelles des
spécifications particuliéres s'appliquent dans le cas des eaux usées.

La lyse chimique est la méthode la plus couramment employée pour I'analyse de virus en
eaux usées. Des détergents tels que le Triton X-100, le NP-40 ou le SDS sont utilisés pour la
solubilisation des lipides de la membrane des virus enveloppés. Des agents chaotropiques
tels que le chloroforme, le thiocyanate de guanidine, un borate ou des mélanges de
Tris/EDTA/NaCl/SDS sont utilisés pour la dénaturation des protéines de la capside.

La lyse enzymatique (protéinase K) est aussi utilisée dans le méme but (Le Guyader et al.
2013, Mallmann et al. 2021) mais en nécessitant de placer I’échantillon dans des conditions
de pH et de température optimales a I'activité enzymatique.

L'ajout d’'une désoxyribonucléase peut venir compléter la lyse en prévenant une
contamination par de I'ADN qui pourrait fausser les résultats lors d’une analyse d’ARN. Un
principe symétrique est appliqué a I'analyse d’ADN avec I'utilisation de ribonucléase.

La plupart des études récentes qui impliquent une analyse des virus en eaux usées, font
appel a des kits d’extractions commerciaux dans lesquels la purification et la récupération
des acides nucléiques est faite a I'aide de colonnes ou de billes de silice. La liaison de I'ADN a
la silice en présence d’iodure de sodium (un sel chaotropique) a été exploitée pour la
premiere fois par Vogelstein et Gillespie (1979) pour extraire de I’ADN d'un gel d'agarose. En
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1990, Boom et al. ont développé une méthode dans laquelle la silice, est associée au
thiocyanate de guanidine, en tant qu'agent chaotropique, pour purifier les acides nucléiques
a partir de sérum humain et d'urine. Les colonnes de silice, tendent a étre remplacées par
des extracteurs automatiques ou semi-automatiques, utilisant des billes magnétiques de
silice. Ces appareils permettent de réduire la dispersion des résultats liée aux manipulations
humaines mais il ne se prétent pas a des modifications de protocoles qui restent souvent
nécessaires en réponse a la variabilité de la composition des eaux usées.

S.6.3.1.2. Réactions de polymérisation en chaine

Le développement des techniques de biologie moléculaire des le milieu des années 80 a
constitué une avancée majeure dans le domaine de la virologie environnementale,
permettant notamment d’étendre les analyses aux virus non cultivables.

La PCR conventionnelle est une méthode qui repose sur I'amplification spécifique d'un
fragment d'ADN a I'aide d’une enzyme de type ADN polymérase. Dans le cas des virus a ARN,
il est donc nécessaire d’ajouter en amont une étape de rétrotranscription de ’ARN en ADN
complémentaire grace a l'action d’une transcriptase inverse. On parle alors de Reverse
Transcription-PCR (RT-PCR). La spécificité de cette technique repose sur |'utilisation d’une
paire d'oligonucléotides (amorces) flanquant de part et d’autre le fragment d'acide
nucléique qui doit étre répliqué, définissant ainsi le site de départ de la polymérase.
L'amplification par PCR fait ensuite appel a une enzyme thermostable pour synthétiser de
nouveaux brins d'ADN a partir des brins existants dans I'extrait. La PCR se déroule en trois
étapes : dénaturation ou séparation des brins d'ADN double a une température > 90 °C,
hybridation des amorces a la matrice ADN a une température proche de leur température de
fusion (Tm), et élongation a une température adaptée a l'activité de I'enzyme utilisée. La
répétition de ces trois étapes produit une amplification exponentielle de copies de Ia
séquence d’intérét. La PCR peut également étre réalisée en deux étapes, combinant
I'hybridation et I'élongation, ce qui permet de réduire le temps d'amplification (Girones et al.
1993, Jin et al. 2014). Dans le cas d’'une PCR conventionnelle, les produits de PCR sont
soumis a une électrophorese sur gel d'agarose et colorés a I'aide d’agents intercalants grace
auxquels une analyse visuelle qualitative (absence/présence), voire semi-quantitative, des
résultats peut étre effectuée.

La PCR quantitative (QPCR, ou RT-gPCR dans le cas des virus a ARN) permet I'amplification
et la détection simultanées d'acides nucléiques, éliminant ainsi I'étape de migration et
visualisation sur gel. La gPCR permet donc d'obtenir des données quantitatives. Elle est
également plus sensible que la PCR conventionnelle. Dans cette méthode, les produits de
PCR sont marqués a I'aide de colorants intercalants ou de sondes fluorogéniques, dont la
fluorescence est mesurée a chaque cycle. Le principe de la quantification repose sur la
corrélation entre l'intensité de I'émission de fluorescence et le nombre de cycles nécessaires
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pour dépasser un seuil de détection correspondant au nombre de cycles a partir duquel le
signal de fluorescence entre dans une phase exponentielle (cycle de quantification ou cq). La
mesure est exploitée a I'aide d’une courbe d'étalonnage préalablement établie.

Dans le cas de la PCR digitale (dPCR ou RT-dPCR dans le cas des virus a ARN), I’échantillon
est mis en présence de I'ensemble des réactifs de PCR, puis fractionné en plusieurs milliers
de partitions. Au terme de l'amplification, chaque partition peut donc contenir 0, 1 ou
plusieurs copies de la cible. L'instrument mesure le nombre de partitions positives (dans
lesquelles une amplification s'est produite) et négatives. Les résultats font |'objet d'une
exploitation statistique, sous I'hypothese que la distribution des copies de la cible dans les
fractions positives est conforme a la loi de Poisson.

Ces techniques PCR présentent I'inconvénient d’étre sensibles a de nombreux composés
présents dans les échantillons environnementaux (Sidstedt et al. 2017). Il a été montré que
les résultats de dPCR sont moins affectés par ces inhibitions du fait que la dPCR ne nécessite
pas |'établissement de courbes de calibration et sans doute aussi, du fait que le
fractionnement de I'échantillon abaisse la probabilité de la présence d'inhibiteurs dans les
partitions (Sidstedt et al. 2020). Les qPCR et dPCR sont également coliteuses en équipement
et réactifs, et requiérent une expertise technique.

S.6.3.1.3.5équencage

Le séquencgage ouvre la voie a une analyse plus fine des virus dans I'environnement, telles
que la diversité virale, le génotypage et l'identification et le suivi de nouveaux variants
(Arana et al. 2014, Ogorzaly et al. 2015, Strubbia et al. 2019 Wurtz et al. 2021).

La technique de séquencage la plus simple est basée sur la méthode Sanger. Elle a été
appliquée dans plusieurs études de la diversité virale dans les eaux usées (Prado et al. 2011,
Hellmér et al. 2014, Montazeri et al. 2015, Ibrahim et al. 2017, Di Profio et al. 2019).

De gros progrés ont été réalisés avec les techniques de séquengage haut débit qui
permettent I'analyse simultanée d'un tres grand nombre d'échantillons grace a la production
simultanée de millions de copies de fragments d'ADN (Reuter et al. 2015). La diminution de
leur colt a permis une large extension de leurs applications, notamment a des études sur la
prévalence et la diversité des virus dans des échantillons d'eaux usées et de boues (Bibby et
Peccia 2013, Fumian et al. 2019, Hoy 2019, Martinez-Puchol et al. 2020).

Ces techniques nécessitent toutefois I'acquisition d’équipement et de réactifs colteux et
surtout une expertise a la fois technique et dans le domaine de la bio-informatique pour le
traitement des données. Par ailleurs, diverses études métagénomiques mettent en évidence
les limites des bases de données disponibles pour l'identification des génomes viraux
récoltés dans les échantillons d’eaux usées (Tamaki et al. 2012, Ng et al. 2012).
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L’enrichissement de ces bases de données publiques constitue un enjeu crucial pour le
développement des analyses de diversité virale dans I’environnement.

S.6.3.2. Analyses basées sur la détection de virus entiers

S.6.3.2.1. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique permettant le comptage et I'analyse des
caractéristiques (diamétre équivalent, forme, absorbance, fluorescence) de particules en
suspension dans un liquide. Un marquage optionnel des objets d'intérét peut étre effectué, a
I'aide de fluorophores, par exemple, avant que la suspension soit injectée dans I'appareil.
Les particules sont sérialisées dans un tube capillaire et passent devant un ou plusieurs
faisceaux laser pour I'enregistrement de signaux de diffusion, d'émission de fluorescence et
d'absorption. La technique a été utilisée pour déterminer I'abondance des virus dans des
échantillons d’eaux usées et de boues de station d’épuration (Ma et al. 2013, Brown et al.
2015).

Au-dela de I'expertise technique et du colt élevé des équipements, la cytométrie en flux
nécessite de travailler avec des échantillons prétraités pour isoler, autant que possible, les
virus autochtones des éléments auxquels ils peuvent étre associés (flocs, notamment).

S.6.3.2.2. Microscopie électronique (MET, MEB)

La microscopie électronique a transmission (MET) et la microscopie électronique a
balayage (MEB) sont des techniques d’'imagerie permettant la visualisation d’échantillons a
I’échelle nanométrique (résolution de I'ordre de 1 nm et de 0.2 nm, respectivement, pour un
MEB et un MET) et jusqu'a quelques angstroms avec les TEM haute résolution (résolution de
I'ordre de 0.5 A). Elles jouent un rdle important dans I'identification et la classification des
virus en fonction de leur morphologie (Roingeard et al. 2019). La MET donne des indications
sur la composition interne des objets visualisés, alors que la MEB une technique d'imagerie
de surface. Les observations d’échantillons "environnementaux" au MEB peuvent étre
réalisées sous vide partiel, en atmosphére humide afin de préserver les échantillons de la
déshydratation et ainsi I'apparition d’artefacts. La préparation des échantillons de nature
biologique a une observation au MEB consiste essentiellement en une métallisation (or,
argent, platine).

L'utilisation de ces techniques présente plusieurs inconvénients: la recherche et la
visualisation des virus dans des échantillons environnementaux reste longue et fastidieuse
car difficilement automatisable (Barreto-Vieira et Barth 2015). Elles nécessitent des
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équipements colteux et une expertise technique avancée. Dans le cas des virus, elles
s'appliquent a des échantillons dont la concentration en virus est importante (tissus, liquides
biologiques infectés, cultures), en tant qu'outil de diagnostic et d'identification (Roingeard et
al. 2018) ou préalablement traités pour en augmenter la concentration. La TEM a cependant
été utilisée par Wu et Liu (2009) pour étudier la morphologie de virus issus d'échantillons de
boues de STEP, sans qu'il y ait nécessité d'une pré concentration.

S.6.3.2.3. Microscopie en épifluorescence

En virologie, les techniques d’observation par microscopie en épifluorescence sont
principalement utilisées pour la détection des acides nucléiques et des protéines des
capsides.

Les travaux d'Otawa et al. (2007) et Wu et Liu (2009) sont des exemples d'application de la
microscopie en épifluorescence a la visualisation d'acides nucléiques viraux. L'échantillon est
tout d’abord filtré sur membrane de faible porosité (généralement 0.22 um) pour concentrer
les virus. lls sont ensuite perméabilisés pour permettre a un fluorophore de se fixer sur les
acides nucléiques. Le dénombrement est effectué a partir de la fluorescence émise par les
particules virales ainsi marquées (Ortmann et Suttle, 2009). Le SYBR Green | est I'un des
fluorophores utilisés pour la recherche de virus dans les eaux usées et boues de STEP (Otawa
et al. 2007, Wu et Liu 2009). Les résultats de Forterre et al. (2013) montrent cependant une
faible efficacité de cette technique pour la détection de virus a ADN simple brin ou de virus a
ARN, cette derniére catégorie représentant la majorité des virus entériques humains.

L'immunofluorescence est une technique de détection des protéines de la capside des
virus a l'aide d'anticorps fluorescents. L’échantillon a analyser est fixé sur un support (lame
de microscopie) puis mis en présence d'un anticorps primaire, spécifiquement dirigé contre
les protéines du ou des virus étudiés. Des anticorps secondaires, couplés a un fluorophore,
viennent ensuite se fixer sur I'anticorps primaire. Les plages fluorescentes correspondantes
au complexe sont observées sous microscope (Dowd et al. 2009, Im et al. 2019).

La méthode a été utilisée pour la quantification d’HAdV dans des échantillons de boues et
d’eau usées de STEPs (Schlindwein et al. 2010, Calgua et al. 2011). Elle a également été mise
en ceuvre pour l'analyse de l'infectivité de certains virus (Calgua et al. 2011). Elle est
dépendante de la disponibilité des anticorps et ses résultats sont tributaires de leur
spécificité.
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S.6.3.2.4. Dosage immunoenzymatique (ELISA)

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est le nom donné a une méthode
immuno-enzymatique d'analyse de protéines, d'anticorps, d'antigenes, d'hormones dans les
fluides corporels. Il existe plusieurs variantes de cette technique : ELISA direct, indirect, en
sandwich et compétitif. Toutes font appel a un anticorps auquel est greffé un enzyme dont
le role est de cliver un substrat pour libérer un pigment, ou un composé fluorescent, dont la
concentration est corrélée a celle de I'antigéne dans |'échantillon analysé (Gan et Patel
2013).

Les variantes différent principalement par le mode d'accrochage de I'antigene a analyser a
la paroi d'un tube a essai (fixation directe ou par l'intermédiaire d'un anticorps) et par la
mise en ceuvre, ou non, d'un anticorps dit secondaire, qui est alors celui qui porte I'enzyme.

La méthode est utilisée pour un grand nombre de tests dans le domaine de la santé. Nasser
et al. (1995) ont validé I'applicabilité de cette technique au domaine des analyses
environnementales, avec celle de poliovirus dans des échantillons d’eaux usées et d’eaux de
surface. Kargar et al. (2013) ont également utilisé cette technique pour I’évaluation de la
rétention de rotavirus par des systémes de traitement des eaux usées urbaines et
hospitalieres. Tout comme pour I'immunofluorescence, les principales limites de ces
techniques résident dans la disponibilité et la spécificité des anticorps spécifiques, ainsi que
dans leurs co(ts de production (Boonham et al. 2014).

S$.6.3.2.5. La culture cellulaire

Qu'elle soit qualitative ou quantitative, I’analyse des virus par culture sur lignée cellulaire
exploite les effets induits par l'infection (effets cytopathiques ou ECP) sur une culture de
cellules hotes (Qiu et al. 2018). Dans le cas de I'analyse de virus environnementaux, une
décontamination préalable de I’échantillon peut étre requise afin de limiter la présence
d’éléments pouvant déclencher des effets cytotoxiques chez I’hGte et conduire ainsi a une
fausse interprétation des résultats.

La culture des virus peut étre réalisée sur gélose ou en milieu liquide. Sur gélose, I'infection
des cellules s’effectue de proche en proche, les virus libérés lors de la lyse d’une cellule
n’infectant que les cellules adjacentes. Ce phénomeéne conduit a I'apparition de plages de
lyse circulaires visibles a I'ceil nu. Le niveau d'infection est obtenu par le dénombrement de
ces plages de lyse, rapporté au volume et a la dilution de I’échantillon. Dans les cultures en
milieu ligquide, l'infection des cellules est plus ou moins homogeéne, et peut conduire a la
dégradation de toutes les cellules du milieu.

Quel que soit le mode de culture, la quantification des virus est faite selon deux méthodes :
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- La recherche de la dilution limite qui se traduit par une valeur de "dose
infectieuse 50%" (TCID50 ou Tissue culture infective dose 50%) (Hierholzer et
Killington 1996). Des cultures cellulaires sont inoculées par des dilutions en cascade
de I’échantillon. La TCID50 est la dilution pour laquelle 50 % des réplicas présentent
un ECP.

- La méthode du nombre le plus probable (NPP) (McCrady, 1915). La
préparation est la méme que pour la méthode précédente. C'est le nombre de
réplicas présentant un ECP, pour une dilution donnée, qui est utilisé pour une
évaluation statistique de la concentration initiale des virus (Suttle 1993).

La principale, limite a la mise en ceuvre généralisée de ces méthodes est que nous ne
disposons pas, actuellement, de lignée cellulaire sur lesquelles certains virus entériques, tels
qgue les NoV, peuvent étre cultivés in vitro. Par ailleurs, certains virus comme les RoV et les
VHA n’induisent pas d’ECP aisément détectables.

S.6.3.2.6. Les techniques alternatives pour I'analyse des virus infectieux

L'infectivité des virus est définie par leur capacité a entrer dans une cellule héte et a en
détourner la machinerie cellulaire au profit de leur multiplication. La conservation du
caractere infectieux des virus humain dans I’environnement est une question centrale de la
virologie des eaux, mais comme indiqué au début de ce chapitre, les techniques de
guantification par PCR et de séquencage ne permettent pas d’obtenir des informations sur
I'intégrité physique des virus étudiés et leur capacité infectieuse. La culture cellulaire reste
donc actuellement la technique de référence pour I'étude des virus infectieux, avec les
limites exposées précédemment. Des approches complémentaires, abordées dans les
paragraphes suivants, ont été proposées pour y répondre.

Il est possible de combiner la culture cellulaire et la PCR pour limiter les désavantages de
chacune des méthodes lorsqu'elles sont utilisées individuellement, grace a I'Integrated Cell
Culture-PCR (ICC-PCR). Cette technique permet d’obtenir des informations sur linfectivité
des virus étudiés tout en étant plus rapide et sensible qu’une culture « classique » (Lee et
Kim 2002, Chowdary et al. 2005, Prado et al. 2019). Au méme titre que la culture cellulaire,
elle présente cependant le défaut majeur de n’étre applicable qu’aux virus cultivables.

Des techniques combinant un traitement préalable des échantillons par des colorants
(propidium monoazide, ethidium monoazide) et la gPCR (PMA-qPCR et EMA-qPCR), ont
également été proposées comme alternatives a la culture cellulaire. Leur principe repose sur
la capacité de colorants intercalants a se lier aux acides nucléiques accessibles (génomes
libres ou associés a des capsides endommagées) ce qui empéche leur amplification par
gPCR. L'opération est faite avant le traitement d’extraction. La liaison est stabilisée par une
photoactivation. Seuls les génomes des virus dont la capside est intacte peuvent alors étre
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détectés, ce qui permet de discriminer les virus viables de ceux dont la capside est
détériorée (Prévost et al. 2016, Leifels et al. 2021). Une autre méthode consiste a combiner
un prétraitement enzymatique (protéinase K et ARNase) de [I'échantillon et une
guantification par qPCR (ET-gPCR). Cette technique a été particulierement utilisée pour
étudier les effets de traitements de désinfection (UV, chaleur, chloration) (Bofill-Mas et al.
2006, Pecson et al. 2009). En effet, les capsides endommagées par ces traitements sont plus
sensibles a l'action de la protéinase K que les capsides intactes, ce qui favorise la
dégradation des génomes qu’elles renferment par I’ARNase (Nuanualsuwan et Cliver 2003,
Pecson et al. 2009). Bien que ces méthodes limitent la surestimation des virus quantifiés par
(RT-)gPCR, elles ne permettent pas réellement de statuer sur I'infectivité des virus, car elle
ne dépend pas uniquement de I'intégrité de la capside (Hamza et el. 2011).

S.6.4. Les virus modeéles

Les virus modeles constituent une autre voie alternative pour I'étude de l'infectivité virale,
notamment lorsque la manipulation du virus étudié présente un danger trop important pour
les opérateurs. Les modeles viraux peuvent également étre utilisés pour |'étude en
microcosme de la dispersion des VEH dans I'environnement, ou plus globalement dans les
études d’évaluation de la réduction des charges virales par les STEPs.

Le choix des modeles viraux se base idéalement sur leur facilité de production/de
détection, leur faible co(t et leur absence de pathogénicité pour I’humain. Selon le type
d’étude mis en place, leur sélection doit également respecter certains criteres de similarité :
caractéristiques structurelles et/ou génomiques (taille, charge de surface, hydrophobicité,
reconnaissance de sites d’accrochage spécifique, nature de l'acide nucléique), cinétique
d’inactivation, résistance aux conditions environnementales (Duizer et al. 2006, Tableau S-2).
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Tableau S-2. Exemples d’études utilisant des virus modeles des VEH. FCV = calicivirus félin :
MNYV = norovirus murin ; PMMoV = virus de la marbrure légére du piment ; TMV = virus de la
mosaique du tabac ; VLP = Pseudo particule virale.

Type d’étude

Principaux critéres de choix

virus modeles

Références

Inactivation
/ Infectivité

du virus modeéle

Autres
Caliciviridae
(FCV, MNV,
virus Tulane)

Modele cellulaire disponible, ~ Bactériophages

rapidité, faible co(t,
persistance similaire

Virus de plante
(PMMoV)

VLP

Wobus et al. 2006
Bae et Schwab 2008
Davis et al. 2012
Araud et al. 2020

Bae et Schwab 2008
Havelaar et al. 1990
Flannery et al. 2013
Hata et al. 2016

Shirasaki et al. 2020

Caballero et al. 2004
Loisy et al. 2005

Réduction par

Bactériophages

Similarités structurelles

(taille, charge de surface, Virus de plante

Cahn et al. 2021
Haramoto et al. 2015
Hata et al. 2013

Lee et al. 2017

Kitajima et al. 2014

les établi t , AR itaii
esdz :z;::::z:: s hydrophobicits), capacité a (PMMoV, TMV) Kltajlr'na etal. 2014
des eaux reconnaitre des sites Schmitz et al. 2016
d’accrochage spécifique Shrestha et al. 2018
Tandukar et aL 2020
VLP Shirasaki et al. 2010,
Matsushita et al. 2013
Autres Bae et Schwab 2008
Caliciviridae Tian et al. 2013
Persistance Persistance similaire dansles ~ (FCV, MNV,  Drouaz et al. 2015

dans
I'environnement

milieux aquatiques et vis-a- virus Tulane)

vis des traitements

Bactériophages

Skraber et al. 2009
Ogorzaly et al. 2010
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S.6.4.1. Caliciviridae

Plusieurs virus entériques infectant d’autres especes animales sont utilisés comme
modeéles des virus entériques humains. C'est le cas, notamment, du norovirus murin, du
calicivirus félin, et du virus Tulane, tous appartenant a la famille des Caliciviridae.

Découvert en 2003 par Karst et al. chez des souris de laboratoire, le norovirus murin
(MNV-1), a depuis été utilisé comme contrbéle dans de nombreuses études, en raison de ses
similarités structurelles et génomiques avec les norovirus humain (Wobus et al. 2006, Bae et
Schwab 2008, Davis et al. 2012, Kitajima et al. 2014, Hennechart-Collette et al. 2015). Ce
virus présente également I'avantage d’étre facilement cultivable sur les lignées cellulaires de
macrophages de souris (Hwang et al. 2014). Le calicivirus félin (FCV) appartient au genre
Vesivirus, et affecte les voies respiratoires des chats. A I'instar du Norovirus murin, le FCV a
I’avantage d’étre cultivable in vitro (Stuart et Brown, 2006). Dans une étude comparative sur
la persistance de modeles viraux dans les eaux de surface et les eaux souterraines, Bae et
Schwab (2008) ont montré que les MNV présentaient une persistance similaire a celles des
HuNoV. Leurs résultats indiquent par ailleurs que le FCV serait moins stable que les MNV et
MS2, soulevant la question de sa pertinence en tant que modele des HuNoV dans ce type
d’études. Dans un autre domaine, les trois virus (MNV, FCV et MS2) ont été utilisés a la
recherche d'une éventuelle capacité du chitosan, un polymére d’oligosaccharides, a inactiver
les virus entériques (Su et al. 2009).

Le virus Tulane (TV) est le seul membre du genre Recovirus. Ce virus, initialement isolé en
2008 a partir d’échantillons de selles de macaques Rhésus, présente des caractéristiques
phylogénétiques proches de celles des NoV (Farkas et al. 2008). Il a depuis été utilisé comme
modele candidat des HuNoV dans des études d’inactivation (Araud et al. 2020) et de
persistance virale (Tian et al. 2013, Drouaz et al. 2015). Cependant, la mise en évidence
d’une transmission zoonotique (Farkas et al. 2010, Smits et al. 2012, Farkas et Wong 2014)
remet en cause la sécurité de leur utilisation en tant que virus modéles.

S5.6.4.2. Bactériophages

Les coliphages somatiques représentent une large variété de phages aux caractéristiques
morphologiques et génomiques trés variées. lls sont répartis dans 4 familles: les
Microviridae. les Myoviridae, les Podoviridae et les Siphoviridae. Leur mécanisme d’infection
repose sur un accrochage a des récepteurs de la paroi des bactéries hotes. Les
bactériophages ARN-F spécifiques appartiennent aux genres Levivirus et Allolevivirus, de la
famille des Leviviridae. Les membres de cette famille sont classés sur la base de leur
sérotypage dans 4 génogroupes (Gl a GIV) dont les représentants respectifs sont les phages
MS2, GA, QB et SP (Furusuke et al. 1987). lls se distinguent des coliphages somatiques par
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leur mécanisme d’infection, I'accrochage sur I'h6te se faisant lors de la phase exponentielle
de croissance, sur un pilus sexuel exprimé par les bactéries porteuses d’un plasmide codant
pour le facteur F. Parmi les hotes de ces bactériophages, on retrouve notamment des
Escherichia coli (Rappaport et al. 1965), Pseudomonas aeruginosa (Pourcel et al. 2017),
Caulobacter crescentus (Schmidt et al. 1965) et Acinetobacter spp. (Klovins et al. 2002). lls
présentent par ailleurs des caractéristiques morphologiques et génomiques similaires a la
majorité des virus entériques humains, avec une capside icosaédrique d’environ 20 a 30 nm
de diamétre renfermant un ARN simple brin a polarité positive.

Les coliphages somatiques et les bactériophages ARN F-spécifiques sont utilisés dans de
nombreuses études portant sur I'infectivité, la résistance aux traitements de désinfection ou
la réduction des charges virales par les STEPs (Havelaar et al. 1990, Flannery et al. 2013, Hata
et al. 2013, Haramoto et al. 2015, Lee et al. 2017). lls sont également proposés comme
indicateurs de pollution virale et présentent une persistance similaire, voire supérieure, a
celle des virus entériques humains dans les eaux usées (Bitton 2010, Gerba et al. 2015,
Ogorzaly et al. 2010, Ikner et al. 2011, Prévost et al. 2015).

En théorie, les coliphages somatiques et ARN-F spécifiques devraient étre susceptibles de
se répliquer dans les milieux aquatiques ou leurs hotes ont été détectés. La question fait
cependant débat, car plusieurs auteurs font remarquer que les eaux environnementales, y
compris les eaux usées riches en bactéries entériques, ne présentent pas les conditions
nécessaires a la multiplication des bactéries hotes et a |'expression des récepteurs
spécifiques (condition de température notamment, préférentiellement > 30°C) (Novotny et
Lavin 1971, Grabow et al. 1980, Grabow et al. 2001, Jofre et al. 2009).

S$.6.4.1. Virus de plantes

Deux virus de plantes, appartenant au genre Tobamorivus (famille des Virgaviridae) ont plus
récemment été proposés comme modele de virus entériques humains. Il s’agit de virus a
ARN simple brin (polarité positive), non enveloppés, avec une capside cylindrique d’environ
300 nm de long et 18 nm de diametre (Lewandowski 2008).

Parmi les membres appartenant a ce genre, le virus de la marbrure bénigne du piment
(PMMoV ou Pepper Mild Mottle Virus) a été proposé comme modeéle pour I'étude de la
réduction des charges en virus entériques humains par les traitements d’épuration des eaux
usés (Kitajima et al. 2014, Schmitz et al. 2016, Kitajima et al. 2018, Tandukar et al. 2020) et
de I'effet de traitement d’inactivation (Shirasaki et al. 2020). De la méme maniere, le virus
de la mosaique du tabac (TMV pour Tobacco Mosaic Virus) a été utilisé dans diverses études
sur la réduction des charges virales au cours des traitements d’épuration (Shrestha et al.
2018, Tandukar et al. 2020).
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S.6.4.2.Pseudo Particules Virales

Les pseudo particules virales ou virus-like particles (VLPs) sont issues de I'expression et
I'autoassemblage de protéines de capside obtenu in vitro. Des "rotavirus-like particles" ont
été utilisées pour I'étude de la persistance et de la résistance des rotavirus a I'inactivation
par Caballero et al. (2004) dans des eaux de surface et marines, et par Loisy et al. (2005)
dans des mollusques. D’autres auteurs ont fait usage de VLPs, pour I'étude de la rétention
des norovirus par des procédés de potabilisation d’eau (Shirasaki et al. 2010, Matsushita et
al. 2013).

L'utilisation des VLPs est limitée du fait qu'elles ne contiennent pas d’acide nucléique, ce
qui impligue une quantification restreinte a des techniques de cytométrie, de microscopie
ou d’'immunologie. De plus, des différences de comportement peuvent étre attendues entre
les virus complets et les VLPs correspondantes, du fait de I'incidence du génome viral sur les
charges de surface de leur capside (Dika et al. 2011).

S.6.5. Contréle des techniques d’analyse des virus entériques humains dans
les eaux usées

Une revue exhaustive des techniques de détection des virus dans les eaux usées et dans les
boues a été publiée par Corpus et al. (2020). Elle confirme les difficultés techniques
associées a ces mesures et la nécessité de leur apporter des améliorations (Tableau S-2).

Plusieurs auteurs soulignent la variabilité des performances des techniques les plus
couramment mises en ceuvre pour la collecte des charges virales dans ces milieux complexes
(Prado et al. 2014, Ahmed et al. 2020). Monpoeho et al. 2001 en font la démonstration avec
la comparaison de différentes techniques d'analyse d'échantillons de boue. Leur constat
rejoint celui de beaucoup d'autres, relatif notamment au probléme posé par des composés
inhibiteurs pour les réactions d'amplification des acides nucléiques.

Chacune des méthodes décrite précédemment présentent donc des limites (tableau S-3)
qu'il convient d'évaluer par différents types de controdles.
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Tableau S-3. Principales techniques d'analyses des VEH dans les eaux usées et boues de
STEPs, et leurs limites.

Volume d’échantillon important
Adsorption-élution Adapté aux échantillons peu chargés
Co-concentration d’inhibiteurs des analyses moléculaires

Elution directe Co-concentration d’inhibiteurs des analyses moléculaires
Extraction et

concentration des virus Ultrafiltration

Adapté aux échantillons peu chargés
Débit lent
Equipement colteux

Ultracentrifugation ) e Ll i )
Co-concentration d’inhibiteurs des analyses moléculaires

Floculation organique Inhibiteurs des analyses moléculaires

Equipement coliteux
(RT-)gPCR Compétence techniques avancées
Sensibilité accrue aux inhibiteurs
Détection des acides Equipement coliteux
nucléiques (RT-)dPCR Compétence techniques avancées
(analyses moléculaires) Sensibilité accrue aux inhibiteurs
Equipement colteux
Séquencage Compétence techniques avancées
Sensibilité accrue aux inhibiteurs

Long

Culture cellulaire Nécessite une décontamination ou un modele cellulaire

Uniquement pour les virus cultivables et ayant un ECP
Equipement colteux

Uniquement pour les virus cultivables et ayant un ECP

Détection des virus
infectieux

ICC-PCR

S.6.5.1. Les contréles de process

Dans le domaine de la virologie le contrble de I'efficacité et du bon déroulement d’une
technique d’analyse est effectué par l'ajout (ou « spiking ») dans I’échantillon d’une
suspension virale calibrée. L'efficacité globale d’un protocole est évaluée par spiking de
I’échantillon brut, non traité. Il peut aussi étre fait en amont de chacune des étapes d'un
protocole (extraction des virus, concentration et purification des particules ou des acides
nucléiques, détection) pour en tester I'efficacité spécifique. En paralléle, un contréle négatif
correspondant a I’échantillon brut, non « spiké », doit étre mis en place afin de vérifier
I’'absence de contamination au cours du processus analytique.
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Au méme titre que les virus modeéles, les virus controles utilisés dans ces opérations
doivent répondre a certains criteres :

- Présenter des caractéristiques morphologiques, génomiques et physico-
chimiques similaires a celles des virus auxquels ils se substituent, afin de mimer au
mieux leur comportement vis-a-vis des traitements appliqués ;

- Etre facilement quantifiables par la méthode d’analyse choisie ;

- Dans l'idéal, ne pas étre naturellement présents dans les échantillons
analysés. S’ils le sont, leur concentration doit étre suffisamment faible par rapport a
celle résultant de I'ajout qui est fait a I'échantillon.

Le norovirus murin est choisi comme virus contréle dans de nombreux travaux relatifs aux
norovirus et adénovirus humains (Hata et al. 2013, Kitajima et al. 2014, Hennechart-Colette
et al. 2015, Hjelmso et al. 2017), pour ses similarités avec les HuNoV, sa simplicité de
manipulation et son absence de pathogénicité pour les humains. Nous avons également fait
ce choix, en toute logique avec les orientations de notre travail. Le MNV-1 a aussi été utilisé
en tant que virus modéle, dans quelques-unes de nos expériences.

La bibliographie montre qu'il est aussi fait appel a d’autres virus pour le contréle des
analyses, a 'exemple des bactériophages PP7 (Rajal et al. 2007, Fumian et al. 2010, Prado et
al. 2019) et des Mengovirus (Sima et al. 2011, Da Silva et al. 2007, Coudray-Meunier et al.
2015, Farkas et al. 2018, Teixeira et al. 2020, Truchado et al. 2021, Giron-Guzman et al.
2023). Des virus entériques humains peuvent, eux aussi, étre utilisés afin de fournir une
estimation plus fidele de I'efficacité de récupération d’une technique, a I'exemple de I’'HAdV
et du NoV (Albinana-Gimenez et al. 2009, Victoria et al. 2010, Fumian et al. 2019), avec
I'inconvénient de présenter un risque pour les opérateurs.

S.6.5.2. Les contrdles d’inhibition PCR

Comme indiqué précédemment, les techniques d’amplification moléculaire des génomes
viraux présentent une sensibilité particuliere a certains composés dits "inhibiteurs de PCR".
Ces substances peuvent étre initialement présentes dans I’échantillon — acides humiques,
acides fulvigues, polyphénols, enzymes, débris cellulaires, ions métalliques — ou avoir été
introduits dans un échantillon lors des précédentes étapes d’analyse — sels, détergents,
matiére organique — (Abbaszadegan et al. 1993, ljzerman et al. 1997, Monteiro et al. 1997,
Wilson 1997, Queiroz et al. 2001, Huggett et al. 2008). Le potentiel inhibiteur de ces
composés peut intervenir a différents niveaux (Schrader et al. 2012) :

- Interférence avec les acides nucléiques

- Inhibition des enzymes (transcriptase inverse, ADN polymérase)
- Interférence avec les amorces et/ou les sondes

- Altération de |'émission de fluorescence
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La recherche d’optimisation des protocoles et des réactifs d’extraction et de (RT-)PCR est
donc nécessaire lors de la mise en place d’une analyse. Mais ces stratégies peuvent s’avérer
insuffisantes dans le cas d’échantillons a la fois complexes et dont la composition est tres
variable, tels que les eaux usées et les boues de STEPs. La dilution des extraits d’acides
nucléiques est une méthode largement répandue pour limiter ces phénomenes d’inhibition
(da Silva et al. 2008, Gibson et al. 2012, Hamza et al. 2024) mais elle peut augmenter le
risque de surestimation ou de faux négatifs en cas de dilution inadaptée (Wang et al. 2017,
Bott et al. 2023). Des kits commerciaux dit « suppresseurs d’inhibiteurs » sont également
disponibles. D’aprés une étude de Hamza et al. (2024), leur efficacité reste cependant
fortement dépendante du type d’échantillon étudié, du type de traitement appliqué a
I’échantillon et varie selon les inhibiteurs. Les mémes auteurs ont montré que le DAX-8, un
polymére insoluble, a une efficacité supérieure a celles de certains kits commerciaux pour
I’élimination des acides humiques. La possibilité de neutraliser plusieurs types d'inhibiteurs
par l'ajout, dans la réaction de (RT-)PCR, de substances telles que la protéine du géne 32 du
bactériophage T4 ou l'albumine sérine bovine (BSA) a également été décrite (Kreader et al.
1996, Villalva et al. 2001, Opel et al. 2010). Plusieurs études, relatives a des échantillons
environnementaux, montrent que I'effet des composés inhibiteurs est en partie réduit, dans
I’analyse des extraits par dPCR, du fait de la partition des échantillons en plusieurs milliers de
fractions analysées individuellement (Racki et al. 2014, Ahmed et al. 2022).

Quelle que soit la méthode utilisée, la présence potentielle d’inhibiteurs de (RT-)PCR dans
I'extrait traité ne peut étre écartée et doit étre évaluée par la mise en place de controles. On
en distingue deux types: les contrbles internes et externes. Les contrdles internes
correspondent a I'ajout d’une solution calibrée d’acides nucléiques dont la séquence différe
(au moins partiellement) de la séquence cible. L'utilisation de contrbles externes implique
I’'ajout d’une solution calibrée d’acides nucléiques comprenant la séquence cible (Hoorfar et
al. 2004, Schrader et al. 2012). Cette technique permet d'estimer I'inhibition spécifique a la
cible, mais elle double le nombre d'analyse.

Des contréles supplémentaires permettent de vérifier le bon déroulement de la réaction de
(RT-)gPCR : un contréle positif pour s’assurer de l'efficacité de I'amplification de la cible
(généralement un plasmide dans lequel est inséré la séquence d’intérét ou un extrait
génomique de la cible) et un controle négatif pour vérifier I'absence de contamination
(généralement, de I'’eau ultrapure stérile).
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Objectifs

Ce travail a été initié au motif du réel enjeu de santé publique que représente la mesure de
la charge en VEH dans les eaux usées, aussi bien a I'entrée des STEPs (1°" niveau d’alerte
d'épisodes épidémiques) qu'a la sortie (contamination des milieux environnementaux et,
indirectement, des populations humaines situées en aval). Les objectifs ont également été
définis a partir du constat évoqué précédemment, de la rareté des informations sur le détail
des mécanismes sous-jacents aux deux principaux procédés de traitement, la décantation et
les filtres biologiques. Cette démarche présente, en effet, plusieurs intéréts :

- Pour la définition des variantes qui peuvent en dériver, en vue de
I'amélioration du procédé ;

- Pour la définition de nouveaux procédés a partir des mécanismes dont les
études révelent I'efficacité particuliére ;

- Pour l'identification des problémes et des points d'intérét auxquels la mise au
point de nouveaux protocoles d'analyse (échantillonnage et analyse proprement
dite) pour le suivi des concentrations virales dans les STEPs, peuvent étre

confrontée.

C'est a partir de I'ensemble de ces considérations, que nos travaux ont été orientés vers
les deux points suivants :

- Celui des problemes d’échantillonnage et d’analyse qui affectent la recherche
des virus dans les boues et les eaux usées dont dépend, en aval, les
interprétations qui en sont faites. Notre objectif, ici a été de développer un
protocole d’échantillonnage et d’analyse des VEH en milieux hydriques complexes
a partir de I'optimisation de techniques existantes mais surtout, de la recherche
d’innovations dans le domaine des capteurs passifs.

- Celui des mécanismes de la rétention/transformation des charges en VEH (en
termes de concentration, d'intégrité des particules virales et de diversité) au
niveau des deux principaux procédés de traitement : la décantation primaire et les
biofiltres.

Le niveau de détail auquel nous nous sommes adressés dans I'étude de ces mécanismes, a
été le résultat de nos réflexions initiales et de leur évolution avec |'avancé du travail, mais
aussi de contraintes de toute nature. |l s'est établi comme suit :
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Pour le traitement primaire :

- Effets propres de différents polyméres ;

- Relation entre les effets du procédé et le degré d'intégration physique des
virus dans leur environnement (virus libres / virus attachés ou englobés sur/dans
un support) ;

- Contribution a la rétention des virus, de chacune des fractions générées par le
procédé (eau surnageante et boues) ;

- Effets spécifiques sur certains groupes viraux (rétention sélective, effet filtre) ;

- Globalité des effets sur I'ensemble des parametres descripteurs des charges
virales (concentration, diversité, infectivité) ou, plus particulierement, sur certains
d'entre eux.

Pour le traitement secondaire :

- Contributions des éléments physiques et chimiques, minéraux et organiques,
a la rétention des virus, relativement les uns aux autres ;

- Discrimination des contributeurs a la rétention, sur la base de leur vélocité a
I'échelle horaire (contributeurs immédiats / tardifs) ;

- Role de l'age et du degré de maturité des biofilms (évolution des taux de
rétention a I'échelle de plusieurs semaines) ;

- Apport d'informations sur la contribution de quelques processus inhérents
aux biofiltres, a la rétention des VEH (activités exo enzymatiques, ingestion
passive, accrochage spécifiques).

Les problématiques abordées dans cette étude sont développées dans quatre chapitres :

| - Développement de dispositifs d'échantillonnage passifs et d’un protocole analytique des
VEH en milieux hydriques complexes (adaptés aux exigences des analyses de routine et aux
moyens d’un laboratoire d’analyses environnementales).

Il — Evolution a I'échelle annuelle, des charges véhiculées par les eaux usées dans |'usine de
dépollution (UDEP) Grand Chambéry, sur la base des analyses réglementaires de la station
sur une période de 11 mois, complétées par 17 dates d'analyse des VEH.

Il - Incidences des traitements physiques et chimiques sur I’évolution des charges virales :
étude comparative de l'effet de différentes combinaisons de polymeres sur la distribution
des charges en VEH entre la phase surnageante et les boues issues de la décantation
primaire.

IV - Incidences du traitement biologique sur I’évolution des charges en VEH, par le suivi de
leur évolution a différents stades de la progression de I'eau de percolation dans les biofiltres
et en fonction du temps.
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Matériel et Méthodes



Matériels et Méthodes

MM.1. Virus modeles de cette étude: souches, culture et
détermination du titre infectieux

Au cours de ce travail, deux virus ont été utilisés comme virus modeéles des VEH et contrdles
internes dans différentes analyses :

- Le norovirus murin (MNV), partageant des similarités structurelles et génomiques avec
les norovirus humains, et couramment utilisé comme modeéle dans les études en eaux
usées.

- Le bactériophage MS2, dont la taille et la structure sont similaires a celles des
norovirus. Ces virus permettent de faire des tests d’infectivité en eaux usées et sont
couramment utilisés comme modeles des virus entériques humains.

Deux raisons expliquent ces choix. La premiere est la sécurité des collaborateurs de
I'entreprise, le laboratoire de R&D dans lequel a été réalisé ce travail étant partagé avec les
techniciens réalisant les analyses de routines de I'entreprise. La deuxiéme raison, est celle de
la difficulté, voire de I'impossibilité, a I’heure actuelle, a cultiver les norovirus humains.

MM.1.1. MNV
MM.1.1.1. Souche virale et cellule héte

Le MNV-1 (ATCC VR-1937) est un norovirus murin initialement décrit par Karst et al. (2003).
Cette souche virale a été fournie par le laboratoire Abiolab. La lignée cellulaire utilisée pour la
culture et la détermination du titre infectieux des MNV-1, est le macrophage murin RAW 264.7
(ATCCTIB-71). Ces cellules immunitaires ont été originellement isolées d’une tumeur de souris
BALB/c. Bien que ces cellules soient issues de lignées immortalisées, il est préconisé de ne pas
dépasser un certain nombre de passages. Un passage est effectué en transférant une partie
des cellules de la culture dans un nouveau contenant en présence de milieu neuf, afin de
garder les cellules en phase active de développement. LUATTC recommande de ne pas utiliser
les cellules aprés 18 passages, mais une étude de Taciak et al. (2018) suggére que les
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des RAW264.7 resteraient stables entre les
passages 10 et 30. Dans ce travail, la limite maximum d’utilisation des lignées de RAW264.7 a
été fixée a 20 passages.

Linfection des RAW264.7 par les MNV-1 induit I'apparition d’effets cytopathiques (ECP) et la
lyse des cellules in fine.
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MM.1.1.2. Culture des cellules hotes

La culture de macrophages RAW264.7 est réalisée en flacon de culture avec bouchon a filtre.
La relance d'une culture congelée a -80°C s’effectue par ajout de 1 mL de culture
préalablement décongelée dans 5 mL de milieu nutritif Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), supplémenté de 10% de sérum de veau feetal et 1 % d’antibiotiques
(Ampicilline/Streptomycine) dans un flacon T25. Le flacon est ensuite incubé a 37°C dans un
incubateur a 5% de CO2 pendant 5h, le temps de permettre aux cellules viables d’adhérer au
fond de la flasque. Apres cette premiere incubation, 'adhérence des macrophages est vérifiée
par microscopie inversée, et le milieu est retiré afin d’éliminer les débris, les cellules non
viables, ainsi que le cryoconservateur (DMSO). 5 mL de milieu frais sont ajoutés et la culture
est mise en incubation a 37°C. Elle correspond au passage 0. De nouveaux passages sont
réalisés lorsque la culture atteint environ 90% de confluence. Pour ce faire, le milieu appauvri
est remplacé par du milieu frais, puis les cellules sont détachées du support a l'aide d’un
grattoir. Un nouveau flacon contenant du DMEM + 5% de sérum de veau feetal + 1 %
d’antibiotiques, est alors ensemencé avec 1 mL de la précédente culture et incubé a 37°C.

Le comptage des macrophages est réalisé en mélangeant les cellules détachées avec du bleu
de trypan dans le rapport 1: 1. 10 pL sont ensuite montés entre lame (lame quadrillée) et
lamelle. Aprés 1 minute, pour permettre la sédimentation, les cellules « blanches »
(correspondant aux cellules viables) sont dénombrées sur un minimum de 10 carreaux. La
concentration cellulaire est alors calculée selon la formule suivante :

Concentration (cellules / mL) = (Quantité de cellules / nombre de carreaux comptés) x 100 x
1000 x 2

Des suspensions stock, sous forme d’aliquots de 1 mL, sont préparées par ajout de 10% de
DMSO et stockées a -80°C.

MM.1.1.3. Culture des virus

La propagation des MNV se fait par ensemencement d’une culture de macrophages RAW
264.7 a 90 % de confluence. Dans la pratique, le milieu de culture des RAW 264.7 est éliminé,
et un petit volume d'une suspension de MNV dans du DMEM, a une MOI (multiplicité
d’infection) de 0.01 minimum, est mis en contact avec le tapis cellulaire. Aprés une incubation
de 2h a 37°C et 5% de CO;, le milieu de culture est changé. La culture est alors incubée a 37°C
et 5% de CO; jusqu’a la lyse d’environ 90% des cellules. Pour cela, elle est vérifiée
régulierement, aprés les premieres 24 h de culture, par observation au microscope inversé. Le
milieu est ensuite transféré dans des tubes pour étre centrifugé a 4°C pendant 5 minutes a 5
000 g, deux fois, afin d’éliminer les cellules entiéres et les plus gros débris. Une filtration sur
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membrane de porosité 0.22 um et a faible liaison protéique, permet d’éliminer les débris plus
fins.

Des suspensions stock, sous forme d’aliquots de 1 mL, sont préparées a partir des filtrats
obtenus, et stockées a -80°C.

MM.1.1.4. Détermination du titre infectieux

Le titre infectieux des MNV a été déterminé selon le principe de la dilution limite. Elle
correspond ici a la mesure de la TCID50, traduisant la dose infectieuse a laquelle 50% des
cultures cellulaires subissent des effets cytopathiques (leur lyse dans notre cas).

Une plaque 96 puits est ensemencée par une culture de RAW264.7 en milieu DMEM, afin
d’obtenir un tapis cellulaire de 90% de confluence. Des dilutions en cascade de la culture stock,
allant de 1501 & 15-10, sont déposées dans les puits, a raison de 8 puits/dilution. Les 16 puits
restants sont dédiés aux controles négatifs (culture + PBS 1X) et positifs (culture + suspension
virale en concentration connue) de linfection. Les plaques sont alors placées dans un
incubateur a 37°C, 5% CO a 37°C pendant 24-48h. Le milieu est ensuite retiré des puits et
remplacé par une solution de cristal violet a 0.1%. Apres une incubation de 5 minutes a
température ambiante, la solution de cristal violet est éliminée, et les puits sont rincés a deux
reprises au PBS 1X. Les puits positifs (transparents), c’est-a-dire ceux dans lequel les cellules
ont été lysées, sont dénombrés, et le titre viral est estimé par la méthode de Spearman-Karber
(Hierholzer et Killington, 1996).

MM.1.2. MS2
MM.1.2.1. Souche virale et cellule hote

Le MS2 (ATCC 15597-B1) est un coliphage male-spécifique (F+) de la famille des Leviviridae.
Il est utilisé dans cette étude comme modeéle des virus entériques humains, notamment dans
les expériences portant sur I'effet des différents traitements d’'une STEP sur l'infectivité des
charges virales. Les souches de MS2 proviennent des collections de cultures microbiologiques
de I'Institut Leibniz DSMZ (Allemagne). La bactérie utilisée pour la propagation des MS2 et les
essais d’infectivité est Escherichia coli (Migula) Castellani et Chalmers (ATCC 700891). Cette
souche bactérienne HS(pFamp)R contient un plasmide codant pour les pili sexuels ou F-pili
(site de reconnaissance spécifique ) et possede une résistance a l'ampicilline et la
streptomycine (Debartolomeis et Cabelli, 1991). Elle a été fournie par le laboratoire Abiolab.
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MM.1.2.2. Culture des cellules hotes

Les cultures stock de cellules hotes des MS2, servant a la production de nouveaux stock
viraux ainsi qu’aux essais d’infectivité, sont réalisées dans 30 mL milieu nutritif liquide
(tryptone 1%, NaCl 1%, extrait de levure 0.5%, pH7) supplémenté avec 1% d’antibiotiques et
ensemencés par 100 plL de suspension stock d’E. coli. Les bactéries sont cultivées a 37°C sous
agitation (60 rpm) jusqu’a atteindre leur phase exponentielle de croissance, se traduisant par
une DOsoonm comprise entre 0.3 et 0.5. Des suspensions stocks, sous forme d’aliquots de 1 mL,
sont préparées en ajoutant du glycérol a une concentration de 30 % (v/v), pour étre stockés a
-80°C

MM.1.2.3. Culture des virus

La culture sur gélose des MS2 sur E. coli a été réalisée selon la technique de la double couche
d’agar, d’aprés une version adaptée de la méthode EPA-1601 (US EPA-1601).

Une premiére couche de gélose nutritive contenant de I'agar a 1.5% (tryptone 1%, NaCl 1%,
extrait de levure 0.5%, agar 1.5%, pH7) est coulée dans une boite de Petri en conditions
stériles. La deuxiéme couche est constituée d’une solution de gélose nutritive a 0.5% d’agar
maintenue sous forme liquide a 45°C dans laquelle sont ensemencée des E. coli en phase
exponentielle de croissance, a raison de 10 pL de suspension/mL de gélose, ainsi que des
phages MS2. Aprés homogénéisation, le mélange est coulé par-dessus la premiére couche de
gélose et laissé a sécher pendant 20 minutes en conditions stériles. Les boites de Petri sont
ensuite retournées afin d’éviter tout probleme de condensation, et mises a incuber a 37°C
dans un incubateur a CO; 0.5% pendant 24 a 36h. La couche superficielle de gélose a 0.5%
d’agar est ensuite récupérée et transférée dans un tube de centrifugation pour étre
centrifugée pendant 20 minutes a 10 000 g et 4°C. Le surnageant est filtré a I'aide d’'une unité
de filtration de porosité 0.22 um, et le filtrat obtenu constitue la culture stock de MS2. 1 mL
est utilisé pour la détermination du titre infectieux, tandis que le reste est stocké a -80°C.

MM.1.2.4. Détermination du titre infectieux

La détermination du titre infectieux des bactériophages MS2 reprend le méme principe que
celui de la culture des stocks viraux sur double-couche d’agar, a quelques différences pres :

- Desdilutions en cascade de la suspension virale dans du PBS 1X sont réalisées (pouvant
aller de 101 3 15-10 selon le type d’échantillon).

- Ladurée d’incubation doit étre inférieure a 13h afin de pouvoir procéder au comptage
des plages de lyse sans risquer la sous-estimation de leur nombre par superposition.
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Le titre viral est alors calculé grace a la formule suivante :

Titre viral (pfu/mL) = (nombre de plages de lyse x facteur de dilution) / volume de suspension

MM.2. Protocole d'analyse des virus dans les eaux usées
MM.2.1. Prétraitement des échantillons

Le prétraitement des échantillons suit le protocole développé dans le chapitre | de la partie
Résultats.

Aprés une agitation manuelle de 10 L d’échantillon par retournement du flacon (3 fois),
400 mL sont transférés dans le bol d'un mixeur plongeant (CleverMixx MSM24500, BOSCH).
Une solution de Tween20 a 0.002% (v/v) est ajoutée a I’échantillon afin de limiter les
phénoménes d’adsorption des particules virales sur les parois des tubes utilisés dans I'analyse.
Une suspension de MNV et/ou de MS2 a environ 1°07 copies de génome/L est également
ajoutée pour le contréle interne de I'efficacité du protocole d’extraction et, par extension, pour
I'évaluation du niveau d’inhibition. Un mixage de 2 x 30 secondes a 13 000 g est réalisé a l'aide
du mixeur plongeant, afin de réduire la taille des agrégats et faciliter le pipetage. 25 mL
d’échantillon prétraité sont alors prélevés et transférés dans un tube de centrifugation afin de
procéder a I'étape d’extraction des particules virales

MM.2.2. Extraction des virus

Lextraction des virus a partir de I'échantillon prétraité suit le protocole développé dans le
chapitre |. Cette partie du protocole a été adaptée de la publication de Prado et al. (2014), lui-
méme inspiré d’un protocole initialement décrit par Pina et al. (1998).

Dans le détail, 15 mL de tampon d’élution (glycine 0.05 M, extrait de boeuf 3%, pH 9.6) sont
ajoutés a I'échantillon. L'ensemble est vortexé 30 secondes avant d’étre mis en incubation a
4°C pendant 20 minutes, sans agitation. 10 mL de PBS 2X sont ensuite ajoutés et la mixture est
vortexée pendant 30 secondes, afin de neutraliser le pH. Aprés une centrifugation de 15
minutes a 4°Cet 12 000 g, le surnageant est transféré dans un nouveau tube afin de poursuivre
le protocole avec I'extraction des acides nucléiques.
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MM.2.3. Extraction, concentration et purification des acides nucléiques

LUextraction des acides nucléiques viraux est réalisée selon le protocole eGENE Up
(Biomérieux) a l'aide d’une pipette semi-automatisée Viaflo (Integra) et des réactifs
d’extraction du kit NucliSENS (Biomérieux).

L'étape de lyse consiste a ajouter le tampon de lyse NucliSENS au surnageant récupéré a
I'étape précédente dans un rapport 1:1, et de mettre I'ensemble a incuber pendant
30 minutes, a température ambiante et sous agitation rotative (30 rpm). Selon le volume de
I’échantillon, 25 a 50 uL de billes de silice magnétiques sont alors ajoutés au mélange et mise
en incubation 15 minutes de plus, toujours a température ambiante et sous agitation rotative
(30 rpm). C'est a ce stade que les acides nucléiques qui ont été libérés de leur capside, se fixent
sur les billes. Les tubes sont ensuite centrifugés 3 minutes a 4°C et 12 000 g et le surnageant
est éliminé. Les billes de silices sont remises en suspension dans 2 mL de tampon de lyse puis
transférées dans une plaque deepwell. Les billes vont alors subir 5 lavages dans trois tampons
d’extraction NucliSENS® (Biomérieux, France) avant d’étre éluées dans 100 pL de tampon
d’extraction n°3. Le décrochage des acides nucléiques a partir des billes de silice se produit
durant une incubation de 5 minutes, a 65°C et 1 600 rpm dans un Thermomixer (Eppendorf,
Allemagne). Un aimant est placé derriéere la paroi du tube afin de retenir les billes pendant que
I’éluat, dans lequel se trouvent maintenant les acides nucléiques, est transféré dans un
nouveau. L'extrait ainsi constitué, est stocké a -80°C dans I'attente d’une analyse ultérieure.

MM.2.4. Quantification des virus
MM.2.4.1. Quantification moléculaire par RT-gPCR

Dans cette étude, la quantification des virus repose sur :

- une région codant pour la protéine de la capside pour le MNV ;

- une région codant pour la protéine de maturation pour le MS2 ;

- une région correspondant a la jonction entre 'ORF1 et I'ORF2 pour les NoV Gl
et NoV Gl ;

- une région codant pour I’"hexon pour les AdV.

La réaction de RT-qPCR est réalisée a l'aide du kit TagMan Fast Virus One-Step Master Mix
(Applied Biosystems™, Waltham, MA, USA) dans un volume réactionnel final de 20 uL. Le
mélange réactionnel est constitué de 5 puL de matrice (extrait d’acides nucléiques), 5 uL de
Master Mix et les volumes de sonde et d'amorces nécessaires a I'obtention des concentrations
indiquées dans le Tableau MM-1.

La RT-gPCR est réalisée dans un LightCycler 480 thermocycler (Roche, Basel, Switzerland),
selon le phasage des températures suivant : 5 min a 50 °C (rétrotranscription), 5 min a 95 °C
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(inactivation de la rétrotranscriptase et dénaturation initiale), suivi de 45 cycles de 20 sec a 95
°C (dénaturation) et 40 sec a 60 °C (élongation). La fluorescence est mesurée a la fin de chaque
cycle. Les résultats sont lus a partir du logiciel LightCycler® 480 V5.1 (Roche, Basel, Switzerland)
La valeur de Cqg est déterminée manuellement ou directement par I'appareil. Pour chaque
cible, les valeurs sont comparées a une gamme étalon (pouvant aller de 1E01 a 1E10 copies de
génome/L) afin de déterminer la concentration de I'échantillon. Les résultats de la
guantification des acides nucléiques viraux sont généralement donnés par la médiane des
réplicas exprimée en copies de génome par litre. Les incertitudes sont calculées selon la
formule de I'écart absolu médian (MAD). Des contréles positifs (plasmide contenant la
séquence cible, a une concentration donnée) et négatifs (eau ultrapure stérile) sont menés en
paralléle pour la vérification du bon déroulement des réactions et la validation des résultats.
Les caractéristiques gPCR pour les différentes cibles sont données dans le Tableau MM-2.

Tableau MM-1. Séquences et concentrations des sondes et amorces utilisées dans notre étude,
pour la quantification des virus. Y=Tou C,S=Cou G, R=Aou G, M =Aou C, {X} = base LNA
ou acide nucléique verrouillé. Les amorces et sondes ciblant le MS2 sont tirées des publications
de Pecson et al. 2009 et Carratala et al. 2013, celles ciblant les AdV sont tirées de Prévost et al.

2015 et modifié par Tesson et al. (2019), les autres ont été designées au sein du laboratoire
Abiolab (séquence de référence GenBank : MNV = KF113527.1 ; NoV Gl = KF039737.1 ; NoV GlI

= KF712510.1).
Sondes et amorces Séquences Co.ncentration
finale (M)

MNV-1_F5006 5" — TGGAACAATGGATGCTGA -3 * 400
MNV-1_R5078 5" — GAGTGATGGCGCAGC -3 ° 800
MNV-1_P5028 5’ — (Texas red) CCGCAGGAACGCTCAGCAGT (BHQ-2) -3 ¢ 100
MS2 F0344 5" — AAGGTGCCTACAAGCGAAGT -3¢ 1000
MSZ_R0659 5" — GCTACCTTGCCCTAAACGAA -3¢ 1000
MSZ:P0369 5" — (FAM) ATCGTGGGGTCGCCCGTACG (BHQ1) -3 ¢ 250
NoVGI F5290 5" — CGYTGGATGCGSTTCCAT -3 600
Pl e 5’ — AGATGGCGTCGAATGAC - 3 * 600
NoVGI_P5334 5" — (FAM) CGA{T}CYCC{T}GTC{C}ACA (BHQ1) -3 * 300
NoVGIlI F4986 5" —TTAYGTGCCMAGRCARGA -3 * 600
NoVGI RS101 5" — GTCATTCGACGCCATCT -3 * 600
NOVGI_P5041 5’ — (HEX) ACRTGGGAGGGCGATCGCA (BHQ3) - 3 * 300
AdV_ABDEFG_F17676 5" — TACATGCAYATCGCCG -3 ° 300
AdV_ABDEFG_R17727 5 —GGTGCARTTYGCCCG -3 900
AdV_ABDEFG_P17694 5’ —(FAM) CAGGAYGCYTCGGARTAYCT (BHQ-1) -3 ° 400
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Tableau MM-2. Caractéristiques gPCR pour chaque cible.

Pente Interception Efficacité
axeY
MNV -3.3928 43.261 97% 0.9981
MS2 -3.3759 41.008 98% 0.9973
NoV Gl -3.3661 41.650 98% 0.9973
NoV GlI -3.4174 41.919 96% 0.9958
AdV -3.1427 42.161 108% 0.990

MM.2.4.2. Quantification par lecture des plages de lyse

Dans les expériences portant sur l'infectivité du MS2, la concentration des échantillons
d’eaux usées spikée est ajustée a environ +6 log par rapport a la concentration en virus
autochtones. Les échantillons sont récupérés a la fin de I'étape d’extraction des virus, et leur
guantification est effectuée selon le méme principe que celui de la détermination du titre viral,
par la méthode de la double couche d’agar décrite dans le paragraphe MM.1.2.4.

MM.2.5.Protocole retenu pour I'analyse des VEH dans les eaux usées

A la suite des différents essais réalisés, le protocole retenu pour I'’échantillonnage et I'analyse
des virus entériques dans les eaux usées et boues de station d’épuration est schématisé dans
la Figure MM-1.
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Figure MIM-1. Protocole retenu pour I'analyse des virus dans les eaux usées de station d'épuration.
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MM.3. Etude de I'évolution des charges véhiculées par les eaux usées
dans une station d'épuration, a I'exemple de I'UDEP Grand Chambéry

MM.3.1. Campagne d’échantillonnage

Figure MM-2. Vue aérienne de I'UDEP Grand Chambéry. Les croix représentent les sites
d'échantillonnages au niveau desquels les charges en NoV Gl, NoV GIl et AdV ont été
mesurées : entrée de station, entrée de réacteurs biologiques, sortie de station.

Une campagne d’échantillonnage a été réalisée durant 9 mois, de septembre 2022 a mai
2023, a trois niveaux du trajet des eaux usées dans 'UDEP Grand Chambéry : entrée de station,
entrée des réacteurs biologiques, sortie de station (Figure MM-2). Au total, 51 analyses ont
été effectuées durant cette période, réparties sur 17 dates et 3 prélevements (1L d’eau/site
d’échantillonnage).

MM.3.2. Descripteurs analysés

Les résultats des analyses des MES, de la DCO et de la DBQ, ainsi que les mesures de débit (a
I'entrée de la station) et de température (a la sortie de la station) nous ont gracieusement été
fournis par le laboratoire d'autosurveillance de I'UDEP Grand Chambéry.
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MM.3.2.1. Charges virales

Les mesure de la concentration des NoV Gl, NoV GIl et AdV ont été effectuées selon le
protocole décrit précédemment (§ MM.2).

MM.3.2.2. DBO

La DBOs, ou « Demande Biologique en Oxygene » est une mesure de la quantité d'oxygéne
dissous nécessaire aux microorganismes pour dégrader la matiére organique d’un échantillon
d’eau en 5 jours. Il s'agit de I'une des méthodes par lesquelles est évaluée la quantité de
matiére organique biodégradable d’un échantillon.

L'échantillon d’eau usées est mélangé a un tampon sulfate et de sulfate d’argent, puis une
premiere mesure de la concentration en oxygene est réalisée a laide d’une sonde
électrochimique. L'échantillon est ensuite incubé a 20°C et a 'obscurité pendant 5 jours, avant
d’étre de nouveau analysé. La valeur de la DBOs, exprimée en mg/L O3, est données par la
différence entre les deux mesures.

MM.3.2.3. Demande Chimique en Oxygene

La DCO, ou « Demande Chimique en oxygene » est une méthode d’analyse des matieres
organiques susceptibles d'étre oxydées en présence d'un oxydant fort, a chaud et en milieu
sulfurique. Elle conduit a une estimation de la quasi-totalité des matiéres organiques (certains
hydrocarbures résistent a I'oxydation). C'est pourquoi ses valeurs (exprimées en mg/L d'O3)
sont supérieures a celle de la DBO. Elle peut cependant étre biaisée si I'eau analysée est
chargée en composés inorganiques réduits (donneurs d'électrons), comme les sulfures mais
aussi avec des concentrations en chlorures > 2g/L (interférences avec le catalyseur
d'oxydation), deux situations qui peuvent étre rencontrées dans les eaux usées.

L'analyse est réalisée a partir d’'un mélange réactionnel composé de 10 mL d’échantillon et
de 20 mL d'une solution contenant de l'acide sulfurique, du dichromate de potassium, du
sulfate de mercure (complexation des chlorures) et du sulfate d’agent. L'échantillon est ensuite
chauffé pendant 2h a 150°C.

La mesure finale est celle de la quantité de dichromate qui n'a pas été réduite par les matiéres
organiques. Elle est faite par titrimétrie ou par colorimétrie.
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MM.3.2.4. Matiéres en suspension

Les MES, (matieres en suspension) font référence a la concentration des particules minérales
et organiques, en suspension dans |'eau analysée et dont |a taille est généralement supérieure
a 1 um. La mesure est réalisée par filtration de I'échantillon sur un filtre en fibre de verre de
porosité 1.2 um, préalablement lavé a I'eau ultrapure et séché. La concentration des matiéeres
en suspension, exprimée en mg/L, est calculée selon I'équation suivante :

C = 1000 x (masse du filtre avant filtration — masse du filtre apres filtration) / volume de
I’échantillon

MM.3.2.5. Débit et température

Les mesures de débit a I'entrée de la station (exprimé en m3/h) sont effectuées par la mesure
de la hauteur d'eau dans un canal venturi.

Celles de la température de I'eau a la sortie de station sont enregistrées en continu a l'aide
de capteurs (thermistances).

MM.3.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques réalisées au cours de cette étude ont été faites a I'aide de plusieurs
logiciels : Microsoft Excel 2019, Minitab 21.1, Statistica (V 8.0, StatSoft).

Les données ont été traitées dans le cadre non paramétrique.

La plupart des interprétations sont basées sur une analyse graphique des résultats et sur la
recherche de corrélation en considérant les descripteurs par pair.

Le caractére hautement multifactoriel des processus étudiés et la taille souvent restreinte
des matrices dans lesquelles les résultats ont été résumés, nous ont incités a éviter les
démarches simplificatrices qui auraient consisté par exemple, a la recherche de corrélations
multiples.
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MM.4. Evaluation in vitro, des effets des traitements de station
d’épuration sur les charges virales et |'infectivité

L'expression "charge virale de I'eau" utilisée tout au long du manuscrit fait référence aux
seuls groupes viraux dont nous avons fait I'analyses (NoV Gl, NoV Gl le cas échéant, et AdV).
Elle ne doit pas étre comprise dans un sens plus général qui ferait allusion a I'ensemble des
populations virales qui peuvent étre trouvées dans les eaux usées. Nous considérons par
ailleurs, que les résultats que nous avons obtenus a leur sujet ne doivent pas faire I'objet
d'extrapolations a I'ensemble d’auquel chacun est attaché ou aux autres genres/espéces de
VEH. Cette remarque pose la question de la mesure dans laquelle un virus est représentatif de
son groupe vis-a-vis de l'impact des conditions environnementales auxquelles il est soumis,
guestion qui ne faisait pas partie, elle non plus, des objectifs de ce travail.

Compte tenu de la nature des traitements appliqués aux eaux usées a I'UDEP Grand
Chambéry, il en était attendu des effets globaux sur les populations virales, essentiellement
déterminés par leur dimension, la géométrie de leur capside, la composition chimique et la
charge de leurs structures de surface. C'est la raison pour laquelle le critére du niveau de
pathogénicité des virus n'a pas été retenu dans le choix des virus a analyser. Seul le caractere
infectieux a été testé, en prenant pour exemple un bactériophage. Par ailleurs, les essais
devaient étre réalisés dans le cadre des contraintes liées au niveau de sécurité du laboratoire
dans lequel le travail a été effectué (NSB2).
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MM.4.1. Traitements physiques et chimiques
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Figure MM-3. Design expérimental des expériences sur l'effet des polyméres sur les charges
virales en eaux usées

Les expériences portant sur I'évaluation de I'effet des traitements physique et chimiques sur
les charges virales en eaux usées (chapitre Ill) ont suivi le protocole schématisé dans la Figure
MM-3. Apres un prétraitement adapté au volume de I'échantillon (§ MM.2.1), 500 mL d’eaux
usées sont transférés dans la cuve a fond pyramidal du jar-tester. Un coagulant (organique ou
minéral) est dispersé dans I’échantillon par une agitation a 300 rpm pendant 1 minute,
entrainant la formation de micro-agrégats. Le floculant est ensuite ajouté et une agitation plus
douce, de 20 secondes a 100 rpm, est maintenue pendant laquelle des flocs plus denses, se
forment. L'agitation est arrétée pour permettre aux flocs de sédimenter (pendant 2 minutes).
Ils sont récupérés et additionnés de 25 mL d’eau usée spikés non traitée et de 25 mL de
surnageant avant d'étre analysés selon le protocole décrit précédemment (§ MM.2.2). Les
concentrations de polymeres utilisées dans ces essais sont indiquées dans le Tableau MM-3.
Dans le cas des floculant cationiques, le protocole commence directement par |'étape de
floculation.

Tableau MM-3. Concentrations des différents polyméres utilisés dans les expériences portant
sur l'effet des polymeéres sur les charges virales en eaux usées

Polymere Concentration (mg/L) ‘
Coagulants FL2949 ou FL4440 30
Coagulant FeCI3 12.5a300
Floculant FO4490, FO 4190, AN934 0.4
Floculant PSD640 4
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MM.4.2. Traitements biologiques

Les protocoles expérimentaux, décrits ci-apres, ont été utilisés pour la réalisation des
expériences sur l'effet des traitements biologiques sur les charges virales des eaux usées
(chapitre IV). Afin de faciliter la lecture de ce chapitre, la représentation schématique de
chacun des protocoles sera rappelée, au début de chaque d’expérience.

Des pilotes de laboratoire ont été utilisés dans les protocoles décrits dans les parties
MM.4.2.1 et MM.4.2.2. Ces pilotes étaient composés de tubes de plexiglass (5 cm de diameétre,
50 cm de haut), remplis de pouzzolane colonisée par des biofilms provenant des biofiltres de
I"'UDEP Grand Chambéry et d’eau usée (environ 350 mL). La circulation de I'eau était assurée
par une pompe péristaltique multi-tétes (modéle AU UV EZ, VWR).

MM.4.2.1. Effet de I'dge des biofilms sur la rétention des charges virales

Dans cette premiére série d’expériences, le mode opératoire a été défini pour respecter au
mieux, la vitesse de passage de l'eau dans les biofilres de 'UDEP Grand Chambéry (Figure
MM-4).
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Figure MM-4. Protocole expérimental des expériences sur l'effet du temps de contact de I'eau
avec les biofilms sur la rétention des charges virales

Les pilotes de laboratoire ont été remplis par un volume d'environ 350 mL d’eau usée spikée
au MNV, a une concentration d’environ 3t07 copies de génome/L Le débit de I'eau circulante
a été fixé a 500 mL/min a l'aide d’une pompe péristaltique. La durée de I'expérience était
limitée aux 24 minutes qui correspondent, approximativement, au temps de contact de I'eau
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avec les biofilms dans les biofiltres de I'UDEP. Lexpérience a été répétée 6 fois sur une durée
totale de 9 jours. Un renouvellement de 'eau était réalisé entre chaque expérience afin de
maintenir les biofilms dans des conditions favorables a leur développement. La mesure des
charges virales sur I'eau spikée non traitée, ainsi que sur I'eau récupérée apres passage dans
les pilotes, a été réalisée selon le protocole décrit précédemment (§ MM.2).

MM.4.2.2. Effet de la croissance du biofilm sur la rétention des virus

Cette partie concerne I'étude de I'effet de la croissance des biofilms sur la rétention des virus
(Figure MM-5).

Entretien des pilotes 1N Expériences
1
Iy
¢ Débit : 50 mL/min - + Débit : 110 mL/min
* Durée: 2-3 jours . ‘) Ajout b Mesures HO : E/uer;ermziao .
Vidange deau usée H3. S, He, H20 ot H24
e 2 -- spikée T
- -
- - = ~
.’ - S
R/ i .
A
. | \
: [‘:.‘(\ | 1 = - |
Eau us€e r

I L r ] -

] R H_r R ' (stockage J

\ i . 4°¢) |

= }' e Prélévements
. , v
~ -
......... Ajout Vldange Mesures :

¢ Charges virales (RT-qPCR)
+ Infectivité
+ Activités enzymatiques

d'eau usee

Mesure :
+ Temps de transit

Figure MM-5. Protocole expérimental des expériences relatives a I'effet de la croissance du
biofilm sur la rétention des virus

Une série de 6 expériences, chacune d'une durée de 24 h, a été conduite pendant 22 jours
avec les pilotes de laboratoire, L'eau du circuit fermé des pilotes était renouvelée au début et
a la fin de chaque expérience. le volume d’eau dans chaque pilote est d’environ 350 mL Le
débit était réglé a 110 mL/min. Le spiking était réalisé, a partir d'une suspension de MNV dont
la concentration (HO) était d'environ 3807 copies de génome/L. Les analyses suivantes étaient
faites sur des prélevements de 30 mL de I'eau du circuit, aux heures H1, H2, H3, H5, H8, H20,
H24. Les prélévements étaient utilisés pour la quantification de MNV par RT-gPCR, des tests
d’infectivité et des mesures d’activités enzymatiques.
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MM.4.2.2.1. RT-gPCR et infectivité

Les mesures des charges virales par RT-gPCR et les mesures d’infectivité ont été réalisées
selon les protocoles décrits dans le paragraphe MM.2.4, a partir d’échantillons de 25 mL et de
1 mL, respectivement.

MM.4.2.2.2. Activités enzymatiques

La mesure de l'activité hydrolasique a été adaptée du protocole décrit par Fontvieille et al.
(1992). Globalement, 0.1 mL d'une solution de diacétate de fluorescéine (4.8 mM) est ajouté
a 1 mL d’échantillon, et le mélange est incubé pendant 30 minutes a 20°C. L'échantillon est
ensuite centrifugé a 3 000 g pendant 5 min, et le surnageant est transféré dans une cuve de
spectrophotométrie. L'absorbance de la solution est mesurée a 490 nm.

La mesure de l'activité phosphatasique a été adaptée d’un protocole décrit par Anupama et
al. (2008). 1 mL déchantillon, 4 mL de tampon Tris-HClI (pH 8.6) et 1 mL de para-
nitrophenylphosphate (p-NPP) a 5 mM sont mélangés et mis en incubation pendant 1h a 37°C.
Alafin de I'incubation, 1 mL de NaOH 1M est ajouté afin d’arréter la réaction. L'échantillon est
ensuite centrifugé a 3 000 g pendant 5 min, et le surnageant est transféré dans une cuve de
spectrophotométrie. L'absorbance de la solution est mesurée a 405 nm.

Dans les deux cas, des blancs de lecture sont réalisés avec de I'eau ultrapure stérile en
remplacement des échantillons d’eau usée.

MM.4.2.2.3. Temps de transit

La mesure du temps de transit a été réalisée par injection, a I'entrée des réacteurs, de 10 mL
d’une solution de NaCl 0.1M. L'évolution au cours du temps, de la conductivité de I'eau a la
sortie des réacteurs était suivie a I'aide d’'un conductimétre.

La mesure était réalisée a la fin de chaque expérience afin de limiter I'impact de la solution
saline sur les biofilms, juste avant le renouvellement de I'eau du circuit.
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MM.4.2.3. Mise en évidence, hors du contexte des biofiltres, de la contribution
du vecteur biologique a la rétention des VEH

L'expérience a pour but de mettre en évidence le réle du vecteur biologique dans la rétention
des virus (Figure MM-6) :

- enl'isolant du contexte du remplissage des pilotes, ou elle est en concurrence avec les
processus physiques, tels que la filtration,

- par la comparaison d'une période pendant laquelle les activités biologiques des
biofilms sont défavorisée (basse température et faible disponibilité de ressources
trophiques) avec une période durant laquelle la température est plus grande et ol un
apport de nutriments a été fait.

Suspension
virale

Pouzzolane

colonisée par v

des biofilms = war
4°C Mesures 23°C Mesures + +\ Mesures

RT-gPCR RT-qPCR 8 ° (eau) RT-gPCR

4 j y/ 4 j l| / 1
I V/4 I I 1 >
HO H24 H26 H28

Figure MM-6. Protocole expérimental visant @ mettre en évidence le réle du vecteur biologique
sur la rétention des VEH a I'exemple de grains de pouzzolane isolés du contexte des biofiltres.

30 mL de suspension de MNV et de MS2, a environ 1507 de génome/L sont mis en contact
avec 30 g de pouzzolane colonisée, étalée sur le fond d'un flacon T75 pour culture cellulaire.
L'objectif de cette disposition est d'éliminer le colmatage en tant que facteur de rétention des
virus. Le flacon est mis en incubation durant 24 h, a 4°C, sous agitation (60 rpm) et a I'abri de
la lumiére. Ces conditions ont pour but d’induire un ralentissement de I'activité biologique.

Aprés 24h d’incubation, la température de l'enceinte est montée a 23°C (température
atteinte en 4 minutes). Dans un 32™¢ temps (H26), une partie des échantillons regoit un apport
trophique avec l'ajout de 10 mL de milieu nutritif (LB), I'autre étant maintenue dans un état de
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déficit trophique avec I'ajout de 10 mL d’eau stérile. Le suivi des concentrations virales au cours
du temps s’effectue par l'analyse par RT-gPCR, de préléevements de 0.5 mL du milieu
d'imbibition des grains de pouzzolane a H0.5, H1, H1.5, H2, H3, H5, H20, H24, H25, H26, H27
et H28. Les prélévements sont traités selon le protocole décrit dans la section MM.2.3.

MM.4.2.4. Effet de I'enrobage de la pouzzolane par des biofilms sur la rétention
des charges virales

L'objectif de I'essai est d'évaluer la participation respective des composantes minérales et
organiques a la rétention des MNV et des MS2, a partir du modéle pouzzolane — biofilms
(Figure MM-7).
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Figure MM-7.Protocole expérimental de I'essai sur la comparaison de la rétention des virus sur
la pouzzolane calcinée et sur la pouzzolane colonisée par des biofilms.

Dans cette expérience, 4 conditions ont été testées :

1) Pouzzolane colonisée par des biofilms ;
2) Pouzzolane calcinée 2h a 550°C;

3) Incubation a4°C;

4) Incubation a 23°C.

Globalement, 30 g de pouzzolane (colonisée ou calcinée) sont mis en contact avec 30 mL de
suspension de MNV/MS2 a une concentration d’environ 1507 copies de génome/L dans un
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flacon de culture T75. Le flacon est ensuite mis en incubation a 4°C ou 23°C dans une enceinte
thermostatée, sous agitation (60 rpm). Des prélevements de 0.5 mL sont réalisés toutes les
30 minutes afin de suivre I'évolution de la cinétique de rétention des virus par la mesure de
leur disparition dans le surnageant, au cours du temps (mesures RT-qPCR).

MM.4.2.5. Effet de I'enrobage de la pouzzolane par de la matiere organique
(fraction < 1.2um) sur la cinétique de rétention des virus

Ces expériences, ont pour objectif d'évaluer la contribution de la charge organique associée
a la pouzzolane a la rétention des virus.

Le protocole est subdivisé en deux étapes, celle du conditionnement de la pouzzolane et celle
de sa mise en contact avec les suspensions virales (Figure MM-8).
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Figure MIM-8. Design expérimental pour I'évaluation de I'effet de la matiére organique
dissoute sur la rétention des virus.

1) Dans la premiére étape, 30 g pouzzolane calcinée sont mis en incubation dans 30 mL
d’eau usée filtrée sur membrane de porosité 0.45 um ou 1.2 um, pendant 15, 30, 60
ou 120 minutes, dans un flacon de culture T75, a 23°C, sous agitation (60 rpm) et a
I'abri de la lumiere. Un témoin négatif a également été réalisé par incubation de
pouzzolane calcinée dans de I'eau ultrapure stérile. A la fin de cette étape, 'eau est
éliminée.
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2) Dans une seconde étape, la pouzzolane traitée est mise en incubation avec 30 mL de
suspension virale de MNV et MS2 a environ 107 copies de génome/L pendant 5h dans
les mémes conditions que précédemment. Des prélévements de 0.5 mL de milieu sont
réalisés toutes les 30 minutes afin de suivre I’évolution de la cinétique de rétention des
virus par mesure de leur disparition dans le surnageant, au cours du temps (mesures
RT-gPCR).

MM.4.2.6. Approche du réle joué par les métazoaires : Evaluation de la rétention
des virus par les vers Tubifex tubifex dans les biofilms d’eaux usées
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Figure MM-9. Protocole expérimental pour la recherche des VEH dans le tube digestif des vers
oligochétes Tubifex tubifex.

Dans ces expériences, 35 individus d’une taille comprise entre 3 et 5 mm, ont été récupérés
a partir de biofilms des biofiltres, et mis en contact avec 30 mL d’eaux usées spikées au
MNV/MS2 a environ 1E07 copies de génome/L. Aprés une 1h d’incubation a température
ambiante, les vers sont rincés dans 3 bains de 30 mL de PBS 1X, pendant 30 secondes, avant
d’étre broyés (Figure MM-9). Le broyat est ensuite traité selon le protocole décrit
précédemment (§ MM.2.3), avant d’étre analysé par RT-gPCR. Deux contréles sont conduits
en parallele, un controle négatif, avec 35 vers qui ont été incubés dans de |'eau stérile, et un
controOle négatif, constitué d’eau usée spikée sans vers.

En raison du faible nombre de vers récupérés dans les biofilms I'expérience n'a été réalisée
gu’une seule fois en triplicat.
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MM.4.2.7. Mise en évidence de site d’accrochage spécifique des norovirus
(HBGA) dans les biofilms d’eaux usées par immunofluorescence

C'est a la recherche d’HBGA dans les biofilms d’eaux usées, qu'une série d’observations a été
conduite a l'aide de I'équipement de microscopie confocale laser de la plateforme M4D de
I'Institut de Biologie Structurale (IBS). Un immunomarquage fluorescent basé sur un anticorps
primaire spécifiquement dirigé contre un HBGA-A (Miura et al. 2013) a été appliqué a des
échantillons de biofilm provenant des réacteurs biologiques ou du canal de sortie de 'UDEP
Grand Chambéry.
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Figure MIM-10. Protocole expérimental pour la visualisation par immunofluorescence
d'HBGA-like dans les biofilms de station d'épuration.

Le marquage des biofilms est réalisé a température ambiante en conditions stériles (Figure
MM-10). Aprés un prétraitement des échantillons (adapté du protocole décrit par Nosyk et al.,
2008), c'est un double marquage qui leur est appliqué, aux anticorps fluorescents (selon le
protocole du fournisseur Santa Cruz Biotechnology, USA), d'une part et au DAPI (adapté de
Kepner et al. 2016), d'autre part.

Le prétraitement consiste en une centrifugation d'un volume de 10 mL d’échantillon, a
6 000 g, pendant 8 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est remis en suspension dans
un volume d’eau stérile équivalent au volume initial de I'’échantillon. Ces étapes sont répétées
3 fois, puis 30 uL de biofilms sont déposés sur une lame de microscopie et séchés pendant
60 minutes.

L'ajout sur I'échantillon de 100 uL de réactif de blocage (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA)
permet de limiter les accrochages non spécifiques des anticorps. Aprés 30 minutes
d’incubation, le réactif est éliminé et I'échantillon est rincé 3 x 5 minutes au PBS 1X. 50 uL

89
Matériels et Méthodes



d’anticorps monoclonaux de souris, spécifiquement dirigés contre les HBGA-A (sc-69951, Santa
Cruz Biotechnology Inc., USA), a une concentration de 5 pg/mL, sont déposés sur I’échantillon.
Il est mis a incuber pendant 60 minutes avant d’étre a nouveau rincé 3 fois 5 minutes au PBS
1X. Dans un deuxieme temps, 50 pL d’anticorps secondaires (ab150121, Abcam, UK), associés
au fluorophore Alexa488, sont déposés sur I'échantillon a une concentration de 5 ug/mL. Aprés
une incubation de 60 minutes a l'obscurité, I’échantillon est a nouveau rincé 3 fois 5 minutes
au PBS 1X.

Le marquage au DAPI (Dominique Dutscher, France) débute par un traitement visant a
perméabiliser les enveloppes des bactéries. Il est réalisé par |'ajout a I'échantillon de 100 pL
de formaldéhyde 3.7%. Au bout d'1h, il est rin¢cé pendant 5 minutes au PBS 1X, a 3 reprises. Il
est enfin plongé dans 100 pL de solution a 0.4 ug/mL, pendant 7 minutes, puis rincé une
derniere fois au PBS 1X (3 x 5 min) avant d'étre monté entre lame et lamelle dans un milieu de
montage (Anti-fade, Abcam, UK).

Les échantillons sont stockés a 4°C a l'obscurité jusqu’a leur observation. Les contrlles
suivants ont été réalisés en paralléle afin de valider les résultats :

- Biofilms non marqués pour I'évaluation de l'auto-fluorescence
- Biofilms + anticorps secondaires pour |'évaluation des accrochages non
spécifiques

Les observations ont été réalisées a I'aide d’'un microscope confocal spinning disk S-M4D de
la plateforme M4D, et du logiciel Metamorph. Le traitement des images a été réalisé a l'aide
du logiciel Imaris Viewer V9.6.0.

Une mesure du poids sec des biofilms a été réalisée en paralléle, pour pouvoir exprimer la
concentration des virus en copies de génome/g de biofilms. 200 mL de chaque type
d’échantillons ont été répartis dans des coupelles en aluminium et pesés a l'aide d’'une balance
de précision, avant d’étre placés dans une étuve (Memmert, Allemagne) pour étre séchés a
105°C, pendant 16h. Les échantillons sont placés dans un dessiccateur a température
ambiante, pour leur refroidissement, avant d’étre a nouveau pesés.

MM.4.3. Séquencage par la technologie Next Generation Sequencing

L'objectif de cette partie du travail était de mettre en évidence d'éventuels changements de
la diversité des populations de NoV GI, NoV Gll et AdV a différents points du trajet des eaux
usées dans la station d’épuration de Grand Chambéry. L'étude fait I'objet d’un paragraphe dans
le chapitre Il du manuscrit.

L'approche a été celle du séquencage d’amplicons ciblant des régions ultra variables codant
pour des protéines de la capside des différents virus recherchés (Figure MM-11). Afin de limiter
les codts, les échantillons ont été indexés, c’est-a-dire qu’un « code-barre » a été ajouté aux
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amplicons avant leur séquencage, pour permettre de rassembler les librairies d’échantillons
en une seule analyse (pool).
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Figure MM-11. Principales étapes de la préparation des librairies et du séquen¢age NGS par
une approche de séquengage d’amplicons, sur séquenceur MiSeq lllumina.

MM.4.3.1. Préparation des librairies et séquengage

La préparation des librairies et leur séquencage suivent globalement 5 grandes étapes :

1) Rétro-transcription des ARNs en ADNc;

2) PCR adaptatrice : amplification de la cible d’intérét pour l'ajout de séquences
adaptatrices des indexen 5’ et 3’ ;

3) PCR d’indexage : amplification de la cible d’intérét avec un couple d’index uniques en
5’ et 3’, permettant I'analyse de plusieurs librairies en un seul séquencage ;

4) Normalisation, rassemblement en pool et dénaturation des librairies ;

5) Séquencage.

Les extraits d’acides nucléiques obtenus a la suite du traitement décrit dans le paragraphe

MM.2.3 sont tout d’abord passés sur colonne suppresseurs d’inhibiteurs (Zymo Research, CA,
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USA). Une étape de rétro-transcription des ARNs en ADNc est ensuite réalisée en mélangeant
5 uL d’extrait et 4 uL de mix enzymatique Quantitect (Qiagen, Hilden, Allemagne) dans un
volume final de 20 puL. La réaction de rétro-transcription se déroule dans un thermocycleur
QlAmplifier 96 (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon le profil thermique suivant : 10 minutes a
25°C, 50 minutes a 50°C, 5 min a 85°C.

Une premiére PCR (PCR adaptatrice) permet d’obtenir des amplicons de la séquence
d’intérét, flanqués en 5’ et 3’ d’adaptateurs dont les séquences sont indiquées dans le Tableau
MM-5. Dans la pratique, 10 pL de produit de rétrotranscription ou d’extrait d’acides nucléiques
sont ajoutés a un mélange réactionnel PCR composé de 25 pL de PCR Phusion High Fidelity
(ThermoFisher Sci. MA, USA) et 800 nM d’amorces sens et anti-sens (Tableau MM-4), dans un
volume final de 50 pL. La réaction de PCR s’effectue selon les parameétres suivants : 30 sec a
98°C, suivis de 30 cycles de 10 sec a 98°C, 30 sec a 55°C et 30 sec a 72°C, et se termine par une
élongation finale de 2 min a 72°C. Les produits de PCR sont ensuite purifiés a l'aide de billes
AmpureXP (Beckman Coulter, CA, USA) a une concentration de 0.8x afin d’éliminer une partie
des amorces libres, diméres d'amorces et les séquences dont la taille ne correspond pas a celle
attendue.

Une deuxieme PCR (PCR d’indexage) est ensuite réalisée sur les amplicons obtenus a partir
de I'étape précédente, afin leur ajouter les index uniques qui doivent permettre au logiciel de
séquencage de réattribuer les séquences aux échantillons dont elles proviennent.

Les librairies sont finalement quantifiées a I'aide du kit NEBNextLibrary Quant Kit for lllumina
(New England Biolabs, MA, USA), puis normalisées a 4 nM selon les recommandations
d’lllumina avant d’étre réunies dans un seul tube. Les librairies sont ensuite dénaturées par
un ajout de NaOH 0.2M et diluées a une concentration de 20pM. Le séquengage est réalisé a
I'aide d’un séquenceur MiSeq, et d’un kit de réactifs MiSeq Reagent v2, 500 cycles, dédié au
séquencage d’amplicons de moins de 501 pb. Par ailleurs, des fragments de génome de
bactériophage PhiX, a la concentration de 8 pM, sont ajoutés a la librairie en tant que
contréles, afin d’apporter de la diversité et favoriser le bon déroulement de I'analyse.
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Tableau MM-4. Séquences et concentration des amorces utilisées pour I'évaluation de la

diversité de trois VEH, dans les eaux usées, par séquencage NGS. Les amorces ciblant le NoV
Gll sont tirées de la publication de Abria et al. (2018), celles ciblant les AdV sont tirées de Allard
et al. 2001, les autres ont été designées au sein du laboratoire Abiolab (Séquence consensus a
partir des séquences de référence GenBank: AB028247.2, AB042808.1, KF039737.1,
KT732279.1, KU253442.1, LC101825.1, LC122688.1).

’ Concentration Taille Région
Amorces Séquences . _ _
finale (nM) amplicon cible
NoVGI_F1 5" — GGYCGGTGTACYYTTGATGG -3 ¢ 400
NoVGl F2 5 — GGTRGGTGTACWATTGAYGG - 3 * 400 484 pb VP1
NoVGI_R 5" — CAGGACCTGGYATYTTTGACA -3 800
NoVGIl F 5" — GTCAACATCTGCACCTTCAGA-3 ¢ 800
- , ‘ 450 pb VP1
NoVGII R 5 — TACCCRCTGCATCCGGGCAT- 3 800 P
AdV_hexldeg 5’ — TACATGCAYATCGCCG -3 800
301 pb hexon
AdV_hex2deg 5 — CGGGCRAAYTGCACC-3° 800

Tableau MM-5. Séquences adaptatrices pour l'ajout ultérieur d'index de séquengage.

Nom Séquences
Adapteur read 1 5 — GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG -3 ¢

Adapteur read 2 5’ —~ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG — 3 *

MM.4.3.2. Difficultés rencontrées

MM.4.3.2.1. Dans la préparation des librairies

Le premier probléme rencontré lors de la préparation des librairies était lié au choix que nous
avions fait des réactifs. Plusieurs essais infructueux d’amplification par PCR, nous ont amené
au constat que ces réactifs devaient étre trop sensibles aux inhibiteurs de PCR issus des
échantillons d’eaux usées. Les kits de rétro transcription et d’amplification PCR ont donc été
respectivement remplacés par les kits RT Superscriptlll VILO (Invitrogen, MA, USA) et HiFi Q5
(New England Biolabs).

La seconde difficulté a été celle du choix des amorces pour la cible AdV, choix initialement
basé sur des publications utilisant le couple d’amorces proposé par Allard et al. (2001) pour
étudier la diversité des adénovirus dans des échantillons environnementaux (Tong et Lu 2011,
Ogorzaly et al. 2015, Hartmann et al. 2013). L'amplification faite avec ces amorces ne donnait
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aucun résultat y compris pour le controle positif. L'alignement de leurs séquences avec une
séquence consensus (fournie par le Dr. S. Wurtzer, Eau de Paris) a fait apparaitre plusieurs
discordances au niveau de I'amorce sens Hexldeg (présence d'une base « dégénérée »), et
surtout au niveau de I'amorce anti-sens Hex2deg (Figure MM-12).

Hexldeg 5
(amorce sens)

Sequence 5 CGGSCARTGGKCDTACATGCATCAT
consensus AdV

Hex2deg 5 CHN GHe| A C e Es RESN T G T C A AA
(amorce antisens)

Sequence 5% GTGSACSCCSGCRTTGTCAAA
consensus AdV

GCCSCARTGGKCTACATGCACAT

wn
@]
@]

Figure MIM-12. Alignement des amorces proposées par Allard et al. (2001) avec une séquence
consensus des Adénovirus. Les bases inadaptées sont surlignées en rouge. A = adénine ; T =
thymine ; G = guanine ; C = cytosine ; S=CouG; R=AouG;K=GouT,W=AouT;D=A,
Gou T | =inosine

Les amorces pour la cible AdV ont donc finalement été remplacées, avec succes
(amplification vérifiée par migration sur gel agarose), par les suivantes :

- Amorce sens 5’ — CARTGGKCDTACATGCACATC — 3’
- Amorce antisens 5 — TGSACSCCSGCRTTGTCAAAG — 3’

MM.4.3.2.2. Au niveau du séquencage

Le séquencage s'est achevé avec |'indication d'une sur-clusterisation des librairies et un score
qualité (Phred Q30) d'analyse de 37.9% (seules 37.9% des bases assignées ont été affectées
d'un score de qualité supérieur ou égale a 30). Une grande partie des reads a par ailleurs été
classée comme « undefined », l'instrument n’ayant pas réussi a réassigner ces reads a
I’échantillon correspondant.

Ces résultats semblent indiquer un probléme lors de la quantification et/ou de la
normalisation des échantillons indexés. La conséquence majeure d’une sur-clustérisation est
la diminution de la qualité des reads obtenus, et donc la réduction de la quantité de données
exploitables.
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La qualité trop faible des reads obtenus n’a pas permis de poursuivre plus avant 'analyse
pour les NoV Gl et NoV GlI. Seuls les résultats obtenus pour les AdV ont été interprétés, sous
réserve des conséquences aux problémes évoqués ci-dessus.

MM.4.3.3. Analyse des résultats du séquencage

Deux stratégies ont été envisagées pour lI'analyse des résultats :

1) Alignement des séquences par rapport a une séquence de référence puis recherche de
motifs qui seraient mieux ou moins bien conservés entre les différents points
d’échantillonnage de la STEP.

2) Assignement taxonomique (limité a I'espéce) puis évaluation des variations de la
proportion des différents taxons de part et d'autre du traitement primaire, et du
traitement biologique.

La premiére stratégie a été écartée au profit de la deuxiéme. Les données de séquencage
pour la cible AdV ont été analysés a l'aide des plateformes GalaxyEU et GalaxyPasteur, dont
I'accés en ligne est gratuit (https://usegalaxy.eu/ et https://galaxy.pasteur.fr/). Les outils
utilisés pour cette analyse sont présentés dans le Tableau MM-6.

Tableau MM-6. Outils informatiques utilisés pour I'analyse des données de séquengage

Outils Fonction Source
Nettoyage et élimination des
fastp ) ) . GalaxyEU
séquences (« trimming »)
FastQC Contréle qualité GalaxyPasteur (ou GalaxyEU)
Pear Assemblage des reads GalaxyPasteur(ou GalaxyEU)
FASTQ to FASTA Conversion GalaxyPasteur (ou GalaxyEU)
Pasteur blastall for Alignement contre des bases de
, GalaxyPasteur
NGS data données
L. Traduction des ID en entrées
Taxoptimizer GalaxyPasteur

taxonomiques
Count Comptage des occurrences GalaxyPasteur (ou GalaxyEU)

Les valeurs de nombre de reads obtenus par échantillon ont été exploitées avec le calcul d'un
indice de diversité (Shannon) qui tient compte a la fois des espéces identifiées (AdV-A a AdV-
G) et de leurs abondances relatives.

L'indice (H’) correspond a la formule suivante :

N

H' = —Zpilogz pi

i=1
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Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations
d’épuration : pratiques courantes, pistes d’amélioration et
approches innovantes

Le suivi régulier des VEH dans les STEPs revét une importance capitale dans I'’évaluation des
processus de traitement des eaux usées et des risques sanitaires associés a la circulation de
ces virus dans l'environnement hydrique urbain. A ce jour, il n‘existe pas de méthode
standardisée du fait de I'absence de consensus autour des méthodes actuelles conséquent a
I'irrégularité de leurs performances (Corpuz et al. 2020, Kumblathan et al. 2021, Pulicharla et
al. 2021). L'extraction et la détection des VEH dans les matrices de station d'épuration posent
en effet de nombreuses difficultés. Leur diversité et les faibles titres viraux représentent un
véritable défi analytique pour les chercheurs. De plus, la complexité et la variabilité des
échantillons d'eaux usées et de boues, qui contiennent une large diversité de composants
organiques et inorganiques, peuvent entraver la récupération efficace des virus.

Lorsque l'on regroupe les études traitant de ce sujet dans la littérature scientifique, le
processus analytique peut globalement étre résumé en 4 grandes étapes :

Détection des

acides nucléiques Ww

Extraction des
acides nucléiques

Echantillonnage et
prétraitement

Extraction des
virus

Détection des virus

Culture / Isolement L
entiers k)

des particules

Plusieurs critéres sont a prendre en compte dans le cahier des charges de la mise en place
d’une méthode d’analyse :

- Sa sensibilité vis-a-vis de |'objet analysé (capacité a détecter de faibles quantités, qui, dans
le cas des analyses moléculaires, est liée notamment a I'efficacité d’extraction (rendement) ;

- Sa sensibilité vis-a-vis des interférences qu'elle peut subir, en liaison avec la composition du
milieu analysé (qui pourra nécessiter un prétraitement, par exemple) ;

- Sa spécificité (aptitude a identifier les virus cibles de maniere spécifique, sans faux
positifs) en liaison avec les caractéristiques des virus étudiés (type de génome, structure, taille,
etc.);

- Le ratio co(t-bénéfice en matériel et en temps d'analyse en liaison avec les moyens humains
et matériels du type de laboratoires auxquels elle s'adresse.
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La premiere partie de ce chapitre rapporte la mise en place, I'évaluation et les essais
d’amélioration d'un protocole d’analyse des VEH dans les eaux usées et les boues de STEP, en
accord avec les moyens disponibles au sein du laboratoire. Dans une deuxiéme partie,
I'utilisation de matériaux adsorbants (charbon actif et chitosan) en tant que techniques
innovantes pour la récupération des VEH dans les matrices hydriques est abordée.

|.1. Adaptation et essais d'amélioration de méthodes d’extraction
existantes

Dans cette étude, nous avons fait le choix de la détection des génomes viraux selon les
protocoles de techniques de biologie moléculaire qui avaient été préalablement mis en place,
dans le laboratoire (RT-gPCR).

Concernant les échantillons, deux stratégies s’offraient a nous: rechercher les acides
nucléiques des virus dans les eaux usées au niveau des différents étapes des traitements, ou
se concentrer sur les résidus produits par les traitements physico-chimiques (boues primaires)
et par les traitements biologiques (boues biologiques).

Le principal intérét de I'étude des boues réside dans la concentration des polluants (dont les
virus), médiée par I'ajout de polymeres ou le détassage des biofiltres. Mais cela implique
également la concentration d’inhibiteurs de I'analyse moléculaire.

Travailler sur les eaux usées permet la comparaison des mesures de réduction des charges
virales entre entrée — sortie des décanteurs lamellaires (traitements physiques et chimiques)
— sortie des réacteurs biologiques (traitements biologiques). Les échantillons sont alors moins
chargés en inhibiteurs que les boues, mais nécessitent 'utilisation de techniques plus sensibles
ou l'ajout d’étapes de concentration des particules virales.
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[.1.1. Prétraitement des échantillons

Echantillonnage et
prétraitement

1.1.1.1. Echantillonnage et stockage

La premiere étape, universelle a tout protocole analytique, est de définir une stratégie
d’échantillonnage (technique d'échantillonnage, fréquence, point de prélévement dans la
géométrie du site, volume de prise d’essai...) adaptée au but recherché. Dans cette partie, nous
ne traitons que de I'échantillon transporté au laboratoire pour son analyse. Apres plusieurs
essais préliminaires et en adaptant des protocoles décrits dans la littérature a nos objectifs
(Prado et al. 2014), nous avons fait le choix de traiter des échantillons de 25 mL d’eaux usées
ou de boue. Ce volume permettrait tout a la fois de quantifier nos différents virus, tout en
minimisant les colts en temps, réactifs et consommables. Une fois récolté, les échantillons
sont stockés a 4°C et traités dans les 4 jours (sauf exceptions précisées dans les protocoles),
afin de limiter I'impact des évolutions biologiques et chimiques, inhérentes a ce type
d’échantillon, sur les analyses.

1.1.1.2. Homogénéisation des échantillons

La présence d’agrégats dans les échantillons, et plus particulierement dans les boues, rend
difficile le prélevement des échantillons par pipetage. En outre, nous avons raisonnablement
émis I'hypothése que les virus piégés dans ces amas demeureraient inaccessibles aux réactifs
d’extraction, accentuant la sous-estimation des charges virales présentes dans ces
échantillons. 'homogénéisation des échantillons doit donc inclure une diminution en taille et
en nombre de ces amas, ce que ne permet pas la simple agitation (manuelle ou magnétique)
des échantillons.

L'essai d’'un broyeur a couteaux pour l'analyse d’échantillons environnementaux solides
(Pulverisette 11, FRITSCH), n'a pas donné de résultats satisfaisants semble-t-il du fait,
notamment, de la faible vitesse de rotation des lames (2 000 rpm). C'est finalement avec un
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mixeur plongeant du commerce (CleverMixx MSM24500, BOSCH) que la meilleure
homogénéisation a été obtenue.

Une fois les plus gros agrégats dispersés, des essais de micronisation des particules en
suspension dans les eaux et les boues ont été conduits, par sonication (bain d’ultrasons,
jusqu’a 90 minutes) ou cycles de congélation/décongélation (5 cycles, de -80°C/20°C). Cela
n’ayant pas aboutis a des modifications notables de la structure des agrégats encore présents,
la micronisation n’a pas été retenue dans le protocole final.

I.1.1.3. Concentration des boues par dessiccation

La siccité s’éléve a 4% dans les boues primaires et 1% dans les boues biologiques. La
dessiccation de ces matrices a été envisagée afin de réduire les volumes d’échantillon a traiter,
permettant tout a la fois de concentrer les virus présents dans les boues, et de diminuer les
volumes de réactifs d’extraction a utiliser. Dans ce but, les boues ont été placée dans une étuve
a 105°C pendant 16h heures.

La suite des manipulations nécessitait que la matiere solide obtenue a la suite de la
dessication (Figure I-1) soit homogénéisée par broyage. Dans le cas des boues primaires, cette
matiere seche et fibreuse a I'aspect « cartonné », (trés certainement dii a I'ajout de polymere
pendant I'étape de coagulation-floculation), a rendu le broyage impossible, que ce soit au
mortier, au broyeur a billes ou au broyeur a couteaux. Des tests de dissolution de copeaux de
ces boues ont été réalisés a I'aide de deux tampons de lyse de compositions différentes (§ 1.2)
sans résultats probant apres 24h et sous agitation. Concernant les boues biologiques, la
dessiccation a permis d’obtenir une matiére seche facilement broyable au mortier. Ces boues
ont alors pu étre transformées en une poudre fine.

Figure I-1.  Boues primaires (gauche) et boues
biologiques (droite) obtenues apres dessiccation
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L'effet de cette technique de concentration sur la quantification des VEH par RT-gPCR reste a
évaluer. Lextraction des acides nucléiques de virus a donc été poursuivie sur les copeaux de
boues physico-chimique et la poudre fine de boues biologiques, sans qu’aucun des VEH
recherchés (NoV Gl et AdV dans ce cas) n‘ait pu étre détecté. Cette absence de résultats
pourrait vraisemblablement étre attribuée I'insolubilité des échantillons qui serait a l'origine
d’un probléeme d’accessibilité du tampon de lyse aux virus. On peut également supposer un
effet délétere de la dessication sur I'intégrité du virus et de son génome.

La concentration des échantillons par dessiccation n’a donc finalement pas été retenue
comme méthode de prétraitement dans le protocole final.

I.1.1.4. Traitement des parois des tubes d’analyse contre I'adsorption des
virus

Au cours de plusieurs expériences, un probleme de « disparition » au cours du temps d’une
partie des virus dans les suspensions virales s’est présenté. Cette disparition était évaluée par
RT-gPCR. Les parameétres suivants pouvaient étre mis en cause pour expliquer le phénomeéne :

La qualité des stocks viraux, dont les acides nucléiques se dégraderaient suffisamment pour
ne plus étre amplifié, hypothése peu probable du fait de la robustesse reconnue des virus non
enveloppés (Seitz et al. 2011). D’autres expériences sur des stocks nouvellement produits de
MNV ont été réalisées, conduisant aux mémes résultats.

La qualité des solutions et réactifs. Le changement de lots de réactifs et la préparation de
nouvelles solutions n‘ayant pas permis de régler le probléme, cette hypothése a également été
mise de coté.

La qualité des consommables. Richter et al. (2021), ont mis en évidence des phénomeénes
d’adsorption de phage T4 sur des surfaces de matériels de laboratoire, liés au caractéere plus
ou moins hydrophobe de ces derniers. Ces phénomeénes dépendraient a la fois du type de
matériaux (verre, polyéthyléne, polypropyléene, polystyréne) mais également des traitements
additionnels que leur apportent les fabricants.

Ce probleme, ancien, a donné lieu a la commercialisation de tubes traités pour limiter
I'adsorption des protéines (dont sont constitués les capsides de VEH), a 'exemple de la gamme
Protein LoBind® d'Eppendorf. Le colt de ces consommables (+50% en moyenne par rapport a
des tubes non traités), et le nombre important d’échantillons a analyser, nous ont incité a nous
tourner vers une alternative plus économique qui, en outre, ne dépend pas des aléas
d’approvisionnements d’une seule marque. Dans la publication citée précédemment, Richter
et ses collegues proposent deux méthodes pour limiter la rétention des phages, dont I'ajout
de surfactant (Tween20) directement dans la suspension virale afin de diminuer la tension de
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surface et créer une barriére chimique entre les phages et I'adsorbant. Nous avons testé cette
méthode sur des suspensions de MNV, avec les résultats présentés dans la Figure I-2.

100
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Virus adsorbés sur le tube
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D
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traitement Tween20 traitement Tween20
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Figure I-2. Influence de I'ajout de tensioactif sur I'adsorption des virus sur les parois de tubes
en polypropyléne. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (3 réplicats par
condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Aprés 2h d’incubation, on constate une diminution de 22 + 6% des virus dans la suspension
non traitée, contre 6 * 6% dans celle traitée au Tween20. Cette diminution atteint méme les
97 + 0.3% apres 24h d’incubation, contre 53 + 8% dans les suspensions traitées au Tween20.

L'addition de Tween20 dans I'échantillon, avant spiking, a donc été retenue comme étape de
prétraitement.

A ce stade de sa mise au point, le protocole d'analyse était donc le suivant :

- Agitation manuelle de 2-10 L d’eaux ou boues par retournement du flacon (3 fois)
- Dépot de 400 mL dans le bol du mixeur

- Ajout de Tween20 a 0.5% (v/v)

- Ajout de MINV (spiking)

- Mixage de 2 x 30 secondes a 13 000 g a I'aide du mixeur plongeant

- Prélevement de 25 mL et transfert dans des tubes stériles
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[.1.2. Extraction des virus

Extraction des
virus

Lajout direct de tampon de lyse dans |'’échantillon homogénéisé par mixage, n’est pas
envisageable car les billes de silices du kit d'extraction sont rapidement enrobées de matieres
organiques. De ce fait elles ne peuvent plus, toutes, étre récupérées au contact d'un aimant
placé contre la paroi du tube de I'étape intermédiaire.

L'essai d'une étape de centrifugation en amont de I'étape de lyse a montré une nette
amélioration de la récupération des billes par aimantation, mais probablement au prix d'une
perte importante des virus attachés aux particules qui constituaient le culot.

De nouveaux essais ont donc été réalisés dans lesquels une étape d’élution était intégrée,
en amont de la centrifugation.

Parmi les protocoles disponibles dans la littérature, ceux décrits dans la publication de Prado
et al. (2014) présentaient I'avantage de pouvoir étre adaptés a nos moyens, et répondre a nos
critéres pour la mise en place d’un protocole analytique des VEH dans les boues et eaux usées.
Deux nouvelles méthodes, dérivées de celles initialement développées par Guzman et al.
(2007) et Pina et al. (1998) ont alors été confrontées afin de choisir celle qui devait intégrer
notre protocole analytique (Figure I-3).
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Prétraitements
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Figure I-3. Représentation schématique des méthodes testées pour I’extraction des VEH a
partir de boues ou d’eaux usées. Tampon d’élution = Glycine 50 mM + extrait de beeuf 3%
pHY9,6 ; Tampon de lyse = tampon commercial NucliSENS®; PBS 2X pH7; RT = Room
Temperature (20°C + 2°C).
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Figure I-4. Comparaison de deux méthodes d'extraction des virus a partir d'eaux usées et de
boues. La méthode 1 est adaptée d’un protocole initialement décrit par Guzman et al. (2003,
la méthode 2 est, elle, adaptée d’un protocole initialement décrit par Pina et al. (1998). Les
barres d’erreur représentent I'écart absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en
duplicats de RT-qPCR).

Les résultats illustrés dans la Figure I-4 montrent que les valeurs de concentrations obtenues
par la méthode 2 ont été plus élevées que celles obtenues par la méthode 1, quel que soit le
virus. Par ailleurs, la différence a été plus accentuée dans le cas des virus autochtones, avec
une augmentation de 1.4 a 1.5-logs avec la méthode 2 pour les NoV GI, NoV Gll et AdV, contre
0.4-log pour les MNV. Le grand volume de tampon d’élution utilisé dans la méthode 1 pourrait
étre la principale explication de ces résultats. Au-dela de la dilution de I’échantillon, qui semble
contre-intuitive dans un protocole d’extraction et de concentration des virus, |'extrait de bceuf
présent dans le tampon d’élution est connu pour étre un inhibiteur de PCR a travers certains
des composés organiques qui entrent dans sa composition (Prata et al. 2012). L'augmentation
du volume d’élution a pour conséquence l'augmentation du rapport entre la quantité de
composés potentiellement inhibiteurs et la quantité de virus (et donc d'acides nucléiques). La
vitesse de centrifugation utilisée dans la méthode 1 peut également avoir participé a
I'explication des différences d’efficacité, en étant trop faible pour entrainer la sédimentation
de certains inhibiteurs de qPCR.

La méthode 2 a donc été retenue dans I'étape d’extraction des virus de notre protocole
analytique.
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I.1.3. Extraction des acides nucléiques

Extraction des
acides nucléiques

L'étape d’extraction des acides nucléiques est réalisée en suivant le protocole semi
automatisé eGENE Up de Biomérieux, impliquant l'utilisation d’une pipette Viaflo (Intregra),
du programme d’extraction eGENE Up (Biomérieux) et des réactifs d’extraction NucliSENS
(Biomérieux) associés.

Le protocole préconisé par le fabricant est décrit dans la section 2.3 du chapitre Matériels et
Méthodes, mais peut étre résumé comme suit :

- Lyse de I'échantillon

- Récupération des acides nucléiques par des billes de silices

- Purification des acides nucléiques dans trois tampons successifs
- Elution des acides nucléiques par décrochage des billes de silice

A la fin de ces étapes, un extrait concentré d’acides nucléiques est obtenu.

Ce protocole, est utilisé en routine a Abiolab dans de nombreux types d’analyses, et s'avere
effectivement a la fois robuste et rapide. Du fait que les échantillons d'eaux usées
n'apparaissaient pas dans la liste des applications pour lesquelles ses concepteurs |'ont
optimisé, il nous est apparu utile de tester |'effet d'une modification apportée au niveau de
I'étape offrant la possibilité de le faire : I'étape de lyse.

Le tampon de lyse NucliSENS® (Biomérieux) a donc été comparé a un tampon dit "TENS",
reconnu pour son efficacité dans de nombreuses publications. Les caractéristiques de ces
tampons sont présentées dans le Tableau I-1.

La comparaison a été faite sur la base de résultats de quantification des virus autochtones
(NoV GlI, NoV GllI et AdV) et du virus spiké (MNV) dans les échantillons d’eaux usées et de
boues (Figure I-5).
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Tableau I-1. Composition des tampons de lyse comparés dans cette étude.

Tampon « NucliSENS® » Tampon «TENS »
(Biomérieux) (fait maison)
- Tris-HCI (0.05 M
- Thiocyanate de guanidine (50%) EDTA (0(002 M))
Composition - Triton X-100 (< 2%) '
- Nacl (0.05 M)
- EDTA (<1%)
- SDS (0.1%)
pH 7.1 8.0
__ 1.00E+06 —
E 1.00E+05 — ]
o
C
‘Y 1.00E+04
8 I
'g 1.00E+03
\g’ 1.00E+02
g 1.00E+01
8
S 1.00E+00
© MNV NoV Gl NoV GlI AdV

ONucliSENS B TENS

Figure I-5. Comparaison de I'efficacité de deux tampons de lyse sur la mesure de VEH par RT-
qPCR. Les barres d’erreur représentent I'écart absolu médian (3 réplicats par condition,
analysés en duplicats de RT-qPCR).

L'expérience a montré que le tampon commercial restait plus efficace sur les norovirus, en
particulier sur les virus autochtones avec des quantités supérieures (+1,4 a 3,1 logio), a celles
mesurées avec le tampon TENS. Ce dernier est apparu, plus efficace sur les adénovirus que le
tampon commercial (+2.3 logio).

Ces résultats pourraient étre liés a la nature des acides nucléiques de ces deux familles de
virus, ARN pour les norovirus et ADN pour les adénovirus. Le thiocyanate de guanidine qui
apparait dans la composition du tampon NucliSENS® est couramment utilisé dans les procédés
d’extraction d’ARN et d’ADN, notamment pour sa contribution a la dénaturation des RNAses
et DNAses dans les opérations de lyse de cellules (Chirwing et al. 1979). La supériorité du
tampon commercial pourrait donc étre expliquée par la plus grande sensibilité des ARNs a
I’'ambiance chimique de I’échantillon, par comparaison aux ADNs, et par |'effet protecteur du
thiocyanate de guanidine.
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Outre ces résultats, le choix a été fait de garder le tampon commercial NucliSENS® comme
tampon de lyse dans le protocole d’extraction final, pour les trois raisons suivantes :

1) Notre protocole doit présenter une bonne efficacité d’extraction a la fois
des ARNs et des ADNs. Or, les ARNs se dégradant plus rapidement que les
ADNs dans lI'environnement (Wood et al. 2019, Marshall et al. 2021), leurs
rendements de récupération sont globalement plus faibles, en particulier dans
des matrices aussi complexes que les boues et les eaux usées.

2) Les virus entériques sont majoritairement des virus a ARN.

3) Le contréle du taux de récupération des virus entériques dans la
technique de RT-qPCR se fait par dopage des échantillons au MNV, un virus a
ARN.

[.1.4. Quantification génomique

Détection des
acides nucléiques

Comme indiqué précédemment, la quantification des virus entériques humains dans les
échantillons environnementaux au sein du laboratoire Abiolab se fait par (RT-)gPCR.

Des difficultés de quantification des NoV Gl (absence de détection, variabilité importante
entre les réplicas) ont toutefois été rencontrée dans divers échantillons d’eau et de boues de
station d’épuration. Ces difficultés nous ont incité a comparer le systéme d’amorces et de
sondes gPCR que nous avions utilisé dans un 1" temps (désigné « ancien systeme » dans ce
qui suit) a celui décrit par Prévost et al. 2015 (« nouveau systéme »). Ce nouveau systeme cible
également une région conservée codant pour la protéine VP1 de la capside des norovirus Gl,
avec toutefois un décalage de 11 nucléotides vers I'extrémité 3’.
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Tableau I-2. Comparaison de deux systémes de sonde-amorces pour leur efficacité dans la
détection par RT-gPCR de NoV Gl dans des échantillons d’eaux usées (n=105). Ancien = systéeme
designé a Abiolab ; Nouveau = systéme tiré de Prévost et al. (2015) et modifié par Tesson et al.
(2019). Les analyses ont été réalisées simplex (seuls les NoV Gl étaient recherchés) en duplicats
de RT-qPCR et sur des échantillons en triplicats.

Echantillons Meilleure Meilleure
positifs quantification reproductibilité

Systemes qPCR NoV Gl

Ancien
F5279 5’-CCATGTTCCGYTGGATG-3’

R5372 5’-ATGATGATGGCGTCTAAGG-3’ 76/105 6/76 9/76
P5326 5’-GATCGCRATCTYCTGCCCGAATT-3’
Nouveau
F5290 5’-CGYTGGATGCGSTTCCAT-3 102/105 70/76 67/76

R5374 5’- CTTAGACGCCATCATCATTTAC-3’
P5334 5'-CGA{T}CYCC{T}GTC{C}ACA-3’

Le test des deux systemes de sonde - amorces NoV Gl, a été réalisé sur 105 échantillons
d’eaux usées, chacun évalué en triplicats. Le systéme pour lequel les valeurs de quantification
obtenues étaient plus élevées a été considéré comme présentant une meilleure quantification.
Le systeme pour lequel la déviation absolue de la médiane des réplicas (MAD) était la plus
faible a été considéré comme présentant une meilleure reproductibilité.

Le Tableau I-2 montre que les séquences virales ont été détectées dans pres de 97% des
échantillons avec le nouveau systeme, contre seulement dans 72% d'entre eux, avec I'ancien
systeme. Considérant les échantillons détectés avec les deux systémes (n=76), il est apparu
gue dans 92% des cas, le nouveau jeu de sonde et amorces donnait des valeurs supérieures a
celles obtenues avec l'ancien jeu et dans 88% des cas, une meilleure reproductibilité entre les
réplicas. Au vu des améliorations significatives apportées par le « nouveau » systeme dans la
détection des NoV Gl a partir de nos échantillons, celui-ci a été adopté pour la suite des
expérimentations relatives a la quantification des NoV Gl., Il est a noter cependant que ce
nouveau systeme ne permet pas le multiplexage avec le systéme ciblant les MNV du fait d’'une
forte interférence dans le canal de fluorescence « MNV », et que le probléme n’a pu étre réglé
par une compensation colorimétrique (données non présentées).
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1.1.5. Protocole retenu pour I'extraction des VEH a partir d’eaux usées et
de boues de station d’épuration

Le protocole résultant de ces essais est présenté dans la Figure I-6. Il a été utilisé par la suite
dans toutes les expériences décrites dans les chapitres suivants. Il a, par ailleurs, été ajouté au
catalogue de l'offre d’analyse de l'entreprise pour la recherche des VEH dans les eaux
environnementales et, dans une version modifiée, pour la recherche des contaminations
fécales associées aux humains, ovins, bovins, équins, porcins, canins et a certains oiseaux.

Lefficacité de récupération des MNV a été évaluée dans différent types d’échantillons
(Tableau I-3).

Tableau I-3. Efficacité de récupération du protocole retenu appliqué a différents types
d'échantillons (analysés en triplicats avec duplicats de RT-qPCR).

Type d’échantillon N Min (%) Médiane (%) Max (%) \
Boues primaires 10 2 14 16
Boues biologiques 10 10 14 41
Eaux usées - entrée de STEP 17 13 39 66
Eaux ulsees - point mtermedl?lre 17 )8 45 92
(entrée traitement secondaire
Eaux usées - sortie de STEP 17 31 50 82

Les résultats montrent une grande dispersion des valeurs d’efficacité de récupération quel
gue soit le type d’échantillon. Cette variabilité peut étre observée, pour un méme protocole
analytique, entre différentes STEP ou au sein d’'une méme STEP (Ahmed et al. 2020, Chik et al.
2021, Pecson et al. 2021, Ahmed et al. 2023), trés certainement en lien avec la variabilité de
composition des eaux usées brutes, des charges virales entrantes, etc. Ahmed et al. 2020 ont,
par exemple, comparé 7 protocoles de concentration et obtenu des taux de récupération
moyens compris entre 27% et 66% dans des échantillons d’eaux usées spikés au virus de
I’hépatite murine. La récupération des virus spikés est aussi, sans surprise, inférieure dans les
boues par rapport au eaux usées, tres probablement du fait d’'une concentration en inhibiteurs
de PCR plus élevée dans les boues.

Dans les chapitres suivants, ce protocole a été appliqué aux deux matrices :

- la matrice « eau », comprenant les échantillons d’eaux usées (entrée STEP, entrée
biofiltre et sortie de STEP) et de surnageants d’eaux usées ;
- la matrice « boue » comprenant les flocs et biofilms.
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Figure I-6. Protocole retenu pour l'analyse des virus dans les eaux usées de station d'épuration.
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|.2. Approche d'une technique d'échantillonnage innovante : les
matériaux adsorbants

L'utilisation de matériaux adsorbants pour l'analyse des virus dans les matrices
environnementales peut offrir une stratégie alternative aux méthodes traditionnelles
d'échantillonnage. Diverses études ont montré l'efficacité de certains d’entre eux pour
I’élimination des virus des eaux (Michen et al. 2013, Canh et al. 2021), mais cette méthode
restait, jusqu’a récemment, encore peu utilisée dans un but analytique. Un projet d’étude a
donc été initié courant 2019, en collaboration avec le laboratoire EDYTEM (Université Savoie
Mont Blanc), dans lequel plusieurs matériaux ont été testés pour leurs performances a
adsorber les virus entiers a partir de suspensions calibrées de MNV : le charbon actif et le
chitosan (Figure I-7). Avec la pandémie de COVID-19 et la détection du SARS-CoV 2 dans les
eaux usées, une émergence d’études sur |'utilisation d'échantillonneurs passifs a base de
matériaux filtrants (coton, nylon, cellulose, notamment) a depuis été observée (Kevill et al.
2022, Vincent-Hubert et al. 2022, Jones et al. 2022, Li et al. 2022, Hayes et al. 2022).

Les mécanismes d'adsorption de ces matériaux étant non spécifiques, c'est en aval, par
I'analyse moléculaire, qu'une spécificité est donnée a l'ensemble du processus analytique.
Nous avons également testé ces matériaux sur des eaux usées dopées en MNV, dans le but
d'évaluer les modifications éventuelles de leurs capacités a adsorber des virus du fait
d'interférences avec les composantes des eaux usées.

Une grande partie des expériences réalisées et leurs résultats, a fait I'objet d'une publication
dans la revue "Journal of Virological Methods" pour le charbon actif, ou font partie d’'un projet
de publication pour le chitosan. Leurs textes sont donnés in extenso dans les pages suivantes.

Figure I-7. Charbon actif en poudre (gauche) et billes d’hydrogel de chitosan (droite) utilisés
dans nos travaux sur la recherche de stratégies alternatives de récupération des virus dans les
matrices hydriques
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Abstract

Enteric viruses are widely spread in water environments, some being harmful for human
communities. Regular epidemics highlight the usefulness of analysing such viruses in
wastewaters as a tool for epidemiologists to monitor the extent of their dissemination among
populations. In this context, CNovel™ Powdered Activated Carbon (PAC) was chosen for its high
porosity and high adsorption capacity to investigate sorbent ability to be used as part of of
virus detection probes. Self-supported PAC Foils (PAC-F), PAC coated Brushes (PAC-B) and PAC
Sampler (PAC-S) were used to prospect PAC efficacy in virus adsorption and above all, the
feasibility of virus retrieval from them, allowing to further analysis such as molecular analysis
guantification. Aiming at the development of a field-operational tool, PAC saturation and
reusability were also investigated, as well as PAC-polarisation effect on its adsorption capacity.

Our results pointed out that sorbent-based probes exhibited a high adsorption efficacy of
spiked Murine Norovirus (MNV-1) in bare 0.1 M NaCl solution (>90% for PAC-B and >86% for
PAC-F at =107 genome unit virus concentration), with no saturation within our experimental
framework. On the other hand, polarisation assays using PAC-F as electrode, did not
demonstrate any adsorption improvement. Experiments on PAC probes reusability suggested
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that they should be used three times at the most for a maximum efficiency. Values of virus
retrieval were low (up to 11% with PAC-B and up to 14% with PAC-F in 0.1M NaCl virus
suspensions), illustrating the need for the techniques to be improved. A preliminary field assay
using PAC-S, demonstrated that our catch-and-retrieve protocol yielded to the detection of
autochthonous human Norovirus Genogroup | (NoV Gl) and Adenovirus (AdV), in wastewaters
suggesting its promising application as virus detection tool in such high loaded and complex
waters.

Keywords
Enteric viruses — Powdered activated carbon — Sorbent-based probe — Virus analysis —
Wastewater analysis

1. Introduction
Human Enteric Viruses (HEV) are the main cause of waterborne diseases contracted all over
the world, such as gastroenteritis and hepatitis (Enserink et al., 2015; Bouseettine et al., 2020).
Their replication occurs within the gastrointestinal tract of their hosts, leading to large
numbers of viruses excreted together with the faeces, up to 10'? particles.g™* of faeces, then
entering wastewaters (Gerba, 2000; Blacklow and Greenberg, 1991).

Sewers drive wastewaters to WasteWaters Treatment Plants (WWTPs) where they are
processed to eliminate most of their organic and mineral loads, targeting downstream aquatic
systems protection. However, HEV persistence in water environment, as well as a relative
resistance to WWTPs depollution processes, have been demonstrated (Bae and Schwab et al.,
2008; Seitz et al. 2011; Qiu et al., 2015; Kauppinen et al., 2018). Residual virus loads in WWTP
effluents reaching downstream recreational or shellfish farming waters, are yet high enough
to represent a public health issue (Aslan et al., 2011; Sinclair et al., 2009).

Despite an increasing number of studies dedicated to this topic, a lack of efficient and
standardised techniques remains, especially in collecting viruses from complex media such as
wastewaters.

In most previous researches, wastewater virus analysis follows an extraction / detection two-
steps protocol (Hmaied et al., 2016; Cioffi et al., 2020; Janahi et al., 2020), where molecular
analyses remain the gold standard in virus appraisal. Today, they allow very low viral genome
copies detection (Sharkey et al., 2021) while enduring some lingering impediments, as from
inhibitors effects, despite recurrent investigations seeking at their reduction (Albinana-
Gimenez et al., 2009; Canh et al., 2019). Particles' extraction remains the main problematic
step in virus analysis, especially in addressing highly diversified and heavy loaded sewage
waters.
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A large panel of methods are described in the literature about enteric virus recovery from
wastewater. Filtration with negatively or positively charged filters is among the most popular
techniques (Ahmed et al., 2015; Soto-Beltran et al., 2013), together with protein precipitation
(using polyethylene glycol, for example) or flocculation with skimmed milk (Masclaux et al.,
2013; Hjelmso et al., 2017; Strubbia et al., 2019). Ultracentrifugation and ultrafiltration are
also used as concentrating techniques (Sidhu et al., 2018; Prado et al., 2019; Prata et al., 2012;
Martin-Diaz et al., 2018).

As successful contributors to pollutants removal in wastewater treatment processes,
adsorbents may appear as good candidates for virus sampling (Crini et al., 2018). Among them,
activated carbon, under its many different formats, has been thoroughly studied for its ability
to adsorb a wide range of organic and inorganic components, including viruses (Cookson and
North, 1967; Gerba et al., 1975; Powell et al., 2000; Matsushita et al., 2013; Cormier et al.,
2014). Activated carbon is a complex, structurally disordered and highly porous material,
available under several physical shapes (powder, granules, beads, fabric, etc.). Its adsorption
efficiency especially relates to its porosity, yet not being specifically claimed to be mainly
determinant in any of the above-mentioned studies. It can also be polarised after addition of
conducting additives (Goldin et al., 2005; Robles et al., 2020), a design which may help
collecting electric charges-bearing particles like virus within some pH ranges.

Our goal, in this work, was to setup devices and protocols committed to virus detection while
addressing the challenging task (as quoted by Cormier et al., 2014) of operating PAC.

Virus adsorption on PAC rely upon several parameters:

1. PAC specifications, especially specific surface area, porous volume and pore size
distribution

2.  Geometry and composition of holding structures used to operate PAC (i.e. supports)
3.  Chemical mixtures entering the build of the above mentionned structures (glues)

4.  Coating evenness, especially in its thickness

5. Experimental conditions (exposition time, stirring, temperature, etc.)

6. Overall water composition: dissolved and particulate matters (mineral and organic)
including virus concentration.

7.  Virus size, envelope, isoeletric point (IP).

Investigations on parameters 2 and 5, only are reported in this paper using the CNovel™
mesoporous (50nm) PAC arranged in three forms:

- PAC foils (PAC-F), used as-is or, polarised as self-supported electrodes,

- PAC-coated brushes (PAC-B), an in-house design set to maximise PAC active surface,

118

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



- PAC sampler probes (PAC-S) designed to enter an automatic sampler committed to field
experiments.

All our experiments aimed at the assessment of both, PAC virus adsorption capacities and virus
recovery efficiency after desorption. PAC abilities to enter field operational virus sampling tools
were also investigated. Indeed, PAC probes, should not only be efficient in collecting viruses
from aqueous media, but also in allowing their release, or at least, part of it, for further
genome identification and quantification by Reverse Transcription-quantitative Polymerase
Chain Reaction (RT-qPCR). We also investigated a possible saturation of our PAC material after
few adsorption steps, its ability to be reused through successive virus adsorption/recovery
cycles and the effect of polarisation on its adsorption capacity.

2. Materials and Methods

All experiments were conducted on 0.1M NaCl Murine Norovirus suspensions and on
wastewaters from the WWTP of the Grand-Chambery urban community (Savoie, France).

2.1.  Virus stock production
The murine norovirus (MNV-1) strain, a surrogate of human norovirus was used to perform all
in vitro experiments. They were grown on murine macrophage cell line RAW 264.7 (ATCC TIB-
71). High-glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) and Foetal Bovine Serum (FBS)
were purchased respectively from Corning (Corning, NY, USA) and Dominic Dutscher
(Bernolsheim, France).

MNV-1 was propagated by infection of confluent RAW 264.7 cell line cultured in DMEM
supplemented with 5% FBS and 1% Ampicillin/Streptomycin. After 48h at 37°C under a 5% CO,
atmosphere, lysate was clarified by centrifugation at 3,000 g for 20 min at 4°C. MNV-1
containing supernatant was aliquoted and stored at -80°C. Stocks were quantified by Tissue
Culture Infective Dose 50% (TCID50) and RT-gPCR.

2.2. Preparation of the powdered activated carbon probes
All experiments were performed with CNovel™ (Toyo Tanso Co, Osaka, Japan) mesoporous
activated carbon (Figure 1). Microporous and mesoporous volume are 0.209 cm3.g? (pores
diameter < 2 nm) and 0.855 cm3.g? (pores diameter 2-50 nm) respectively. The BET specific
surface area is 660 + 3 m2.g* (P/P° range = 0.01-0.05). As Noroviruses are around 30 nm in
diameter, carbon porosity centred to 50 nm in diameter (estimation from BJH method applied
on adsorption branch), was chosen to maximise the virus-adsorbent interaction.

119

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



Regulus 0.5kV-D 2.6mm x100k SE#BSE(U)

Figure 1. Scanning electron microscopy image of CNovel™ 50 nm.

Within the investigated water solutions pH range (6.5-7.5), the CNovel™ zeta potential
(+0.55 mV at pH 7) should favour the adsorption of negatively charged Norovirus.

The three designed CNovel™-based probes are represented in Figure 2:

- self-supported PAC-F used as-prepared or as electrodes to investigate the role of polarity in
adsorption processes;

- PAC-B; a field operational tool candidate

- PAC-S, part of an automatic sampler, used in wastewater field experiments.

(@)

Figure 2. PAC Foil (a), Brush (b) and Probe (c) designs.

Brushes (PAC-B) and sampler probes (PAC-S) were 3D-printed using Polyamide 12 (nylon) or
Rigid 10K (resin), then coated with a mixture of 87% CNovel™ carbon, 8% PVDF Solvay 5130
and 7% conductive carbon black C65 (Imerys Graphite and Carbons). Total coated surface was
about 131 cm?. Coating mass was = 1.2 *+ 0.3 g. The coating slurry solvent was N-Methyl-2-
Pyrrolidone.

PAC-F were prepared from 80% of porous carbon mixed with 14% of PTFE and 6% of conductive
carbon black (solvent: same as above). Their total mass was =0.038 + 0.012 g. Foils were totally
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immersed (4 cm?) into the virus suspension for reusability experiments, and partly immersed
(2 cm?) for polarisation assays.

Adsorption assays

PAC foil or brush

24hrs
incubation

0.1 M NaCl Murine
Norovirus suspension

24hrs
incubation

Positive control RT-gPCR measurements

material

Virus disappearance in
medium
> =
Adsorption surrogate

’ » Virus recovery on PAC

Samples

>| Reference value

Figure 3. Adsorption assays experimental design using PAC-F (foils) or PAC-B (brushes).

Both, PAC-F and PAC-B were used for these assays. All experiments were performed in
triplicates at room temperature (20°C) in 0.1 M NaCl MNV-1 suspension (1.76.107 + 0.36.10
genome units.mL? for PAC-F experiments, 2.57.107 + 0.25.10’ genome units.mL* for PAC-B
ones). They were set up to emphasize virus - adsorbent contact (stirring, narrow between-foil
distance).

PAC-F were, each, plunged into 2 mL MNV-1 suspension and incubated under a 120 rpm
stirring. After a 24 h contact time, the foil was transferred into another tube where virus
recovery later would take place (Figure 3). The NaCl solution, now freed from the foil, was
submitted to RNA extraction for measuring the non-adsorbed viruses' amount.

PAC coated brushes were, each, plunged into 30 mL MNV-1 suspension in a 50 mL test tube.
Tubes were incubated on a reciprocal shaker set at 120 rpm. After a 24 h contact time, PAC-B
and 0.1 M NaCl solution were separated and submitted to nucleic acids extraction processes.

In all cases, virus "disappearances” were calculated from virus concentration differences,
between positive controls and virus suspensions, at the end of the contact time period. Hence,
these values were indirect assessments of the PACs adsorption capacities.
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Positive controls were viral suspensions at the same initial virus concentrations which had no
contact with an adsorbent. As such, they were used as references for recovery rate
calculations. Negative controls were plain 0.1 M NaCl solutions receiving a PAC device (PAC-F
or PAC-B). Both controls were incubated 24 h under stirring.

Investigation on a possible saturation of PAC-F adsorption capacity, by immersion of a foil
into 2 mL virus suspension, was repeated three times (same protocol as above), using the same
foil but with a new virus suspension at the same initial concentration. Each time, the remaining
virus concentration was measured and PAC adsorption capacity calculated (Figure 3).

2.3. Adsorption kinetics assays
Assays were conducted following the previously described PAC-B adsorption protocol for,
except that 1 mL was sampled 1 h, 2 h, 5 h, 15 h and 24 h after the experiment starting.
Concentrations of the remaining virus were measured and plotted over contact time.

2.4. Experiments on PAC probes reusability
Virus desorption from the probes (foils or brushes) and remaining virus in the 0.1 M NacCl
suspension were both investigated.

Experiments were performed according to the above-mentioned PAC-F and PAC-B adsorption
protocol, and repeated three times.

2.5. PAC-F polarisation assays
Three experiments were performed with PAC-F used as electrodes: anode first, then as
cathode and lastly with no polarity. In each case, the counter electrode was a platinum foil, as
neutral, non-adsorbent material.

Electrodes were plunged in a 0.1 M NaCl MNV-1 suspension for 24 h at room temperature and
120 rpm stirring. They were connected to a DC generator set to 0.9 V. Electrodes and
suspension were then separated and submitted to nucleic acids extraction processes.

2.6. Wastewater virus sampling using adsorbent based probes
Field scale studies, operating an in-house built automat, were performed at the Grand-
Chambéry WWTP (Chambéry, France), aiming to sample autochthonous NoV Gl and AdV. The
plant is processing both, industrial and domestic wastewaters from approximately 260,000
people over a usual two steps, physicochemical, primary and biofiltration, secondary,
treatment.

122

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



As the Grand-Chambéry sewer network does not fully separate storm waters from sewages,
the study was performed during a dry period to avoid any occasional high variations in mineral
and organic wastewater loads.

The specifically built automatic sampler (Figure 4) took water from the outlet of a trickling
filters unit during an adjustable pre-set time period (here 2.5 h and 5 h). Water temperature
was about 15°C. After flowing through a coarse meshed filter, the water was distributed across
four channels, three of them leading to probe chambers, each containing a PAC coated
sampler-probe (PAC-S). PAC-S were PAC-B similar 3D-printed structures, redesigned to fit the
sampler chambers. The last channel led to a peristaltic pump, set to take subsamples (volume
adjusted to the experiment duration) every 5 min during the 2.5 h or 5 h contact times.
Collected subsamples were all poured into a 10 L container, finally resulting in one single water
sample integrated over the experiment period.

B 5/
] By
il

C E

Figure 4. Hydraulic circuit of the automatic sampler: A) trickling filters outlet collector tank, B)
pump, C) coarse filtration unit, D) rotameter, E) probe chambers, F) flow sensors, G) peristaltic
pump, and H) time-integrated water-collector.

Channel flow rates were measured by flow sensors, and recorded, then used to standardise
each channel results for water discharge. At the end of the experiment, PAC-S and the time-
integrated water sample were recovered and conveyed at 4°C to the laboratory for virus
analysis.

123

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



2.7.  \Virus extraction from wastewater

Virus were extracted from wastewater following a protocol derived from Pina et al. (1998).
After the wastewater sample was twice homogenized for 30 s at 13,000 rpm using a hand
blender, 25 mL were collected and spiked with MNV-1, to a 3.21.107 genome units.mL final
concentration. The sample was then mixed with 10 mL of 50 mM glycine and 3% beef extract
buffer (pH 9.5) and incubated for 30 min at 4°C to promote the virus desorption from
suspended matter. 10 mL of 2X phosphate buffer saline (pH 7.2) were then added to the
mixture for pH neutralisation, prior to be centrifugated (12,000 g for 15 min at 4°C). The pellet
was discarded and the supernatant subjected to the nucleic acids' extraction process.

2.8. Nucleic acids extraction

Nucleic acids extractions and purifications were carried out using NucliSENS® reagents
(Biomérieux, Marcy [|'Etoile, France) and the semi-automatised eGENE-UP® platform
(Biomérieux, Marcy I'Etoile, France) according to slightly modified manufacturer instructions.
Briefly, samples (either saline virus suspensions from assays or wastewater from the automatic
sampler experiments or the solid coated devices: PAC-S, PAC-B and PAC-S) were mixed with 30
mL of lysis buffer for 30 min at room temperature. In experiments on fPAC-F, lysis buffer
volume was 2 mL. 50 pL of magnetic silica beads were then added to the lysate and allowed
to bind nucleic acids for 15 min at room temperature under shaking. Beads were washed
successively with the three NucliSENS® extraction buffers and eluted in 100 uL of the third one.
Eluted beads were vortexed then heated for 5 min at 65°C and stirred at 1600 rpm, allowing
the release of nucleic acids. After a 30 sec centrifugation at 480 g, the supernatant (hereafter
referred as RNA extract) was separated from the beads, carefully transferred into sterile
microcentrifuge tubes and stored at -20°C prior to analysis.

2.9. Molecular quantification by RT-qPCR
RT-gPCR was carried out using the TagMan Fast Virus One-Step Master Mix from Applied
Biosystems™ (Waltham, MA, USA) with a total 20uL reaction volume. The reaction mixture
contains 5ul of template, 5uL of Master Mix and primers and probes as needed per specific
assay (Table 1). MNV-1 and NoV GI were quantified in multiplex reaction, while AdV was
guantified in simplex one.

RT-gPCR was performed using a LightCycler 480 thermocycler (Roche, Basel, Switzerland), with
the following thermal cycling conditions: 5 min at 50 °C, 5 min at 95 °C, and 45 cycles of 20 s
at 95 °C followed by 40 s at 60 °C. Data were collected at the end of each cycle. Results were
validated after corresponding viruses' positive control and autoclaved ultrapure water
negative control.
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Table 1: primers and probe's sequences for each analysed virus

Final
Matrix Primers and probes Primer and probes sequences (5' = 3') concentratio
n (nM)
Virus
suspension TGGAACAATGGATGCTGA
. MNV-1-F5006 400
in NaCl GCTGCGCCATCACTC
MNV-1-R5078 800
0.1M (Texas red) CCGCAGGAACGCTCAGCAGT (BHQ-
MNV-1-P5028 100
and 2)
Wastewater
NoVGI-F5279 CCATGTTCCGYTGGATG 600
Wastewater NoVGI-R5372 CCTTAGACGCCATCATCAT 600
NoVGI-P5326 (FAM) GATCGCRATCTYCTGCCCGAATT (BHQ-1) 300
AdV_ABDEFG_F17676  TACATGCAYATCGCCG 300
Wastewater AdV_ABDEFG_R17727 CGGGCRAAYTGCACC 900
AdV_ABDEFG_P17694  (FAM) CAGGAYGCYTCGGARTAYCT (BHQ-1) 400

2.10. Raw data formatting
LightCycler® 480 software (Roche, Basel, Switzerland) was used to analyse all RT-qPCR tests.
Data were collected and managed in Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA).
Cycle threshold (Ct) levels were manually set at the starting points of samples' internal positive
control exponential phase.

All samples with a Ct larger than 40 or replicates with a ACt > 1 were considered negative and
discarded.

Differences between initial and final (after contact with the sorbent) virus concentrations in
0.1 M NaCl suspensions, were used as proxy of virus adsorptions on PAC materials.

Results from replicates were all summarised as medians (unknown data population
distributions) and Median Absolute Deviations were computed accordingly.

The percentage of virus retrieved from the sorbent or which disappeared from the suspension
at the end of adsorption experiments, was calculated as follows:

Qf (viral RNA genome copies recovered)
Q (MNV-1 recovery rate) (%) = - - x 100
QO (viral RNA genome copies seeded)
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3. Results

3.1. Viruses' adsorption and desorption using PAC-coated devices
The experiment aimed at the measure of MNV-1 adsorption on PAC-F and at the analysis of its
repeatability.
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Figure 5. PAC-F 24h adsorption repeatability in 0.1M NaCl viral suspension. Error bars are +
Median Absolute Deviation.

As stated on Figure 5, adsorption in the first assay appeared significantly higher than in the
three following ones, attesting for a slight decrease of the sorbent adsorption capacity along
the repeats. It was asserting the progress of adsorption toward its saturation. However, this
decrease did not amplify from assay 2 to assay 4, despite each time virus accumulation on PAC-
F was attested by the virus concentration drop in the suspension.

After a first decrease, CNovel™ kept a significant adsorption capacity, even after a four-times
exposition to suspensions with same initial virus concentration. At the end of the experiment
a total of 8.69.107 viruses were then removed from the suspensions by the 0.038 + 0.012 g
PAC-F (i.e. 2.29.10° genome units.g™* of PAC).

Virus adsorption was then investigated with PAC-B designed as field-operational probes
candidates. Compared to PAC-F, brushes coating resulted in a thin PAC layer, then with likely
lower adsorption capacity, but with larger active surface.
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Figure 6. PAC-B MINV-1 adsorption in 0.1M NaCl viral suspension and recovering efficacies.
Error bars are + Median Absolute Deviation.

MNV-1 adsorption on PAC-B 1, 2, and 3 (triplicates) reaches 97 + 0.03%, 90 + 1.03% and 94 +
3.18% respectively, after 24 h contact with the viral suspension (Figure 6). After desorption, 11
10.97% of the adsorbed viruses were recovered from the first brush, while 0.3 + 0.02% and
1.4 £ 0.14%, were obtained from the second and third recovery assays, respectively.

Thus, despite their thin PAC layer, PAC-B demonstrated to be efficient adsorbent devices, with
a final adsorption of 2.63.107 viruses on the 1.2 +0.3 g of PAC-B (i.e. 2.19.107 genome units.g"
! of PAC-B). However, the desorption technique appeared rather inefficient on PAC-B, resulting
in quite poor virus retrieval values.

3.2. Adsorption kinetics
Short sampling time is a key parameter in field-operational tools performances. PAC-B
adsorption kinetics was therefore a focal point to be investigated.
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Figure 7. PAC-B adsorption kinetics in a 0.1M NaCl MNV-1 suspension. Values were calculated
according to the following formula: ratio (%) = concentration of remaining viruses at x h/initial
virus concentration x 100.

Three successive assays delivered the similar adsorption kinetic patterns (Figure 7). Virus
concentration ranges from 30% to 51% after a 5h contact time, dropping to values as low as
10 to 3% after 24h, when a nearly total adsorption of the initial virus load was observed.

3.3. PAC reusability
PAC-F and PAC-B ability to be reused were studied with the perspective to use them in a field-
operational tool.

Reusability was investigated from steadiness performances of both the two steps of virus
"adsorption" sampling (alias virus concentration decrease in the 0.1 M NaCl suspension) and
"recovery" (direct retrieval of virus nucleic acids after submitting PAC to the lysis buffer).
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Figure 8. PAC-F reusability in the 0.1 M NaCl suspension assayed over four MNV-1
adsorption/recovery cycles. Error bars are + Median Absolute Deviation.
PAC-F reusability was tested over four virus adsorption/desorption cycles (Figure 8).
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Adsorption efficiency kept quite steady during the firsts three cycles (85 to 86%), before falling
to 43 +7% at the last one. Recovery rate was about 14 +2% at the first cycle, and reached 36
3%, 33 +3% and 36 +7% at cycles 2, 3 and 4, respectively.

One of the main outcomes of the experiment is the lowest adsorption uptake occurring at the
last assay. Despite the good performance of the recovery, with regard to this value, the result
suggests that three successive uses (adsorption + recovery) of PAC-F, only are possible.

__100.0 . S —_—

S 80.0

>

= 60.0

c

S 40.0

(o

— 20.0 | '—I_—‘

% 0.0 [] = = =

= @ @ erb eb‘ e\ eq’ erb eb‘ e\ eq’ erb @
> O & O > O & O > O
N & N S N &N &N N &N &N S

brush 1 brush 2 brush 3

Orecovery DOadsorption

Figure 9. PAC coated brush (PAC-B) reusability during four adsorption/desorption cycles. Error
bars are + Median Absolute Deviation.

Four repeats of virus adsorption/desorption cycle were performed, to investigate the PAC-B
reusability. MNV-1 adsorption uptake rate ranged from 87 to 99 % during the first three cycles
(Figure 9), then decreased to 13 £0.00%, 16 +0.02% and 73 £1.76% with brushes 1, 2 and 3
respectively, at the fourth cycle.

The corresponding virus recovery appeared slightly higher lately, after one or two reuses,
especially with brush 1 at the 3™ cycle. Results, from brushes 1 and 2, mainly, also suggest that
differences in PAC-coating masses, 1.56, 1.08 and 1.02 g on brushes 1, 2 and 3 respectively,
were playing a part in these recovery rate values.

These assays corroborated conclusions from foils experiments in that, under our experimental
conditions, PAC-devices (PAC-F and PAC-B) could hardly sustain more than three times reuses.

3.4. Polarization effect on PAC-F adsorption efficiency
Virus electrical charges play a major role in adsorption processes (Gerba, 1984). While large
variations according to species and groups, have been recorded, virus IP frequently establishes
between 3.5 and 7 (5.5 to 6.0 for Norwalk virus (Michen and Graule, 2010)). In environmental
freshwaters at pH between 6.5 and 7.5, and certainly in our 0.1M NaCl virus suspension, virus
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behave as anions, justifying that one of the most usual sampling techniques rely on positively
charged filtration cartridges.

PAC-F polarisation experiments were designed to investigate a possible involvement of polarity
in CNovel™ MNV-1 adsorption efficacy.
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Figure 10. (a): Remaining virus in the 0.1 M NaCl MNV-1 suspension: at the end of the PAC-F
polarisation experiment. (b): MINV-1 recovery rates from PAC-F and platinum electrodes. 1.
PAC-F as anode. 2. PAC-F as cathode. 3. Unpolarised PAC-F. Error bars are + Median Absolute
Deviation.

Three experiments were planned, respectively with PAC-F as anode (1), PAC-F as cathode (2)
and with no polarisation (3), all with platinum foil as counter electrode.

As depicted on Figure 10 (a), PAC-F adsorption rate exhibited no clear significant difference
whatever its electrode status, suggesting that, under our experimental conditions the foil
polarity didn't play a meaningful part into virus adsorption efficacy. Here, the enforced
polarisation probably did not shift the equilibrium of adsorption.

This conclusion was corroborated by results on recovery rates (Figure 10 (b)) where highest
values appeared associated to non-polarised PAC-F assay (8%).

Such results were somewhat unexpected and could have been contrasted after adjustment of
several parameters. Among them, foils composition (percentages of PAC, PTFE and conductive
carbon) and varied applied voltages, within a narrow range, though, as the 0.9 V used during
our experiments was considered the highest safe possible potential before triggering water
electrolysis.
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3.5. Preliminary assays operating PAC-probes to sample wastewater autochthonous
HEV
Two types of samples were collected by the automatic sampler: PAC-S probes and a water
sample integrated over the experiment period (section 2.6).

Whereas virus concentrations could easily be calculated from water analyses, virus quantities
only can be derived from probes analyses, preventing all direct comparison of virus loads
between water and probes: PAC-probes should be seen as devices devoted to virus-detection,
with no possible standardisation by reference to the water volume that was flowing around.

~ Water

=

5 3500

&< 3000

§ 2500

T 2000

5 1500

g 1000

S 500

. = N

> 0

E 25 5
BNoV OAdV

Figure 11. Concentrations of autochthonous NoV Gl and AdV in the 2.5 h and 5 h integrated
water. Error bars are + Median Absolute Deviation.

Figure 11 exhibits the overall increase in HEV loads between the two investigated contact time
periods (2.5 h and 5 h). This was certainly linked to water-related human activities, as the 5 h
period encompassed the after-lunch water uses. For some reasons, the increase was slightly
higher for AdV (72%) than for NoV GI (56%).

A similar pattern was given by the probes analysis (Figure 12) but only for the 2.5 h exposure
time as both virus groups found in water were also detected with PAC-Sand at the same ratio
(Figure 81).
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Figure 12. Amount of autochthonous NoV Gl and AdV recovered from the PAC-S after 2.5 h and
5 h contact time with wastewater. Error bars are + Median Absolute Deviation.

A sharp decrease in the retrieved AdV load was observed after 5 h contact time, while twice
the water volume of the 2.5 h period flowed through the probes (a total of 323 L). Probes
clogging processes were likely to explain this result, as exemplified by a previous 24 h
exposition-period experiment when no virus were detected due to a conspicuous clogging
making totally inefficient the virus extraction technique (data not shown).

NoV Gl appeared to be less affected than AdV by these hindrances, probably as a result of their
differences in capsid size and peripheral structures: two decisive parameters for their diffusion
speed (Zhdanov and Kasemo, 2010) and for the strength of their interactions with the activated
carbon surface. The larger AdV capsid (about 80 nm in diameter) would thus be less likely
adsorbed on clogged PAC-S than the smaller NoV GI (about 30 nm in diameter) (Kapikian et
al., 1972).

4. Discussion

Our work intended to shape and validate PAC-based virus sampling tools, allowing their
recovery for further analysis in a whole catch 'n' retrieve two steps procedure. First, it should
be pointed out that most experiments were performed using MNV-1 suspensions. Even though
it is an accepted surrogate of human noroviruses, our results cannot be extended to other
viruses without further experiments, especially regarding the capsid size and properties such
as the isoelectric point.

Implemented into our PAC-devices (foils and brushes), CNovel™ powdered activated carbon
proved to be a very efficient MNV-1 adsorbent, demonstrating no saturation within the scope
of our experiments. Our values of its adsorption efficacy cannot be easily compared to similar
studies dedicated to virus adsorption on activated carbon, as most of them, dealt with virus
integrity (/infectivity) therefore reporting adsorption efficacies as PFU.L™! (Matsushita et al.,
2013; Domagala et al., 2021; Shimabuku et al., 2018). A comparison may yet be tempted with
some results from Cormier et al. (2014) putting forward a ratio of 9.18 genome units per PFU.

132

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



After conversion, their PFU results indicated that 9.10° to 6.10’ MS2 genome units were
adsorbed on 1 g of GAC in 2 h 45', whereas it took 24 h for 1g CNovel™ to adsorbed 2.19.107
MNV1 genome units. The two viruses, MS2 and MNV-1 being similar in size, the comparison is
suggesting that GAC adsorption kinetics would be faster than CNovel™ foil one (PAC-F).
However, the difference could also be related to the high contribution of salinity in virus
adsorption efficacy supported by Cormier et al (2014). According to their results, at 202C, the
optimal salinity was about at 20 ppt, whereas salinity in our 0.1M NaCl MNV-1 suspension was
only 5.8 ppt. This comparison emphasized the fact that the adsorption capacities of PAC
included in probes designed for virus sampling in wastewaters or other freshwaters, should be
high enough to compensate for working far from their optimum conditions.

Polarisation of PAC foils appeared to be no help in virus adsorption improvement under our
experimental conditions. The results suggested that virus polarity at pH 7 (conditions chosen
close to the ones in sewage treatment plants) was not enough oriented toward an anionic or
cationic behaviour which would trigger effective adsorption enhancement. They advocate for
further experiments where polarity would be applied over short periods and with some
adjustments of foils' composition.

CNovel™ appeared to be able to withstand some reusability, keeping a high and fairly constant
adsorption efficacy over 3 repeats similarly with both, PAC-F and PAC-B (Figure 8 and Figure
9), then suggesting the involvement of device-independent parameters in this limitation that
will be reviewed later in this discussion.

Bad between-brushes reproducibility (Figure 9) highlighted the difficulty to produce exact
copies of hand-craft PAC-based devices. PAC coating was difficult to reproduce, leading to
between-brushes differences in amount, thickness and evenness of the activated carbon layer.
Making use of an automatic coating machine would be a better choice in future experiments.
This is why, results from brush 1, the one with the highest PAC weight, mainly, will be
considered in the following discussions.

Adsorption kinetic on PAC-B followed a slow exponential decay (Figure 7). A similar figure was
described by Cormier et al. (2014) in their experiments where GAC was added to seawater
spiked with MS2 bacteriophages.

Such pattern may be derived from a simple diffusion-controlled adsorption which apply to all
particle suspensions in contact with an adsorbent under constant temperature and zero
velocity (Zhdanov and Kasemo, 2010). Temperature was constant in our experiments (202C),
however, a reciprocal shaker allowed some sort of stirring of both, brushes and virus
suspension, then increasing the probability viruses came into contact with the activated
carbon. As virus concentration decreased due to the adsorption, the concentration gradient
between viruses and activated carbon was decreasing and consequently the diffusion flow
speed decreased as well as the adsorption rate. Actually, the figure was probably more
complex: when working with non-planar activated carbon surfaces, particles transport
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limitation comes not only from diffusion but also from some shapes' parameters of the
activated carbon, like particles radius in the case of activated carbon powder (Alvarez et al.,
2010).

Adsorption rate decrease could also be explained by a self-limiting process where adsorption
impaired itself because of the progressive saturation of the adsorption sites by the adsorbed
virus. In addition, the lysis buffer action at the end of each adsorption/ recovery cycle, probably
left debris and molecules (proteins) which were not all collected with the buffer and in a
number much higher than the initial number of intact viruses. Both, processes, diffusion-
controlled adsorption and adsorption drift to saturation, were likely main contributors in the
adsorption rate decrease (Figure 7) and the one observed at cycle 4 for PAC devices reusability
experiments, occurring with both, PAC-F and PAC-B (Figure 8 and Figure 9).

Unlike adsorption, virus recovery measurements yielded contrasted, quite low and highly
variable values in all our experiments. A maximum of 40% virus recovery was registered from
one of our brushes after 3 times reuse and a few percent only, from the two other brushes,
during the same experiment. Aside their volatility, these results represented a significant
progress where other authors just failed to isolate RNA from powdered activated carbon
(Cormier et al., 2014). However, they still are questioning the processes from which they
derived, probably related to conflicting parameters, some impairing, some promoting the
underlying reactions.

The performance of the adsorbed virus recovery process was primarily explained by the one
of the NucliSENS® lysis buffer. It was relying from both its composition and its ability to reach
and react with the virus while its diffusion progressed into the PAC porosity and the bulk of
mineral and organic material that might be deposited on it. Results from our reusability
experiments, both with foils (PAC-F) and brushes (PAC-B) illustrated the way this material
covering the activated carbon might have interfered with the operability of the buffer. Lowest
values of recovery rate always occurred at the 1% use of either PAC-F or PAC-B (Figure 8 and
Figure 9, brush 1). At this time, a bare PAC surface was exposed to the virus suspension. It can
be expected that the strength of adsorption forces (van der Walls and electrostatic) were then
at their maximum. Two reasons might explain a poor performance of the buffer, at the
moment:

- 1) RNAs released from the virus lysis, might have been adsorbed by the activated carbon and
then no longer able to be collected by the buffer. Such an adsorption was demonstrated with
DNAs and RNAs solutions on materials like graphene, nanotubes or biochar (Kirtane et al.,
2015; Pividori and Alegret, 2005; Bimova et al., 2021). Conversely, other studies were
suggesting that PAC may improve DNA analysis by removing some gPCR inhibitors like humic
acids (Barbaric et al., 2015), a benefit which was not evidenced in our measures.

- 2) Part of the buffer could be made ineffective by its contact with the activated carbon after
its components were dissociated, due to differences in their affinities with the carbon
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adsorption sites. Indeed, both thiocyanate and EDTA could be adsorbed on activated carbon
with different efficacies as reported by Aguirre et al. (2010) and Zhu et al. (2011) on activated
carbons with similar BET surface areas.

Figure 8 and Figure 9 also show that the virus recovery rate increased at cycles 2 and 3, with
both, foils and brushes. At this time, part of the PAC porosity might be clogged by virus debris
(capsid and/or protein residuals) and some virus left untouched by the lysis buffer, from the
previous assay. We may assume that the consequences of this extra layer were to maintain
newly released RNA a bit farther from the active carbon, then lowering the adsorption forces
and consequently easing its collection by the lysis buffer. This interpretation is consistent with
the expected decrease of adsorbate interaction energy when adsorption uptake increases, as
observed by Baker et al. (2010) with heterogeneous surfaces, such as our PAC coating.

Briefly, four processes were probably contributing to these low values of virus recovery: 1. of
course the adsorption itself with the amount of virus collected, 2. lysis buffer inability to reach
adsorbed virus 3. its dissociation, and 4. RNA adsorption. All are related to the amount of
proteins and debris clogging the activated carbon which should be large enough for weakening
adsorption forces However, they shouldn't be too overwhelming, then shielding the carbon
surface from new contacts with viruses, and obstructing lysis buffer reaching already adsorbed
viruses.

Optimal conditions for an efficient "catch 'n 'retrieve" virus sampling protocol, probably laid
within a narrow range of activated carbon obstruction, as demonstrated when adsorption
itself came to be affected. It occurred at cycle 4 of our reusability experiments, whatever the
PAC device (foils or brushes). At this time, a value of virus recovery could be registered from
brush 2 but not from brush 1, while, in both cases, virus adsorption was low (Figure 9).
According to our assays and the way our PAC devices were designed, such a trade-off appeared
to be met after two to three reuses of the devices.

Field experiments involving our PAC-S, demonstrated that adsorbent based probes were able
to endure wastewater harsh conditions, for short exposition periods, allowing the retrieval of
part of the HEV autochthonous load and part of its diversity (Figure 12). Significant amount of
virus was collected despite a quite low temperature (152C). This result appeared to be in line
with studies supporting for no temperature effect on protein adsorption on activated carbon,
at least within the range of wastewater's temperatures (Cookson, 1969). The exposition period
should be optimized to compromise for the aforementioned trade-off between beneficial
clogging and lysis buffer efficacy, a threshold that was obviously outreached with the 5 h
exposition time.
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5. Conclusion

One of the main achievements of this work was to set up and validate PAC-based devices.
Supported by a performing adsorption and despite some volatility of the recovery step, our
catch 'n' retrieve protocol, in association with our CNovel™-based sampling tools (PAC-B and
PAC-S particularly) were able to supply virus samples to downstream molecular analysis. Our
experiments highlighted the importance of two parameters in operating PAC-based devices:
1) the choice of an exposition time balancing efficient adsorption and virus recovery 2) the
need for a pre-use probes conditioning (pre-use allowing some degree of clogging of the
activated carbon porosity) which compensate in part, for the too effective adsorption forces
of the CNovel™.

6. Acknowledgments
The research was supported by the ABIOLAB laboratory (Montbonnot Saint-Martin, France),
where most experiments were performed and by the ASPOSAN association.
Fields experiments were possible thanks to the Grand Chambery WWTP authorities. Their help
in setting up the automatic sampler at the trickling filters outlet was greatly appreciated.

7. References

Aguirre, N.V,, Vivas, B.P., Montes-Moran, M.A., Ania, C.0., 2010. Adsorption of Thiocyanate Anions from Aqueous
Solution onto Adsorbents of Various Origin. Adsorption Science & Technology 28, 705-716.
https://doi.org/10.1260/0263-6174.28.8-9.705

Ahmed, W., Bertsch, P.M., Bivins, A., Bibby, K., Farkas, K., Gathercole, A., Haramoto, E., Gyawali, P., Korajkic, A.,
McMinn, B.R., Mueller, J.F.,, Simpson, S.L., Smith, W.J.M., Symonds, E.M., Thomas, K.V., Verhagen, R., Kitajima, M.,
2020. Comparison of virus concentration methods for the RT-qPCR-based recovery of murine hepatitis virus, a
surrogate for SARS-CoV-2 from untreated wastewater. Science of The Total Environment 739, 139960.
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2020.139960

Albinana-Gimenez, N., Clemente-Casares, P., Calgua, B., Huguet, J.M., Courtois, S., Girones, R., 2009. Comparison
of methods for concentrating human adenoviruses, polyomavirus JC and noroviruses in source waters and
drinking water using quantitative PCR. Journal of Virological Methods 158, 104-109.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2009.02.004

Alvarez, N.J., Walker, L.M., Anna, S.L., 2010. Diffusion-limited adsorption to a spherical geometry: The impact of
curvature and competitive time scales. Phys. Rev. E 82, 011604. https://doi.org/10.1103/PhysRevE.82.011604

Aslan, A., Xagoraraki, I., Simmons, F.J., Rose, J.B., Dorevitch, S., 2011. Occurrence of adenovirus and other enteric
viruses in limited-contact freshwater recreational areas and bathing waters. Journal of Applied Microbiology.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2011.05130.x

Bae, J., Schwab, K.J., 2008. Evaluation of Murine Norovirus, Feline Calicivirus, Poliovirus, and MS2 as Surrogates
for Human Norovirus in a Model of Viral Persistence in Surface Water and Groundwater. Appl Environ Microbiol
74, 477-484. https://doi.org/10.1128/AEM.02095-06

Baker, T.A., Kaxiras, E. & Friend, C.M. Insights from Theory on the Relationship Between Surface Reactivity and
Gold Atom Release. Top Catal 53, 365—-377 (2010). https://doi.org/10.1007/s11244-010-9446-3

136

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



Barbari¢, L., Baci¢, I., Grubi¢, Z., 2015. Powdered Activated Carbon: An Alternative Approach to Genomic DNA
Purification. J Forensic Sci 60, 1012—-1015. https://doi.org/10.1111/1556-4029.12773

Bimov3, P, Roupcova, P, Klouda, K., Matéjova, L., Stafiova, A.V., Grabicovd, K., Grabic, R., Majova, V., Hives, J.,
Spalkova, V., Gemeiner, P., Celec, P.,, Kone¢na, B., Biro%ova, L., Krahulcova, M., Mackulak, T., 2021. Biochar — An
efficient sorption material for the removal of pharmaceutically active compounds, DNA and RNA fragments from
wastewater. Journal of Environmental Chemical Engineering 9, 105746.
https://doi.org/10.1016/j.jece.2021.105746

Blacklow, N.R., Greenberg, H.B., 1991. Viral Gastroenteritis. N Engl J Med 325, 252-264.
https://doi.org/10.1056/NEJM199107253250406

Bouseettine, R., Hassou, N., Bessi, H., Ennaji, M.M., 2020. Waterborne Transmission of Enteric Viruses and Their
Impact on Public Health, in: Emerging and Reemerging Viral Pathogens. Elsevier, pp. 907-932.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819400-3.00040-5

Canh, V.D., Osawa, H., Inoue, K., Kasuga, |., Takizawa, S., Furumai, H., Katayama, H., 2019. Ferrihydrite treatment
to mitigate inhibition of RT-gPCR virus detection from large-volume environmental water samples. Journal of
Virological Methods 236, 60-67. https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2018.10.018

Cioffi, B., Monini, M., Salamone, M., Pellicano, R., Di Bartolo, I., Guida, M., La Rosa, G., Fusco, G., 2020.
Environmental surveillance of human enteric viruses in wastewaters, groundwater, surface water and sediments
of Campania Region. Regional Studies in Marine Science 38, 101368.
https://doi.org/10.1016/j.rsma.2020.101368

Cookson, J.T., North, W.J., 1967. Adsorption of viruses on activated carbon. Equilibriums and kinetics of the
attachment of Escherichia coli bacteriophage T4 on activated carbon. Environ. Sci. Technol. 1, 46-52.
https://doi.org/10.1021/es60001a002

Cookson, J.T., 1969. MECHANISM OF VIRUS ADSORPTION ON ACTIVATED CARBON. Journal - American Water
Works Association 61, 52-56. https://doi.org/10.1002/].1551-8833.1969.tb03702.x

Cormier, J., Gutierrez, M., Goodridge, L., Janes, M., 2014. Concentration of enteric virus indicator from seawater
using granular activated carbon. Journal of Virological Methods 196, 212-218.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2013.11.008

Crini, G., Lichtfouse, E., Wilson, L.D., Morin-Crini, N., 2019. Conventional and non-conventional adsorbents for
wastewater treatment. Environ Chem Lett 17, 195-213. https://doi.org/10.1007/s10311-018-0786-8

Domagata, K., Bell, J., Ylzbasi, N.S., Sinnet, B., Kata, D., Graule, T., 2021. Virus removal from drinking water using
modified activated carbon fibers. RSC Adv. 11, 31547-31556. https://doi.org/10.1039/D1RA06373A

Enserink, R., van den Wijngaard, C., Bruijning-Verhagen, P., van Asten, L., Mughini-Gras, L., Duizer, E., Kortbeek,
T., Scholts, R., Nagelkerke, N., Smit, H.A., Kooistra-Smid, M., van Pelt, W., 2015. Gastroenteritis Attributable to 16
Enteropathogens in Children Attending Day Care: Significant Effects of Rotavirus, Norovirus, Astrovirus,
Cryptosporidium and Giardia. Pediatric Infectious Disease Journal 34, 5-10.
https://doi.org/10.1097/INF.0000000000000472

Gerba, C.P,, Sobsey, M.D., Wallis, C., Meinick, J.L., 1975. Adsorption of poliovirus onto activated carbon in waste
water. Environ. Sci. Technol. 9, 727-731. https://doi.org/10.1021/es60106a009

Gerba, C.P., 1984. Applied and Theoretical Aspects of Virus Adsorption to Surfaces, in: Advances in Applied
Microbiology. Elsevier, pp. 133—-168. https://doi.org/10.1016/S0065-2164(08)70054-6

Gerba, C.P., 2000. Assessment of Enteric Pathogen Shedding by Bathers during Recreational Activity and its
Impact on Water Quality. Quantitative Microbiology, 2(1), 55-68. https://doi.org/10.1023/A:1010000230103

Goldin, M.M., Volkov, A.G., Namychkin, D.N., Filatova, E.A., Revina, A.A., 2005. Adsorption of Copper and Calcium
Cations on Polarized Activated Carbon Modified by Quercetin. J. Electrochem. Soc. 152, E172.
https://doi.org/10.1149/1.1882032

137

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



Hjelmsg, M.H., Hellmér, M., Fernandez-Cassi, X., Timoneda, N., Lukjancenko, O., Seidel, M., Elsasser, D.,
Aarestrup, F.M., Lofstrom, C., Bofill-Mas, S., Abril, J.F.,, Girones, R., Schultz, A.C., 2017. Evaluation of Methods for
the Concentration and Extraction of Viruses from Sewage in the Context of Metagenomic Sequencing. PLoS ONE
12, e0170199. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0170199

Hmaied, F., Jebri, S., Saavedra, M.E.R., Yahya, M., Amri, I., Lucena, F., Hamdi, M., 2016. Comparison of Two
Concentration Methods for the Molecular Detection of Enteroviruses in Raw and Treated Sewage. Curr Microbiol
72, 12-18. https://doi.org/10.1007/s00284-015-0909-4

Janahi, E.M., Mustafa, S., Parkar, S.F.D., Naser, H.A., Eisa, Z.M., 2020. Detection of Enteric Viruses and Bacterial
Indicators in a Sewage Treatment Center and Shallow Water Bay. IJERPH 17, 6483.
https://doi.org/10.3390/ijerph17186483

Kapikian, A.Z., Wyatt, R.G., Dolin, R., Thornhill, T.S., Kalica, A.R., Chanock, R.M., 1972. Visualization by Immune
Electron Microscopy of a 27-nm Particle Associated with Acute Infectious Nonbacterial Gastroenteritis. J Virol 10,
1075-1081. https://doi.org/10.1128/jvi.10.5.1075-1081.1972

Kauppinen, A., Pitkdnen, T., Miettinen, L.T., 2018. Persistent Norovirus Contamination of Groundwater Supplies in
Two Waterborne Outbreaks. Food Environ Virol 10, 39-50. https://doi.org/10.1007/s12560-017-9320-6

Kirtane, A., Atkinson, J.D., Sassoubre, L., 2020. Design and Validation of Passive Environmental DNA Samplers
Using Granular Activated Carbon and Montmorillonite Clay. Environ. Sci. Technol. 54, 11961-11970.
https://doi.org/10.1021/acs.est.0c01863

Martin-Diaz, J., Lucena, F., 2018. Extraction and RT-qPCR detection of enteroviruses from solid environmental
matrixes: Method decision tree for different sample types and viral concentrations. Journal of Virological
Methods 251, 145-150. https://doi.org/10.1016/].jviromet.2017.10.004

Masclaux, F.G., Hotz, P., Friedli, D., Savova-Bianchi, D., Oppliger, A., 2013. High occurrence of hepatitis E virus in
samples from wastewater treatment plants in Switzerland and comparison with other enteric viruses. Water
Research 47, 5101-5109. https://doi.org/10.1016/j.watres.2013.05.050

Matsushita, T., Suzuki, H., Shirasaki, N., Matsui, Y., Ohno, K., 2013. Adsorptive virus removal with super-powdered
activated carbon. Separation and Purification Technology 107, 79-84.
https://doi.org/10.1016/j.seppur.2013.01.017

Michen, B., Graule, T., 2010. Isoelectric points of viruses. Journal of Applied Microbiology 109, 388—397.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2010.04663.x

Pina, S., Jofre, J., Emerson, S.U., Purcell, R.H., Girones, R., 1998. Characterization of a Strain of Infectious Hepatitis
E Virus Isolated from Sewage in an Area where Hepatitis E Is Not Endemic. Appl. Environ. Microbiol. 4.
https://doi.org/10.1128/AEM.64.11.4485-4488.1998

Pividori, M.l., Alegret, S., 2005. DNA Adsorption on Carbonaceous Materials, in: Wittmann, C. (Ed.),
Immobilisation of DNA on Chips |, Topics in Current Chemistry. Springer-Verlag, Berlin/Heidelberg, pp. 1-36.
https://doi.org/10.1007/b136064

Powell, T., Brion, G.M., Jagtoyen, M., Derbyshire, F., 2000. Investigating the Effect of Carbon Shape on Virus
Adsorption. Environ. Sci. Technol. 34, 2779-2783. https://doi.org/10.1021/es991097w

Prado, T., de Castro Bruni, A., Barbosa, M.R.F., Garcia, S.C., de Jesus Melo, A.M., Sato, M.l.Z., 2019. Performance
of wastewater reclamation systems in enteric virus removal. Science of The Total Environment 678, 33—42.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.04.435

Prata, C., Ribeiro, A., Cunha, A., Gomes, Newton.C.M., Almeida, A., 2012. Ultracentrifugation as a direct method
to concentrate viruses in environmental waters: virus-like particle enumeration as a new approach to determine
the efficiency of recovery. J. Environ. Monit. 14, 64-70. https://doi.org/10.1039/C1EM10603A

Qiu, Y., Lee, B.E., Neumann, N., Ashbolt, N., Craik, S., Maal-Bared, R., Pang, X.L., 2015. Assessment of human virus
removal during municipal wastewater treatment in Edmonton, Canada. J Appl Microbiol 119, 1729-1739.
https://doi.org/10.1111/jam.12971

138

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



Robles, I., Moreno-Rubio, G., Garcia-Espinoza, J.D., Martinez-Sanchez, C., Rodriguez, A., Meas-Vong, Y., Rodriguez-
Valadez, F.J., Godinez, L.A., 2020. Study of polarized activated carbon filters as simultaneous adsorbent and 3D-
type electrode materials for electro-Fenton reactors. Journal of Environmental Chemical Engineering 8, 104414.
https://doi.org/10.1016/].jece.2020.104414

Seitz, S.R., Leon, J.S., Schwab, K.J., Lyon, G.M., Dowd, M., McDaniels, M., Abdulhafid, G., Fernandez, M.L.,
Lindesmith, L.C., Baric, R.S., Moe, C.L., 2011. Norovirus Infectivity in Humans and Persistence in Water. Appl.
Environ. Microbiol. 77, 6884—6888. https://doi.org/10.1128/AEM.05806-11

Sharkey, M.E., Kumar, N., Mantero, A.M.A., Babler, K.M., Boone, M.M., Cardentey, Y., Cortizas, E.M., Grills, G.S.,
Herrin, J., Kemper, J.M., Kenney, R., Kobetz, E., Laine, J., Lamar, W.E., Mader, C.C., Mason, C.E., Quintero, A.Z.,
Reding, B.D., Roca, M.A., Ryon, K., Solle, N.S., Schiirer, S.C., Shukla, B., Stevenson, M., Stone, T., Tallon, J.J.,
Venkatapuram, S.S., Vidovic, D., Williams, S.L., Young, B., Solo-Gabriele, H.M., 2021. Lessons learned from SARS-
CoV-2 measurements in  wastewater. Science of The Total Environment 798, 149177.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149177

Shimabuku, Q.L., Ueda-Nakamura, T., Bergamasco, R., Fagundes-Klen, M.R., 2018. Chick-Watson kinetics of virus
inactivation with granular activated carbon modified with silver nanoparticles and/or copper oxide. Process
Safety and Environmental Protection 117, 33—42. https://doi.org/10.1016/j.psep.2018.04.005

Sidhu, J.P.S., Sena, K., Hodgers, L., Palmer, A., Toze, S., 2018. Comparative enteric viruses and coliphage removal
during wastewater treatment processes in a sub-tropical environment. Science of The Total Environment 616—
617, 669-677. https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2017.10.265

Sinclair, R.G., Jones, E.L., Gerba, C.P,, 2009. Viruses in recreational water-borne disease outbreaks a review.
Journal of Applied Microbiology. https://doi.org/10.1111/].1365-2672.2009.04367.x

Soto-Beltran, M., lkner, L.A., Bright, K.R., 2013. Effectiveness of Poliovirus Concentration and Recovery from
Treated Wastewater by Two Electropositive Filter Methods. Food Environ Virol 5, 91-96.
https://doi.org/10.1007/s12560-013-9104-6

Strubbia, S., Schaeffer, J., Oude Munnink, B.B., Besnard, A., Phan, M.V.T,, Nieuwenhuijse, D.F., de Graaf, M.,
Schapendonk, C.M.E., Wacrenier, C., Cotten, M., Koopmans, M.P.G., Le Guyader, F.S., 2019. Metavirome
Sequencing to Evaluate Norovirus Diversity in Sewage and Related Bioaccumulated Oysters. Front. Microbiol. 10,
2394, https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.02394

Zhdanov, V.P., Kasemo, B., 2010. Diffusion-limited kinetics of adsorption of biomolecules on supported
nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 76, 28—31. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2009.10.004

Zhu, H., Yang, X., Mao, Y., Chen, Y., Long, X., Yuan, W., 2011. Adsorption of EDTA on activated carbon from aqueous
solutions. Journal of Hazardous Materials 185, 951-957. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2010.09.112

139

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



1.2.2. Adsorption et récupération des virus par l'utilisation d’un chitosan -
Projet de publication

Title: Chitosan-based sampling protocol for environmental studies on non-
enveloped virus

Authors: Delafosse, D., Sayah, H., Reynaud, A., Prévost, B., Gibeaux, C., Reinert, L., Fontvieille,
D., Duclaux, L.

Abstract
The presence of human viruses in aquatic environments puts a significant threat to public health,
highlighting the need for effective monitoring strategies. Hydrogels of chitosan, a natural
biopolymer derived from chitin, were studied for their capacity to adsorb, and release murine
norovirus (MNV-1) in aqueous samples to develop virus sampling protocols in aquatic media.

Several types of chitosan beads were prepared by gelation of raw chitosan, some by copper
imprinting with or without additional magnetite (FesO4) nanoparticles.

Virus recovery was investigated using several approaches: high pH (8.2-9), high ionic strength (NaCl,
2M), surfactant addition (Tween 20), and enzymatic degradation (chitosanase). The hydrolytic
degradation was optimised in terms of contact time and in combination with other approaches.

The obtained results confirm the high virus adsorption efficacy of both chitosan hydrogels, and
rehydrated-lyophilised ones (> 99%) regardless of their shaping methods (with or without copper
imprinting). Regarding the virus recovery, our experiments resulted in a very contrasting figure,
with retrieval rates in the range 0%-72 % depending on the method and conditions.

Chitosanase enzymatic degradation led to 72% of MNV-1 release after contact time optimisation
but the efficiency was proved to depends on the enzyme batch origin. After chitosan enzymatic
degradation, much higher virus recovery values were achieved with copper-imprinted beads than
with raw chitosan (29 % vs 1 %, respectively). Their low porosity and lower surface specific surface
area may have contributed to such an efficiency. However, considering the whole process,
adsorption plus recovery, the chitosan beads made from raw chitosan gelation remain the best
materials to capture a maximum of MNV-1.

The ability to sample viruses from wastewaters, using our chitosan enzymatic degradation method,
was demonstrated seemingly despite the competition and interferences which may originate from
their high organic and mineral matters contents.
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1. Introduction
The need for monitoring human viruses in all structures related to sewage transportation and
treatment is paramount. Their inadequacies and failures (sewer leakages, water runoffs,
Wastewater Treatment Plant (WWTP) malfunctioning) allow viruses to enter the environment,
potentially contaminating recreational and drinking waters, then setting human communities
health at risk (Katayama et al. 2008, Prevost et al. 2015).

Wastewater virus analysis is a challenging task due to the complexity of the media — a mixture
of high concentrations of organic and mineral components associated to a large diversity of
microorganisms — and to the absence of gold standard methods. Virus analysis in aquatic
media has already been performed using adsorbent materials: Vincent-Hubert et al. (2017),
assayed commercial membranes to sample human norovirus genogroup Il (NoV Gll) from
seawater and sewage samples, achieving 1% of recovery in sewage with zetapore membrane
after 24h; granular activated carbon was used by Hayes et al. (2022) to sample and analyse
spiked SARS-CoV-2 in sewage samples. When based on molecular biology, sample analysis may
require that viruses or nucleic acids are separated from the adsorbent which is done by adding
a recovery step after the adsorption step in sampling protocols. So far, such a recovery
procedure is poorly documented in the literature.

Chitosan is a statistical linear copolymer of B-(1-4)-linked D-glucosamine and N-acetyl-D-
glucosamine, derived from chitin, a major component of the exoskeletons of insects and
crustaceans, as well of fungi and algae cell walls. It carries its main interest from its adsorption
capacity, associated to additional valuable properties for both, medical and environmental
applications, such as biodegradability, biocompatibility, and low toxicity (Crini et al., 2009;
Morin-Crini et al., 2019).

Chitosan can be used as an adsorbent, a coagulant, or a flocculant to clarify water by removing
suspended solids and turbidity from water (Zemmouri et al. 2011, Feria-Diaz et al. 2018, Soros
et al. 2019). Its biodegradability and low toxicity make it a safe and environmentally friendly
alternative to chemicals traditionally used in water treatment. Among all its applications,
chitosan is especially at stake in polluted water filtration and purification where it helps to
extract compounds such as pesticides, heavy metals, pharmaceuticals, dyes, organic
compounds, and microbes (Jaiswal et al. 2012, Ranjbari et al. 2020, Kyzas et al. 2013, Chiou et
al. 2004, Yamada et al. 2005, Oza et al. 2022).

Chitosan has been shown to exhibit an antimicrobial activity, including against viruses (Hassan
et al. 2016, Amankwaah et al. 2020, Jaber et al. 2022). The antiviral activity of chitosan is
attributed to its ability to interact with viral envelopes or capsids, preventing them from
binding to host cells (Su et al. 2009, Barnes et al. 2021).

141

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



The issue of virus sampling by using sorbent materials, like chitosan, has already been
addressed with studies relating to chitosan-based passive samplers (Li et al. 2011, Mi et al.
2014, Barnes et al. 2021). Ciejka et al. (2017) even demonstrated the reversibility of
coronaviruses adsorption by increasing the ionic strength of the solution (recovering 34% of
adsorbed viruses), then suggesting the possibility for the virus to be retrieved for further
analysis. The main focus of this study was to extend the scope of this type of investigation
using chitosan to capture and retrieve, at least some of the adsorbed virus, with the ultimate
aim of developing a human enteric virus monitoring procedure relying on a chitosan-based
probe in accordance with relevant analytical protocols.

In the first part of this paper, the efficiencies of several chitosan hydrogel types to adsorb the
murine norovirus (a surrogate for human enteric viruses) from NaCl 0.1 M suspensions, were
investigated. The second part is dedicated to experiments on several virus recovery protocols
and to an application of chitosan beads to virus analysis in wastewaters.

2. Materials and methods
2.1. Chitosan beads preparation and characterisation

A 3.5 mass % chitosan solution was prepared by dissolving chitosan powder (Zhejiang AOXIN
Biotechnology Co., Ltd., China, deacetylation degree: 90.16%, average molecular weight My, =
193 400 Da) in a 0.5 M acetic acid solution (Carl Roth, Germany). The mixture was firmly stirred
overnight at room temperature. 5 % of Cu?* (w of Cu/w of chitosan) (CuClz, 2H,0, > 99%, Carl
Roth) and/or 20 mass % of Fe3O4 nanopowder (Sigma-Aldrich, USA) were also added to the
solution mixture to obtain copper imprinted and magnetic hydrogel beads respectively.
Chitosan-based hydrogel beads were produced by dropwise adding the chitosan solutions (50
mL) into a 10 mass % NaOH solution bath. Beads were then washed to neutrality in
8 successive baths of deionised water (200 mL), 2 h each. For imprinted beads (with Fez0a4
addition or not), a subsequent step of copper desorption was conducted in a
0.03 Ethylenediaminetetraacetic acid solution for 45 minutes, followed by another series of 8
deionised water baths (200 mL) (David et al. 2022, patent N°3117378). Finally, four kinds of
chitosan-based hydrogel beads were produced: raw Chitosan Hydrogels (CH), Cu-Imprinted
Hydrogels (I-CH), Magnetic Hydrogels (M-CH), and Magnetic Cu-Imprinted Hydrogels (MI-CH).
The ionic imprinting method allows preparing chitosan hydrogel beads with higher mechanical
strength than conventional gelation shaped beads (David et al. 2022, patent N°3117378). The
magnetic beads containing Fes0s nanoparticles can be removed easily from solution by
magnetic separation (Ma and Zheng, 2020).

Lyophilisation was performed in a freeze-dryer (Lyovapor™ L-200, Buchi, Switzerland) for 48 h
at 1.65 mbar and -54.6°C, on two types of hydrogels to compare the virus adsorption
properties of lyophilised beads with respect to hydrogels composition. The raw chitosan (CH)
and imprinted (I-CH) lyophilised hydrogels are referred as L-CH and LI-CH, respectively, in Table
1 where characteristics of all types of studied chitosan-based hydrogel beads are summarised.
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Table 1. Characteristics of the chitosan-based beads tested and associated experiments.

Chitosan

LI-CH L-CH I-CH CH MI-CH M-CH
beads name
- Magnetic
Lyophilised - Copper- .
Lyophil M t
Bead types copper imprinted yop llised imprinted Chitosan . copper a.gne ¢
. chitosan . imprinted chitosan
chitosan chitosan .
chitosan
o ;
Water mass. % in - - 82.7 91.2 81.7 92.8
hydrogel
Mean diameter
o 1.0+£0.2 2.0+£0.3 1.0£0.2 20+£0.3 1.0+x0.1 2.0+£0.2
Density (g.cm3) 1.050 +
+ + +
21°C N/A N/A 1.020 £ 0.001 1.011 +0.001 0.002 1.013 £ 0.001
Isoelectric pH point - - 7 7 - 7
BET specific surface 10.0+0.1 59.4+0.3 N/A N/A 14.5+0.2 16.5+0.1
area (m%.g")
Mesoporous
Volume 0.04 0.13 N/A N/A 0.05 0.06
(cm. g?)
Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption
Experiments Adsorption Adsorption Recovery Recovery Recovery Recovery
WWTP assay WWTP assay  WWTP assay WWTP assay

The water content (mass %) of the hydrogels was determined by thermogravimetric analysis.
The mean diameter of the beads was determined by measuring the bead size diameter using
image analysis (Image J software) of a scaled photograph of approximately 80 beads. The
apparent densities of the beads were measured using a calibrated glass pycnometer
(approximately 24 mL) filled with water. The isoelectric pH was determined by measuring the
pH dependence of the zeta potential using a Litesizer™ 500 particle analyser (Anton Paar,
Austria) and was taken at the pH where the zeta potential is zero.

The Brunauer Emmett Teller (BET) specific surface areas (Sger) were calculated in the P/Pg range
of 0.05 to 0.2 from the N; adsorption isotherms of the lyophilized beads measured with a
Micromeritics ASAP 2020 sorptometer. In this relative pressure range, the "Rouquerol”
criterion is verified: n(1- P/Po) increases continuously with pressure, where n (mol) is the
amount of N, adsorbed (Rouquerol et al., 1964). The mesoporous volume (volume of pores in
the diameter range [2 nm-50 nm]) was calculated from the difference between the total
porous volume determined at P/Py=0.99 and the microporous volume estimated from the
volume at P/P¢=0.005.

The differences between the densities of the beads (Table 1) are not significant because they
contain mainly water. The water content is about 90 mass% for hydrogel beads based on pure
chitosan and about 80 mass% for those based on imprinted chitosan. These differences are
also related to the smaller size of the beads made from imprinted chitosan (about 1 mm
diameter) than those made without imprinting (2 mm diameter). In fact, the Cu?* ionic
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imprinting methods allow the chitosan chains to be brought closer together, so that the
estimated mesoporosity measured from N, adsorption at 77K of imprinted chitosan-based
beads is quite lower than that of pure chitosan-based beads (Table 1). The addition of Fe30a4
magnetic nanoparticles to the hydrogels induces a slight increase in mesoporosity, which is
attributed to the intrinsic mesoporosity of the FesO0s nanoparticle aggregates within the
biopolymer gel. The Sger of the prepared beads after lyophilisation clearly depends on the
preparation method and the addition or not of magnetic nanoparticles. Sger follows the trend:
LCH> LI-CH>MCH> MI-CH (Table 1). We can assume that the Sger and porosity of the undried
hydrogels are certainly higher than those of their freeze-dried derivatives, but they should
follow the same trends.

Freeze-dried beads were observed using a Field Emission Gun Scanning Electron Microscope
(FEG-SEM, Ultra 55, Carl Zeiss AG, Germany) after coating with a carbon layer at CMTC (INP,
Grenoble). The surface chemical composition of CS-IMP was examined by Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS, Bruker AXS-30 mm?) to ascertain the presence of Fe and O in Fe3Os
nanoparticles.

Figure 1 (a) shows that the lyophilised CH sample consists of a network of more or less large
macropores (pore diameter > 50 nm) separated by walls made of chitosan polymer. The larger
ones are about 1 mm in diameter. The presence of mesopores (2 nm < pore diameter < 50 nm)
that can be observed at higher magnification is consistent with the largest mesoporous
volume. By contrast, the lyophilised I-CH bead has a very smooth surface with rough edges
consisting of spherical nanoparticles arranged from chitosan chains (Figure 1 (b)) in agreement
with its lowest Sger. The (c) and (c’) images (Figure 1) of M-CH show aggregates of Fe304
nanoparticles (100-200 nm diameter for the elementary particle) supported on the
macroporous chitosan matrix. However, this biopolymer matrix of M-CH is significantly less
porous than CH. Surface of I-MCH bead (Figure 1 (d)) displays a rather smooth surface similar
to I-CH, with additional nanoparticle aggregates identified by EDS as Fe30a (top right corner).
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Figure 2. SEM images (magnification x15000) of the surface of various freeze-dried hydrogel
beads (a) CH, (b) I-CH, (c) M-CH and (d) MI-CH. The (c’) insert represents aggregates of Fe304
nanoparticles observed in the back-scattered electron mode.

2.2 \Virus stock production

The murine norovirus MNV-1, a surrogate for human norovirus, was used as internal control
in all experiments.

MNV-1 (ATCC VR-1937) was propagated by infecting a confluent RAW 264.7 cell line (ATCC TIB-
71) as described in Delafosse et al. (2022). Stocks were quantified by TCID50 (Tissue Culture
Infective Dose 50%) and RT-qPCR (Reverse-Transcription quantitative Polymerase Chain
Reaction), then diluted to about 1E08 genome copies per mL (gc.mL?), before being used in
samples spiking

2.3  Wastewater sampling

24 h-integrated wastewater samples were collected in July 2021 from the Aquapole WWTP, in
Grenoble, France, and transported to the laboratory at 4°C within one hour. The WWTP treats
both, industrial wastewater, and domestic wastewater from a population of approximately 470
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000. Rainwaters are partly collected by the sewage system; no rainfalls were recorded during
the 24 h prior to our wastewater sampling.

2 mL of MNV-1 spiked (=1E07 gc.mL?!) wastewaters were aliquoted for adsorption
experiments.

2.4  \Virus adsorption

Adsorption experiments were performed thrice, in triplicates.

The volume of the virus suspension was adjusted so that the chitosan beads (either hydrogels
or re-hydrated lyophilised beads, depending on the assay) were fully immersed, without
excess, ensuring the smallest distances between viruses and sorbent surfaces. In detail, 2 mL
of a calibrated MNV-1 suspension (about 5E06 gc.mL?) in NaCl 0.1M (AppliChem GmbH,
Germany) were added in a 15 mL centrifuge tube containing 1 mL equivalent volume of
chitosan beads. Samples were then incubated at room temperature under a continuous
30 rpm rotative agitation. After a given contact time (4 h for equilibrium studies), the beads
were separated from the suspension. The suspension was collected into another tube for the
RNA extraction, while the beads were subjected to virus recovery assays. The positive control,
used as reference for adsorption and recovery rate calculation, was a virus suspension to which
no chitosan beads were added. The negative control was chitosan beads in 2 mL NaCl 0.1M.
Both controls were incubated under the same conditions as the samples.

The kinetic experiments were performed on raw, and copper imprinted lyophilised chitosan
beads (L-CH and LI-CH, respectively) previously rehydrated after immersion in ultrapure sterile
water and vigorous stirring during 24 h. In these experiments, contact time with a 4.11E06
gc.mL MNV-1 suspension, ranged from 0 to 4 h.

The effect of weight adsorbent on CH and L-CH (rehydrated samples) adsorption was obtained
from equilibrium adsorption studies in which beads load ranging from 2 to 28 mg (number of
beads from 5 to 70) were placed in contact for 4 h with a 4.62E06 gc.mL* MINV-1 suspension.

2.5 Virusrecovery studies

The goal of these experiments was to reverse or counteract some of the main forces involved
in adsorption, namely, electrostatic (ionic strength), Van der Waals and hydrophobic forces. As
an alternative, the enzymatic degradation of the chitosan itself, by means of a chitosanase,
was also assessed to indirectly release previously adsorbed virus. Different combinations of
ionic strength, pH, enzymatic treatment, and surfactant addition were tested in triplicate,
resulting in 7 versions of the recovery protocol (Table 3).
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Table 3. Recovery protocol designs. Relevant modified parameters are highlighted (grey cells).
The surfactant was Tween 20® (AppliChem GmbH, Germany).

. Recovery
lonic . Surfactant
Protocol Enzymatic Temperature . treatment
strength pH N concentration . L
number 1 treatment (°C) incubation time
(mol.L?) (%vol) .
(min)
1 2 7.0 No 40 0 120
2 0.1 9.0 No 40 0 120
3 0.1 7.0 Yes 60 0 15, 30, 60 or 120
4 0.1 7.0 No 40 0.5 120
15
5 2 7.0 Yes 60 0 (chitosanase)
10 (NaCl 2M)
15
6 0.1 8.2 Yes 60 0 (chitosanase)
10 (pH 8.2)
15
(chitosanase)
7 2 8.2 Yes 60 0 10 (NaCl 2M)
10 (pH 8.2)

Detailed protocols:

(1) Effect of a high ionic strength: chitosan beads were incubated in a 2M NacCl solution
at 40°C, for 2 h.

(2) Effect of pH: a pH 9 phosphate buffer saline (PBS) was prepared from 0.1M solutions
of KH2PO4 and NaOH (AppliChem GmbH, Germany). 2 mL of buffer were added to the
beads before being stirred at 1400 rpm at 40°C, for 2 h.

(3) Enzymatic degradation: an 18.9 international units.mL? chitosanase solution was
prepared extemporaneously by dissolving food-grade powdered chitosanase
(GreenStone Swiss Co., China) in warm autoclaved ultrapure water. It was then kept
warm under agitation until it became a clear, amber-coloured solution. 3.5 mL of this
solution was added onto the chitosan beads and the mixture was incubated in a
ThermoMixer® (Eppendorf, Germany) set at 1400 rpm and 60°C, for 15 to 120 min.

(4) Surfactant addition: chitosan beads were incubated for 2 h at 40°Cin 2 mL of a 0.1M
NaCl solution in which Tween 20® (AppliChem GmbH, Germany) was added to a 0.5 %
vol final concentration.

(5) and 6. Protocols combining two successive beads’ incubations: first in the chitosanase
solution for 15 minutes, then, in a 2M NaCl solution for 10 minutes, (5), or in a solution
at pH 8.2 (6).

7. Protocol combining three successive beads’ incubations: first in the chitosanase
solution for 15 minutes, then, in a 2M NaCl solution for 10 minutes, and lastly, another
10 minutes in a pH 8.2 solution.
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After incubation in the recovery solution, the liquid was carefully separated from the beads
and transferred to another tube for RNA extraction. The analysis of the extract by RT-gPCR
yielded to the number of viruses collected in the liquid, from which the recovery efficiency was
estimated.

2.6 RNA extraction

All triplicates, RNA extraction and purification were carried out using NucliSENS® reagents
(Biomérieux, France) and the semi-automated eGENE-UP® platform (Biomérieux, France)
according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, virus lysis was performed by
incubating samples for 30 min at room temperature after the addition of a lysis buffer at a 1:1
volume ratio. 50 pL of NucliSENS® easyMAG® magnetic silica beads were then added to the
lysate and allowed to bind nucleic acids for 15 min at room temperature with repeated
pipetting mixing. The beads were then successively washed with the three NucliSENS®
extraction buffers and eluted in 100 pL of the third one. The eluted beads were vortexed and
heated for 5 min in the ThermoMixer®, set at 1400 rpm and 65°C, to allow the release of
nucleic acid from the beads. After a centrifugation at 480 x g for 30 s, the supernatant
(hereafter referred as RNA extract) was carefully transferred into sterile microcentrifuge tubes
and stored at -20°C.

2.7 Molecular quantification by RT-qPCR and inhibition assays

Reverse-transcription gPCR (RT-qPCR) was performed using the TagMan Fast Virus One-Step
Master Mix (Applied Biosystems™, USA) with a total reaction volume of 20 uL and Abiolab’s
in-house primers and probe. The reaction mixtures contain 0.4 uM of forward primer (5'-TGG
AAC AAT GGA TGC TGA-3'), 0.8 uM of reverse primer (5'-GCT GCG CCA TCA CTC-3'), 0.1 uM of
probe (5'-Texas Red-CCG CAG GAA CGC TCA GCA GT-BHQ2-3') and 5 pL of Master Mix. RT-gPCR
was performed using a LightCycler® 480 thermocycler (Roche, Switzerland), with the following
thermal cycling conditions: 50 °C for 5 min, 95 °C for 5 min, and 45 cycles of 95 °C for 20 s and
60 °C for 40 s (data acquisition step). Corresponding MNV-1 positive control and autoclaved
ultrapure water negative control were used to validate the results. qPCR analysis of each
sample was performed in duplicate.

Raw results from the thermocycler were analysed using the LightCycler® 480 software
(Roche, Switzerland). Data were then gathered and managed using Microsoft Excel (Microsoft
Corp., USA). Cycle quantification (Cq) levels were manually set at the point where the sample
internal positive control started its exponential increase. The standard curve was derived from
the logie-linear regression of the duplicate Cq values, with the following parameters: Linearity
R? = 0.9981; Slope = -3.39; Efficiency E= 97.1%; Y-intercept = 43.3.

The limit of detection was estimated at 10 genome copies per reaction, according to the
lowest number of diluted standards detected in duplicate by the instrument.
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As they could be anticipated, possible inhibitions of RT-gPCR by chitosan or chitosanase were
investigated. The assumption was rejected as no such interferences was found in our analysis
of chitosan and chitosanase extracts directly seeded with MNV--1 RNA (all within + 1-Cq values
on either side of the reference value).

The total number of seeded MNV-1 (copies quantified by RT-qPCR) was used as a reference
(100%) in both formulae to estimate virus adsorption and recovery efficacies.

Percentage of adsorbed MNV-1 were computed using the following formula:

Adsorption (%)
_ RNA copies seeded — RNA copies in the suspension after adsorption

= 100
RNA copies seeded X
Recovery efficacy was calculated as follow:
Recovery (%)
RNA copies in recovery solution 100

= X
RNA copies seeded — RNA copies in the suspension after adsorption

3. Results
3.1 Adsorption efficiency of the chitosan beads
3.1.1 Adsorption kinetics

Adsorption of MNV-1 is the first step in the chitosan-based capture/recovery sampling
protocol.

One of the key parameters is the minimum contact time allowing a maximum virus amount to
be adsorbed. This value was obtained from the adsorption kinetic experiments performed on
raw and copper-imprinted lyophilised chitosan beads (L-CH and LI-CH, respectively) which had
been previously rehydrated after immersion in ultrapure water and vigorous stirring for 24 h.
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Figure 2. MNV-1 adsorption kinetics on raw (L-CH) and copper-imprinted (LI-CH) rehydrated-
lyophilised chitosan hydrogel beads (100 mg dry weight). The dashed line represents the initial
number of viruses in the suspension in which L-CH beads were added (4.1E06 + 0.3E06 genome
copies). Error bars represent the median absolute deviation.

Both materials display a high adsorption capacity, with 99.9 + 0.1% of the seeded MNV-1
disappearing from the suspension after 2.5 hours contact time (Figure 2). The adsorption
curves display an apparently lower adsorption rate for L-CH during the first 30 minutes of
contact time (9% of viruses adsorbed on L-CH compared to 22% on LI-CH after 30 minutes).
This could be related to the higher specific surface area of CH (Sger ~ 59 m2.g™%) compared with
the lower one of the LI-CH (Sger around 10 m2.g™!) probably associated to a slower diffusion of
virus particles toward the adsorption sites, particularly throughout the interstitial water
enclosed in the mesoporous volume.

As the adsorption then progressed at a similar rate for both materials, a corresponding offset
was observed between the maximum values reached 30 min later.

In this experiment, it was not possible to conclude about the maximum adsorption capacity of
the materials (in genome copies per g of material), as all viruses were adsorbed before an
equilibrium was reached.

In all subsequent experiments, a contact time of four hours was chosen for this step of the
analysis to ensure that all viruses were retained.

150

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



3.1.2 Variation of virus adsorption efficacy as a function of the amount and type of
chitosan beads

To obtain approximate value for the adsorption efficacy of the two materials, five different
amounts of CH and rehydrated L-CH beads were added to a 9E06 genome copies MNV-1
suspension (Figure 3).
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Figure 3. Variation of MNV-1 adsorption (after a 4 h contact time) of rehydrated-lyophilised (L-
CH) and hydrated (CH) raw chitosan beads versus increase in adsorbent material (number of
beads). The dotted line represents the initial number of viruses in the suspension. Dashed and
solid lines are L-CH and CH beads dry weight respectively. Error bars represent the median
absolute deviation.

As materials saturation values were not available, the optimisation of the virus/adsorbent ratio
was sought by measuring the adsorption efficacy with increasing the number of beads.

As illustrated on Figure 3, MNV-1 adsorption increased with the amount of chitosan added to
the viral suspension. From 30 beads (corresponding to 10 and 12 mg of dry mass of rehydrated
LI-CH or CH, respectively) and beyond, nearly all viruses (98%) were adsorbed, whatever the
bead type. It demonstrates that, once again, the virus suspension was the limiting factor, as it
was not concentrated enough to allow the saturation of the adsorption sites. The two types
of chitosan beads can then only be compared from the 5 and 15 beads assays, i.e. a chitosan
weight of less than 10 g. These show that lyophilisation did not significantly affect the
adsorption efficiencies.
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Figure 4. Variation of MNV-1 adsorption per adsorbent weight (samples raw (CH) and
rehydrated-Lyophilised (L-CH) Chitosan Hydrogels) as a function of the number of beads. Error
bars represent the median absolute deviation.

The adsorption capacities of the CH and L-CH beads turned to be very different, clearly
depending on the weight of adsorbent beads in contact with MNV-1. (Figure 4). It is noticeable
to observed that its value decreases when the amount of adsorbent increases: the adsorption
capacity was 2.6 times lower with the 15 beads batch than with the 5 beads batch.

3.2  Solutions assayed for adsorbed virus recovery

The direct application of the lysis buffer onto the virus-loaded beads failed to extract the
MNV--1 RNA (data not shown). Suspecting the beads interference in viruses releasing, a two-
steps protocol was set up in which the viruses were first released from the beads, and then, in
a second step, the liquid containing the collected viruses was separated from the beads before
receiving the lysis buffer.

Four different experimental conditions were tested, each framed within the constraints related
to the nucleic acid analysis: high ionic strength, high pH, enzymatic degradation, and surfactant
addition. High ionic strength was supposed to modify the interaction forces between the virus
particle and the adsorbent surface electrical double layer (Schaldach et al. 2006). By modifying
the isoelectric point of viruses, high pH was intended to reduce the attractive forces due to the
chitosan surface charges. The enzymatic endo-hydrolysis of the chitosan was expected to
release the virus particles from the polymer chains. Lastly, the weakening of the CH surface
tension was assayed by adding a surfactant to the 0.1 M NaCl solution into which the beads
were introduced

Results are presented from two perspectives: the virus analysis (quantification, identification),
where a minimum virus concentration is required for the application of techniques such as
RT--gPCR or RNA sequencing, and the recovery efficacy expressed as a percentage of the
number of viruses previously adsorbed on CH. To some extent, low values are less detrimental
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for recovery efficiency than they are for virus concentration assessment, as the number of
viruses collected may be large enough to be amplified prior to analysis.

3.2.1 Comparison of the four virus recovery approaches
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Figure 5. Virus recovery tested on CH beads after 4 h virus adsorption time. CH beads were
then separated from the suspension and added into four types of elution solutions aiming to
assess the effects of increasing pH, increasing ionic strength, hydrolytic degradation of CH and
addition of a surfactant. Error bars represent the median absolute deviation.

High ionic strength (protocol 1) and high pH (protocol 2) resulted- in poor virus recovery, less
than 0.01% of the adsorbed viruses. The values obtained by chitosanase catalytic degradation
(protocol 3), and surfactant addition (protocol 4) were more promising but still with very low
values, reaching 0.6 + 0.2% and 0.9 + 0.3%, respectively (Figure 5). Nevertheless, the amounts
of virus recovered from both the cumulative adsorption and recovery processes, were in all
cases high enough to support further analysis such as -RT-gPCR.

The quantities of virus released by chitosanase, and surfactant solutions were quite close,
reaching 7.2 + 2.8E04 and 1.1 + 0.5E05 genome copies, respectively (Figure 5). As none of
these appeared to be more efficient than the other, we chose to keep on with the enzymatic
degradation, as it seemed the most promising method at this stage of the study.
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3.2.2 Optimisation of the chitosan-based virus recovery protocol

3.2.2.1 Comparison of chitosan hydrogel beads made by simple gelation (CH)
and by copper imprinting (I-CH)
Virus recovery was measured after incubating CH beads and I-CH beads in an MNV-1
suspension for 2 h (Figure 6).
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Figure 6. Study of MNV-1 recovery from copper-Imprinted (I-CH) and raw (CH) Chitosan
Hydrogel beads by a chitosanase-catalysed degradation. Error bars represent the median
absolute deviation.

In terms of the adsorption, the results of the two types of beads were consistent with those
previously obtained, with an adsorption efficacy of 99.9 % of the viruses seeded, again
demonstrating that chitosan imprinting did not change the adsorption performance.

In terms of the recovery, I-CH beads were associated with a higher virus release than those of
CH (29 + 6 % of the total amount of adsorbed viruses, versus 1 + 1 %, respectively).

In addition to its performances, I-CH has several drawbacks mainly related to its -time-
consuming production process. Therefore, it was not included in the subsequent experiments.

3.2.2.2 Effect of the lysis step position along the chitosanase protocol sequence,
on the virus recovery performance

Based on the assumption that the low level of virus’ recovery observed in the previous
experiments, resulted in a large number of viruses still adsorbed on the beads, a new attempt
was made to extract nucleic acids directly from these viruses, this time in combination with an
enzymatic treatment (described in Figure 6). The CH degradation was expected to reduce its
potential interference with the lysis buffer, thus allowing a more efficient nucleic acids
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extraction. In this experiment, two options were compared (framed by the dotted line in Figure
7) depending on whether the lysis buffer was added to the chitosanase recovery solution while
it still contained the beads or after they had been removed.
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Figure 7. Design of the two-step experiment (adsorption - recovery). "Initial virus number" =
number of viruses in the initial virus suspension. RVS = remaining viruses in the suspension at
the end of the 4 h adsorption phase. Quantity of adsorbed viruses = IVN - RVS. Recovery phase
(2h): two options depending on whether the lysis buffer was added to the solution after
removal of the beads (option 1) or left in the solution (option 2).
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Figure 8. Comparison of the virus adsorption and recovery with raw CH beads. Recovery was
performed using two protocols: 1) lysis buffer directly added to the chitosanase solution
containing the beads after 2 h of incubation, 2) beads removed from the chitosanase solution

before the addition of the lysis buffer. Error bars represent the median absolute deviation.
155

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



As shown in Figure 8, the virus recovery appeared to be strongly affected by the presence of
the beads at the time of lysis buffer addition, with only 0.001% of the adsorbed virus being
recovered, whereas the percentage reached 1.4 % when the beads were removed.

The adsorption of, at least, some of the released nucleic acids on the remnants of the degraded
beads and/or on some of the hydrolysed chitosan chains could be expected. It was supported
by the results of an experiment in which CH beads were added to a solution of MNV-1 RNA
(Figure 9), which showed that more than 99% of the MNV-1 genome copies were adsorbed on
the material within the first 15 minutes.
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Figure 9. Adsorption of MNV-1 nucleic acids on raw Chitosan Hydrogels (CH) after incubation
with chitosanase for different time periods: 15-, 30-, 45- and 60-min. Error bars represent the
median absolute deviation.

This result implied that the viruses must be separated from the beads prior to the lysis buffer
addition. All experimental protocols were then implemented accordingly.

3.2.2.3. Effect of the chitosanase contact time on the viruses’ recovery

Seeking for an optimum recovery, contact times between virus-loaded CH beads and the
chitosanase solution were investigated, ranging from 5 minutes to 2 hours (Figure 10).

The highest recovery of MNV-1 (72 + 9 % of the adsorbed viruses) was achieved after 15 min
(Erreur ! Source du renvoi introuvable.). The recovery values then gradually decreased with
increasing contact time, suggesting the onset of counteracting processes, one of the most
likely being some kind of virus re-adsorption processes.

Low virus recovery values were observed after 5- and 10-min contact time (less than 1 %). This
might be due to the delay required for the chitosanase enzymatic reaction to develop
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sufficiently to release the viruses. The diffusion rate of the chitosanase into the porosity of the
materials was probably one of the determining factors.

Assuming that the above hypothesises are correct, it means that the optimal virus recovery
performance was achieved at a time when sufficient chitosanase activity and weak

hypothetical virus re-adsorption occurred.
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Figure 10. Effect of the contact time between CH beads and chitosanases on the MNV-1
recovery. Error bars represent the median absolute deviation.

3.2.24 Combined recovery protocols including a first enzymatic beads’
degradation step and a second elution step

In these assays, a possible improvement in the virus recovery was expected if the chitosanase
incubation was followed by an elution step, while maintaining optimal conditions for the
chitosanase activity (i.e. 15 min of contact time) (Figure 11).
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Figure 11. Virus recovery by chitosanase-catalysed degradation of raw CH alone (15 min
incubation), or in combination with other elution treatments: high ionic strength (NaCl 2M),
high pH (pH 8.2) and both together. Lysis buffer was added to the suspension after removal of
the beads. Error bars represent the median absolute deviation.

As shown in Table 4, all recovery efficiencies from the extended chitosanase protocols were
close to each other (about 22% on average), as well as to the value observed after the 30 min
incubation in the chitosanase single treatment. Although the incubation times are different,
we may consider that the comparison is appropriate as the 30 min incubation time is in
between the 25 min and 35 min total incubation times of the combined treatments. It may
then be concluded that the recovery efficacy was not significantly improved with the combined
treatments.

Table 4. Values of virus recovery efficacy resulting from a chitosanase treatment alone
(treatment 1) and from 3 treatment combinations. All combinations started with a 15 min
incubation of raw CH beads in the chitosanase solution. PBS pH 9 and/or NaCl 2 M were then
added to the mixture (sequentially in the case of treatment 4) and incubated for a further
10 min (2 x 10 min in treatment 4).

Treatment Recoverv solutions combination Incubation time Recovery
number ry (min) efficacy (%)
1 Chitosanase 30 21+3
2 Chitosanase
+
+pH 8.2 25 (15+10) 26+2
3 Chitosanase
+
+ Nacl 2M 25 (15+10) 18+4
4 Chitosanase
+pH8.2 35 (15+10+10) 23+9
+ NaCl 2M
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3.2.2.5 Preliminary experiment on the use of a chitosan-based material for wastewater
sampling
All previously described experiments were performed on NaCl 0.1M MNV-1 suspensions.
They could not be ended without an attempt to apply our chitosan-based sampling protocol
to a wastewater, which is its intended final destination.

The experiment was conducted as an in--lab study where four types of chitosan--based beads
were immersed in a freshly sampled wastewater, from the inlet of a medium-sized urban
WWTP (Grenoble Aquapole), which was spiked with MNV--1. Beads containing Fe3O4
nanoparticles were included in the comparison with the perspective that of facilitating their
recovery from the sampled water using their magnetic properties.
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Figure 12. MNV-1 adsorption and recovery from wastewater with different types of beads: CH:
raw Chitosan Hydrogels, I-CH: Cu-Imprinted Hydrogels, M-CH: Magnetic Hydrogels, and MI-CH
Magnetic Cu-Imprinted Hydrogels. Adsorption: 4 h incubation in 2 mL spiked wastewater.
Recovery: 15 min incubation in an 18.9 iu/mL chitosanase solution. Error bars represent the
median absolute deviation.

Imprinted beads gave slightly lower adsorption values (although well-marked with I-CH, 65%
vs 91 % with MI-CH) than raw -CH beads (99 %) (Figure 12) whereas no such difference was
observed with the 0.1M NaCl MNV-1 suspension (section- 0)

The adsorption capacity may then be enhanced by the addition of magnetite.

Virus recovery was higher with I-CH beads (6%) than with raw CH beads (1%) (Figure 12).
Symmetrically with non-magnetic beads, MI-CH beads were associated with higher virus
recovery values (2%) than M-CH beads (1%). Thus, copper imprinting seems to have improved
the virus recovery, whether the beads are magnetic or not, although the performance of I-CH
beads appeared to be reduced by the Fe30s4 addition (1.5+0.1% vs 6.0 +0.7 % for non-
magnetic I-CH).

159

Chapitre | — Le défi de I'analyse virale dans les eaux des stations d’épuration : pratiques courantes, pistes
d’amélioration et approches innovantes



3.2.3 Possible concerns related to the chitosanase grade

In order to establish a cost-effective operating protocol, a food grade batch of chitosanase was
used, from the start of our experiments, although it was recognised that some variability in
the composition of the product could be expected.

This was checked at the end of our experiments, when a new batch of the same chitosanase
grade, ordered from the same chemical company was received.

The two parts of the same batch of CH beads, previously loaded with MNV--1 and split, were
used to compare the two chitosanase batches (contact time 15 min).

Table 5. Comparison of two batches of chitosanase for their efficiencies in recovering MNV--1
from the same batch of CH beads. Recovery protocol: 15 min incubation in the 18.9 iu/mL
chitosanase solution.

Chitosanase batch Adsorption efficacy Recovery efficacy
lot #1 | 100+ 0% 72+9%
lot #2 | 100+ 0% <1:0%

As displayed inln order to establish a cost-effective operating protocol, a food grade batch of
chitosanase was used, from the start of our experiments, although it was recognised that some
variability in the composition of the product could be expected.

This was checked at the end of our experiments, when a new batch of the same chitosanase
grade, ordered from the same chemical company was received.

The two parts of the same batch of CH beads, previously loaded with MNV--1 and split, were
used to compare the two chitosanase batches (contact time 15 min).

Table 5, the lot #2 chitosanase yielded a very low virus recovery value. Several other examples
of such a variability were found in many of our subsequent assays (not shown here). The
inherent variability of the food grade chitosanase (probably related to the origin of the chitin
and the proportion and composition of the excipient) appears to be a critical parameter to be
considered in further studies to improve the protocol.

4 Discussion

While most chitosan-related studies are oriented towards adsorption of chemicals (heavy
metals, pesticides, etc.), our work adds new data to the very few number of publications where
chitosan adsorption properties are related to viruses.
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As mentioned above, our aim in this work was to use chitosan, not only to collect non-
enveloped viruses from aqueous media, but mainly to retrieve them for further genomic
analysis.

Chitosan hydrogel beads adsorption efficacy

In our experiments, at least 7.5E05 viruses were adsorbed per milligram of CH confirming the
CH high adsorption efficacy of this type of particles. If all the CH surface was appropriate for
viruses' attachment, such number of viruses would be far from being able to saturate the
material. Indeed, assuming that the MNV-1 particle matches a 30 nm radius sphere, the total
surface occupied by these 7.5E05 viruses would be about ~ 2E-09 m? (half sphere projection),
whereas the surface area of the chitosan beads is expected to be close to 6 m? (0.1 g of
chitosan of SBET 59 m2.g!). It would be true even with the initial virus concentration of the
suspension, around 4E06 gc.mL™.

The hypothesis that all the CH surface is not appropriate to virus adsorption due to some
specificity of the ways they attach to the material, may also be considered.

In this study, the use of two parameters commonly defining the performance of adsorbents, is
extended to viruses as adsorbates.

Adsorption Capacity (AC) is defined as the amount of adsorbate adsorbed per unit mass of the
adsorbent at the time when an equilibrium between the suspension and the beads is
established. In our study which is concerned with virus concentration, this is the time when no
additional virus has been adsorbed on the chitosan. The second parameter, the adsorption
efficiency, is oriented toward the adsorbate. It is defined as the percentage of viruses that
disappeared (supposedly adsorbed) from the suspension, by reference to their concentration
in the suspension before the adsorbent was added. It can be calculated at any time, thus
requiring the specification of the contact time at the end of which it was evaluated.

In order to ensure the collection of the maximum number of viruses from the studied waters,
we intended to calculate the optimal number of beads to be added to the samples, based on
a value of the chitosan AC. To this end, first, we had, to find experimental conditions where an
equilibrium between the suspension and the beads was reached. In our assays, it was achieved
with the 5and 15 beads batches (Figure 3 and Figure 4). However, the results show
unexpectedly large differences between the AC values derived from each of the two assays:
ACspeads = 2.6 ACispeads. Our hypothesis is that this discrepancy can be attributed to the
heterogeneity of our beads with regard to several parameters including diameter, porosity
distribution and the extent of the channels through which viruses may disseminate throughout
the bead volumes. The diameter of the beads may have played a significant role in the
observed difference as it is included in the denominator of the adsorption capacity formula
(AC = adsorbed virus / CH density x 4/3 x Pl x (D/2)? with D as diameter). Given the observed
average variability of the beads’ diameter (+ 15 %), it can be estimated that its contribution to
the AC variations may have been by a range of + 63 % to 34 %, depending on whether the
radius was above or below the average value. Then, despite the conclusive performance of
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chitosan as adsorbent, even after being transformed, like after lyophilisation, its usefulness
may be compromised by the heterogeneity of the beads which is related to the technique used
for their production. Such heterogeneity may undermine any attempt to discriminate virus
groups based on some specificities in their attachment to the chitosan and then, studies aiming
at the assessment of their relative abundance.

The lower value of AC observed with the batch of 15 beads compared with the batch of 5
beads can be explained by the decrease of the ratio of the initial quantity of virus particles to
the total number of adsorption sites as the number of beads increases, shifting the adsorption
equilibrium according to the Le Chatelier’s principle. The Freundlich-type isotherm is expected
for modelling the equilibrium adsorption of MNV-1 as reported for the adsorption of other
types of viruses on solid surfaces (Gerba, 1984), but to our knowledge no adsorption isotherm
of MNV-1 viruses on solid surface has been reported previously. The MNV-1 virus particles are
more likely to be adsorbed on some preferential sites. The heterogeneity of the surface of the
beads (Figure 1), suggests that there are preferential adsorption sites for MNV-1 particles
(those with a high energy of interaction with the viruses having a pore diameter larger or close
to the virus diameter size). The proportion of these preferential sites occupied is greater when
there are more adsorption sites compared to the initial number of viruses (i.e. when the
number of beads is greater). Desorption is then, more likely to occur with a lower proportion
of preferential sites occupied. This suggests that the weaker virus — surface site interactions
may have contributed to a greater extent to the virus detachment in the 5 beads assay than in
the 15 beads assay.

Our results agree with previous references (Gerba, 1984) which considered the adsorption of
viruses as similar to colloidal particles. However, they also suggest that, due to their size and
the complexity of their structures, they cannot be treated with the same criteria as the ones
used with non-biological particles, either mineral or organic, and dissolved substances.

Virus recovery from CH beads

The amount of virus adsorbed on an adsorbent is the result of an equilibrium between
adsorption and release mechanisms. Retrieval of the virus from the bead surface can then be
achieved by unbalancing these two processes, i.e. enhancing release and/or impairing
reattachment. This was the expected result from immersing the beads in a high ionic strength
solution (NaCl 2M), where the high ionic concentration should inhibit virus attraction to the
bead surface (Schaldach et al., 2006). In the 8.2 pH solution, the zeta potential of the bead
surface was shifted to negative values (the isoelectric point of CH is at pH 8). This should result
in repulsive electrostatic forces between the two negatively charged entities, beads and
viruses, promoting the desorption.

The elevated virus recovery, though, less than 1 %, achieved by elution with the surfactant
solution was probably due to an increase in the surface hydrophilicity of both the virus
particles and the chitosan beads, and thus a decrease in the hydrophobic-hydrophobic
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interactions. The result is consistent with the demonstration that the addition of a non-ionic
surfactant, such as Tween 20, has a negative effect on virus adsorption (Pisharody et al. 2021).

Elution by chitosanase solutions gave results in the same low range. With this treatment, virus
recovery can result from two processes: the disappearance of adsorption sites at or near the
chitosan cleavage sites and the formation of chitosan chains small enough to join as solutes,
the virus suspension, together with the viruses attached to them. At this point, both free
viruses, and those still attached to oligomers are collected for analysis. One reason why the
results of the chitosanase treatment were kept in the low ranges could be the development of
counteracting mechanisms related to the cleavage of the chitosan chains: indeed, while
opening the bulk of the chitosan mass, the enzyme may increase the number of fresh unused
adsorption sites, then facilitating the re-adsorption of the formerly freed virus. An optimum
recovery rate might occur at a time when the rates of both destruction of adsorption sites (as
a result of surfaces destruction) and opening of new sites were equal. The contact time
between the beads and the chitosanase solution then appeared to be as a key factor in the
search for an optimum recovery. Experiments testing this assumption resulted in very low
levels of virus recovery with contact times of 10 minutes and less. It may indicate that more
time was required for the enzyme to diffuse far enough into the materials porosity to produce
significant results. The highest value, reached after 15 minutes of incubation, was followed by
a gradual decrease in virus recovery values, suggesting that this delay may be a good
approximation of the time at which the optimum recovery occurs.

In an attempt to further improve the chitosanase treatment, it was tempting to increase the
virus recovery by dampening the re-adsorption mechanisms (section 0). In that end, two of
the previously tested treatments (high pH and high ionic strength) were used in combination
with the chitosanase treatment, in the expectation that they might be more effective after
chitosan chains cleavage. The resulting treatment combinations did not significantly improve
the virus recovery. However, no definitive statement should be made from these results as too
few pH and ionic strength values were tested, especially for ionic strength which is less
constrained than pH by the need to preserve the integrity of the organic material. In any cases,
additional treatment increases the contact time between the beads and the chitosanase and
thus increases the access to new adsorption sites, favouring the readsorption processes.

Our experiments established that virus recovery was much higher with I-CH than with CH. One
of the main differences between the two materials relates to the stiffness of I-CH, which results
from textural modifications owing to the imprinting. It can be expected that it affects the
accessibility of the chitosanase to the CH cleavage sites, thus reducing its activity in terms of
both, the production of short chitosan chains and the opening of new adsorption sites. As the
two processes are opposite in their effects on the virus recovery, the latter was probably not
significantly controlled by the rate of the chitosanase activity. However, due to lower surface
porosity of the I-CH beads (Table 1 and Figure 1), the interaction forces between the viruses
and the material were probably weaker than with the higher surface area and porous volume
of the CH beads. By facilitating the virus release, the weaker interaction forces of ICH beads,
may explain why they allow higher virus recoveries than CH beads.
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Sampling viruses in wastewater

The wastewater components were anticipated to introduce a considerable degree of
interferences, with notable discrepancies in the manner by which the two steps of the protocol
(adsorption and recovery), could be influenced. Due to the progressive clogging of the beads,
adsorption processes were likely to be gradually affected over the sampling time, whereas the
recovery processes could be undermined from the outset by inhibiting components. This
should be taken into account when selecting an incubation time.

All beads, except the I-CH beads, showed high adsorption efficiencies (above 90%), indicating
that the shielding processes, which developed steadily over the 4 h contact time due to the
high concentrations of organic and mineral matter, were not too detrimental to virus
adsorption. The addition of magnetite to I-CH appeared to increase the adsorption efficiency
of the material (from 65% to 91%) (Table 6.). This performance, coupled with its magnetic
property should encourage further research into this type of material. The adsorption results
are consistent with the ranking of the materials according to their BET specific surface areas:
CH> M-CH> MI-CH > |-CH (Table 1).

Not surprisingly, the efficiency of virus recovery in wastewater exhibited a dramatic decrease
when compared to the results of assays performed with NaCl 0.1M virus suspension (0.8 +
0.1% and 72 + 8 % with CH respectively) under very similar operating conditions (section O,
chitosanase, 15 min incubation time). This was observed for all types of beads, with CH beads,
whether magnetic or not, showing the lower performances. Once again, the ferrite magnetite
addition to I-CH beads (i.e. MI-CH) seemed to induce huge changes in their performance, but
this time in the opposite direction: non-magnetic I-CH beads presented a significantly higher
recovery efficiency than magnetic ones. This could be related to the presence of a large
number of adsorption sites, associated with weak interaction energies in the imprinted
materials, due to their smaller pore volume and Sger (Table 1) as evidenced by the SEM
observations (Figure 1). The lower porosity of I-CH compared to MI-CH, could have allowed
the chitosanase solution to diffuse faster into the bead surfaces, facilitating the hydrolytic
degradation and subsequent virus desorption, resulting in a higher recovery efficacy.

These results were consistent with those obtained from the experiments performed with NaCl
0.1M virus suspensions (section 0), and demonstrated a higher virus retrieval with I-CH than
with CH. However, they also provided the first evidence that recovery performance can be
dramatically reduced in- wastewater samples, owing to the competition of virus adsorption
with organic matter, suspended particles, and microorganisms.
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5 Conclusions, perspectives

This work reports on initial investigations into the use of chitosan beads in a catch-and-
recovery virus sampling protocol for environmental waters. It highlights several obstacles that
should be addressed in further studies aimed at establishing a truly operational sampling
technique.

The overall efficiency of our chitosan-based sampling protocol required the success of both its
two complementary steps: adsorption, mainly related to the adsorbent properties, and
adsorbate recovery, mainly based on dedicated treatments, their mutual ranks in the protocol
and the reagents involved.

In most of our "catch and recovery" experiments, adsorption efficiency was the relevant
parameter to describe the performance of the adsorbent, since our aim was to collect as many
viruses as possible from the initial MNV-1 suspension. Among all the types of material studied,
raw chitosan rehydrated lyophilised or hydrated, CH beads, magnetic or not, regularly provided
higher adsorption efficacies (> 99 % after 4h incubation time) than imprinted I-CH or MI-CH
beads, probably in line with their lower BET specific surface area.

Our measurements have demonstrated that the beads can be lyophilised without significant
loss of adsorption performance, in response to conservation and weight problems which may
arise from their hydrated form. Despite the undoubted performance of chitosan as an
adsorbent, even after this treatment, the difficulty of producing batches of beads with a
sufficiently high homogeneity, may limit its use in studies aimed at the assessment of virus
groups relative abundance.

Our virus recovery assays yielded highly variable results ranging from almost 0 % to 72 %
depending on the protocols. Owing to the large viruses' concentrations in wastewater, high
recovery rates are not required for genome amplification. However, the performance and
reliability of the protocols need to be further improved before they can be used in studies on
the occurrence of rare virus groups.

Our results highlighted the obvious challenge in setting up such a capture and recovery
protocol, where the adsorption performance of the material, in the first step of the protocol,
needs to be mitigated for the second part of the protocol to be efficient. The strength of the
chitosan retention forces appeared to impair the efficiency of virus recovery by contributing
to re-adsorption mechanisms.

We have shown that one of the best methods for the removal of MNV-1 adsorbed on chitosan
beads is the hydrolytic degradation of chitosan by using chitosanase. The optimisation of the
contact time resulted in a recovery efficiency of 72 %. Coupled either with a surfactant addition
or an ionic strength increase, or a pH shift up to 8.2, did not significantly enhance the MNV-1
removal efficiency. In addition, the method is clearly dependent on the composition, quality
and grade of the chitosanase batch.

Our experiments on imprinted chitosan resulted in rather low values of adsorption (65%) but
decent values of enzymatic degradation recovery (23%). This is probably related to their
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porosity and specific surface area which are lower than those of raw chitosan. Considering
both the adsorption and desorption efficiency, the maximum amount of virus collected was
obtained with chitosan beads prepared by conventional gelation.

Clearly, recovery treatments are still needing significative improvements that could be carried
out as extensions of our conclusions. In particular, significant progress could be made by
resuming our attempts to reduce or counteract the retention forces by acting on ionic forces,
surface tension and hydrophilicity, in combination or not with chitosan hydrolysis. Research
could also be oriented towards chitosan derivatives (metal imprinting, functionalisation,
blending with activated carbon) whose surface polarity is more amenable to manipulation
than raw chitosan.

Our study demonstrated the applicability of the protocol to wastewater, despite all the
competition and interferences owing to their high organic and mineral matters contents.
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|.3. Conclusions du chapitre |

Face au constat des problemes rencontrés par les techniques d'échantillonnage et d'analyse
des virus dans les eaux usées, nous nous étions donnés comme 1° objectif la recherche
d'amélioration des protocoles existants et celle de techniques innovantes. Ces recherches nous
étaient apparues comme préambule incontournable a une étude de I'évolution des charges
virales des eaux dans leur trajet au sein des établissement de traitement des eaux usées.

Au terme de ce 1°" chapitre le bilan de I'ensemble des essais que nous avons réalisés dans ce
sens peut étre résumé dans les deux principaux résultats :

- Celui de la mise au point d'un protocole dans lequel I'efficacité d'extraction des acides
nucléiques viraux a été associée a une optimisation des colts matériels et humains imposés
par sa mise en ceuvre. Mis au point dans le contexte des eaux usées et des boues, ce protocole
devrait pouvoir étre appliqué d’autres familles de virus circulant dans ces matrices. Comme
indiqué précédemment, il a été intégré dans I'offre analytique du laboratoire.

- Celui de la démonstration du potentiel de deux matériaux adsorbants, un charbon actif et
un chitosan, dans la recherche d'approches alternatives pour I'étape d’extraction des VEH a
partir d’eaux usées. Nos essais a ce sujet ont mis I'accent sur deux points essentiels :

1)  Les capacités remarquables de ces matériaux a capter les virus par adsorption,
et donc, dans ce passage du milieu liquide au milieu solide, a les concentrer ;

2) L'inconvénient que représente cette forte efficacité d’adsorption pour la
récupération des virus a partir de ces matériaux, seconde étape, en aval de celle de la
captation des virus, pour que l'ensemble constitue un protocole d'échantillonnage.
C'est la raison pour laquelle nos expérimentations se sont concentrées sur les
méthodes de récupération des virus dont les résultats montrent la nécessité de
poursuivre les recherches dans le prolongement des pistes que nous avons pu définir.

Par ailleurs, nos essais portant sur les eaux usées ont fait apparaitre que dans les conditions
de fortes concentrations et de grande variabilité des éléments de toutes nature, qui prévalent
dans ces les eaux usées, les performances des matériaux adsorbant varient, elles aussi, dans
de larges mesures, probablement loin de leurs performances optimales.

Il en résulte :

- Que les quantités adsorbées (dans un temps déterminé) ne peuvent pas étre
reliées de facon simple au volume d'échantillon dans lequel les virus sont recrutés ;

- Que le calcul du temps d'exposition a partir duquel la saturation des sites
d'adsorption est atteinte n'est pas possible.

Nous en déduisons que dans |’état actuel des recherches, l'intérét de ces matériaux pour
I'étude des charges virales dans les STEPs, releve plus des techniques de détection que de
celles de quantification.
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Chapitre Il — Evolution des charges véhiculées par les eaux
usées dans une station d'épuration, a l'exemple de I'UDEP
Grand Chambéry

Il est utile de rappeler ici que notre projet avait pour objectif d'apporter des précisions sur
la contribution des principales étapes de traitement a |I'abattement des charges virales, en
considérant, autant que possible, le détail des mécanismes qui les sous-tendent. Il convenait
donc, en préambule, d'acquérir la connaissance des niveaux de charge auxquels ces
mécanismes s'adressent, dans |'établissement modéle choisi (UDEP Grand Chambéry) et leur
variabilité, informations auxquelles ce chapitre est consacré.

La nécessité de mieux comprendre ces mécanismes, évoquée par quelques auteurs (Sima et
al. 2011, Maurya et al. 2020, Li et al. 2021), a été I'un des points a l'initiative de notre travail.
Nous n'avions notamment pas l'intention d'apporter une nouvelle contribution aux
nombreuses études comparatives :

- Des charges virales entrantes, tant du point de vue quantitatif que qualitatif ;

- Des performances globales d'une STEP vis-a-vis de celles d'autres STEPs ;

- Des procédés de traitement mis en ceuvre a I'UDEP (pour leurs spécificités
avec l'ajout de polymeres, par exemple), avec ceux implémentés sur d'autres
sites.

Beaucoup de travaux ont été publiés relatifs a I'un ou a plusieurs de ces sujets, certains dans
leur généralité (Victoria et al. 2010, Qiu et al. 2015, Tandukar et al. 2021, Ibrahim et al. 2021),
d'autres plus spécifiquement dédiés aux procédés de traitement (Fong et al. 2010, Sima et al.
2011, Schmitz et al. 2016, Bhatt et al. 2020), ou a la nature des charges virales (Hata et al.
2013, He et al. 2022, Hewitt et al. 2011, Li et al. 2021), certains dans le cadre de contextes
spécifiques a propos de la contamination de mollusques, par exemple (Le Guyader et al. 2013).

Le probléeme que posent ces comparaisons est celui du nombre de facteurs dont dépendent
les charges observées a un instant donné :

- Sur le plan de I'échantillonnage, outre la technique utilisée pour collecter les
échantillons, I'heure (dans le cas de prélevement ponctuels), le jour de la
semaine et la période de I'année a laquelle ces opérations sont menées (Tuncal
et al. 2009).

- Concernant le réseau collecteur avec trois principaux critéres : son caractere
unitaire ou séparatifs ou toutes situations intermédiaires, sa situation
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géographique en liaison avec le climat local et son degré de maillage dont dépend
le temps de transit et donc le temps durant lequel les transformations des
charges inertes et vivantes des eaux usées ont pu se développer, en amont de la
STEP (Gao et al. 2023).

- Concernant le type de population dont les eaux sont collectées (zones
urbaines, zones rurales incluant ou non des eaux industrielles) et son importance
en nombre d'équivalents habitants.

- Concernant les techniques d'analyse, en particulier les techniques
d'extraction des acides nucléiques et les séquences choisies pour les PCR (Akter
et al. 2024).

En toute rigueur, c'est donc I'ensemble de ces facteurs qui devrait étre pris en compte dans
le choix des sites dont la comparaison est envisagée. |l est évident que le travail d'enquéte
correspondant est conséquent et nous n'avons effectivement pas trouvé de publications dans
lesquelles toutes ces spécifications étaient données. A l'inverse, dans beaucoup d'entre elles,
la simple information de I'heure a laquelle la prise d'échantillon a été faite et du jour de la
semaine, n'est pas indiquée.

Il en résulte que la comparaison de charges d'eaux usées issues de travaux conduits dans des
conditions différentes doit étre nuancée. Cela concerne autant les concentrations mesurées a
I'entrée qu'a la sortie des STEPs, mais aussi celles de différents groupes viraux les uns vis-a-vis
des autres. Le travail de Wade et al. (2022) a propos du monitoring du SARS-CoV-2 en Grande
Bretagne, est particulierement instructif a ce sujet.

Les comparaisons conservent toute leur signification, en revanche, lorsque I'abondance des
groupes viraux dans les eaux d'une méme station, sont exprimées relativement les uns aux
autres. C'est aussi le cas de la comparaison entre eux de procédés de traitement, lorsque qu'ils
sontimplémentés sur un méme site ou sur des sites géographiquement voisins. Cette situation
a été exploitée par quelques auteurs (Polanco et al. 2023, Tandukar et al. 2021).

Au-dela donc de ces publications qui font état de I'élimination d'une partie des charges
virales des eaux usées par les stations d'épuration (da Silva et al. 2007, Hewitt et al. 2011,
Lizasoain et al. 2017, Prado et al. 2019), notre projet avait pour objectif d'apporter des
précisions sur la contribution des principales étapes des traitements a I'élimination de la
charge de quelques groupes de virus, a travers les mécanismes qui les sous-tendent.

Comme évoqué précédemment, les installations de traitement des eaux usées different,
dans une large mesure, par leur dimension, par |'étendue du territoire dont les eaux sont
drainées, par le type et la taille de la population concernée et par les types de procédés mis
en ceuvre.
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Notre choix s'est porté sur l|'unité de dépollution (UDEP) de la communauté de
Communes Grand Chambéry, essentiellement pour les raisons suivantes :

- L’ajout systématique de polymeéres au niveau du décanteur primaire.

- U'importance de ses capacités de traitement (260 000 EH) et celle de la
population concernée (environ 140 000 habitants).

- Sa proximité du laboratoire de recherche.

- L'ouverture de son administration a des collaborations avec les universités
voisines.

Sur le plan des charges virales, comme indiqué plus haut dans ce mémoire, le choix a été fait
de suivre trois groupes de virus entériques humains : NoV Gl, NoV Gl et AdV.

Le fonctionnement des STEPs fait I'objet d'une surveillance réglementaire a travers I'analyse
hebdomadaire de parametres clefs de la composition des eaux usées, a I'entrée, en aval du
décanteur primaire (Entrée BioF) et a la sortie de I'établissement. Une partie des résultats est
rendue publique par Eaufrance (service public d’information sur I'eau et les milieux
aquatiques), sous la forme d'un indicateur de performance. Cet indicateur (pourcentage de
"bilans 24h conformes de I'ensemble des stations d'épuration d'un service d'assainissement,
en regard des prescriptions d'autosurveillance des arrétés préfectoraux d'autorisation de
traitement) ne concerne que les services comportant au moins une station d’épuration de
capacité supérieure a2 000 EH". Pour la Savoie, sa valeur moyenne au 01/01/2022 s'établissait
a 96,7 % (EauFrance, 2022).

Ce chapitre présente le fonctionnement de I'UDEP Grand Chambéry a travers une partie de
ces analyses réglementaires, complétées par celles des NoV Gl, NoV Gll et AdV que nous avons
réalisées durant une partie de notre période d'étude (11 mois, aolt 2022 - juin 2023). Les
charges en VEH étant principalement liées aux charges organiques, les formes minérales de
I'azote et du phosphore (nitrates, phosphates) n'ont pas été prises en considération.

Les données présentées dans ce qui suit ont pour objectif de situer nos résultats dans le
contexte général des variations de la composition des eaux usées recues par |'UDEP et du
fonctionnement de la station, durant la période pendant laquelle nous y avons fait des
préléevements d'eaux usées et de boues. Leur analyse vient répondre aux besoins internes a
notre travail tel, par exemple, que la nécessité de connaitre I'historique récent (a 6 jours) de
la composition de I'eau en liaison avec les événements météorologiques locaux. Elle n'a donc
pas pour objectif de faire la comparaison des performances de I'UDEP avec celles d'autres
établissements.
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II.1. Fonctionnement de la station a travers les valeurs des charges en
MES, DCO et DBO

Pour rappel, la DBO est une mesure couramment appliquée aux eaux usées, traduisant la
guantité de matieres organiques biodégradables dans les échantillons. La DCO, quant a elle,
donne une estimation de la quantité de la majeure partie des composés organiques mais
également de sels minéraux oxydables (sulfures, chlorures...). Le rapport DBO/DCO donne une
indication sur le niveau de biodégradabilité des eaux. Il peut étre compris entre 0.3 et 0.8 dans
les eaux usées (Bader et al. 2022). Une valeur élevée de ce ratio traduit une bonne
biodégradabilité des éléments présents dans ces eaux. Les valeurs de MES représentent la
concentration en particules minérales et organiques, auxquels les VEH peuvent notamment
étre associés.

Notre analyse s'est adressée a une matrice couvrant la période allant du 01/08/2022 au
30/06/2023, soit aux résultats de 334 dates d'analyse. Toutes n'ont pas pu étre retenues,
selon les descripteurs et les points d'échantillonnage, en raison des aléas d'échantillonnage et
d'analyse, comme le fait apparaitre la colonne 3 du Tableau II-1.

I1.1.1. Distribution des valeurs des charges en MES, DCO et DBO aux trois
points d'échantillonnage

L'examen de la distribution des valeurs des trois descripteurs (MES, DCO, DBO) fait
apparaitre de fortes similitudes quant a leur évolution au niveau des trois points
d'échantillonnage (Figure Il-1 A, Figure 11-2). La remarque concerne tout a la fois I'amplitude
des valeurs et leur dispersion (Figure II-1 B, Figure II-3, Tableau II-1 col. 9, IQR). L'écart
interquartile (IQR) a été préféré a I'étendue pour l'estimation de la dispersion des
distributions, en raison de l'existence de quelques valeurs exceptionnelles dans le jeu de
données.

L'efficacité des traitements est bien mise en évidence par les différences entre les
distributions des trois descripteurs, au niveau de chacun des trois points d'échantillonnage :
I'avancée des traitements se traduit par une diminution de leurs amplitudes et de leur
kurtosis.
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Fréquence des charges en MES

Médianes des MES
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Figure II-1. (A) Fréquences des charges en MES aux trois points d'échantillonnage, (B) Médianes, écarts
interquartiles, minima et maxima des MES aux trois points d'échantillonnage.
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Figure lI-2. Fréquences des charges organiques (DCO, DBO) aux trois points d'échantillonnage.
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Figure 1I-3. Médianes, écarts interquartiles, minima et maxima de la

d'échantillonnage.
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Tableau lI-1. Statistiques descriptives des charges en MES, DCO et DBO. Q1 = 1¢" quartile ; Q3 =
3¢me quartile ; IQR = écart interquartile ; IQR/Md = écart interquartile normalisé par la médiane.

Point Minimum Médiane Maximum

VETELLS échantillonnage N obs. (mg/L) (mg/L) (mg/L) fot leyise
MES Entrée 236 62 179 224 262 537 83 0.37
MES Entrée BioF 234 16 44 52 71 116 27 0.52
MES Sortie 328 4 11 15 20 43 9 0.60
DCO Entrée 236 121 406 516 593 853 187 0.36
DCO Entrée BioF 234 10 153 187 244 466 91 0.49
DCO Sortie 237 29 53 63 77 130 24 0.38
DBO Entrée 142 43 161 210 251 382 a0 0.43
DBO Entrée BioF 141 33 52 70 91 206 39 0.56
DBO Sortie 142 6 11 13 16 37 5 0.39

I1.1.1.1. Comparaison des traitements sur le plan de I'abattement des charges
en MES, DCO et DBO

La Figure 1l-4, donne deux représentations de |'efficacité des traitements sur les charges de
I'eau, en correspondance avec les formules données dans la Iégende. Elle montre que les plus
fortes éliminations de charge, entre I'entrée et la sortie de la station, sont celles de la DBO et
des MES (Figure 1l-4 B), avec des valeurs respectives de 93.8 % et de 93.3 %. Dans le détail, ce
sont les MES qui sont le plus fortement éliminées au niveau du traitement primaire (76.8 %)
et la DBO au niveau du traitement secondaire (81.4 %), en toute logique donc, avec la nature
des procédés auxquels ces traitements correspondent. En fait, le constat concerne aussi le
second descripteur des charges organiques dont I'élimination est effectivement plus grande
au niveau des réacteurs biologiques qu'au niveau de la décantation primaire. La différence est
moindre pour la DCO que pour la DBO, en liaison avec le caractére réfractaire d'une partie des
composés qui sont pris en compte dans cette analyse. A l'inverse, c'est au niveau du
traitement primaire que la plus grande partie des MES est éliminée, en liaison avec la nature
minérale d'une grande partie de ses constituants.

Au bilan, c'est donc avec la DBO et les MES que la station s'avere la plus performante avec
des charges de sortie réduites a environ 6.5 % des charges entrantes (Figure II-4 A). Dans le
cas de la DCO, cette valeur s'établit a 12.2 % malgré des pourcentages d'abattement
importants au niveau des deux traitements (36.3 % et 33.6 %, respectivement pour les
traitements primaire et secondaire). La charge en MES éliminée au niveau du traitement
secondaire reste importante, contribuant ainsi, de facon significative, a la performance
globale de la station pour ce descripteur.

177

Chapitre Il - Evolution des charges véhiculées par les eaux usées dans une station d'épuration




D'autres aspects de I'effet des traitements sur la charge des eaux usées seront recherchés,
plus loin dans ce chapitre, pour la période durant laquelle les charges virales ont été analysées.

Abattement (%) Charge éliminée (%)
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Figure lI-4. Comparaison des traitements sur le plan de l'abattement des charges. (A) Valeurs du rapport
[C] aval/[C] amont en %, (B) Valeurs résultant du calcul : ([C] amont — [C] aval) x 100 / [C] amont.

I1.1.1.2. Comparaison des trois points d'échantillonnage du point de vue de la
dispersion des valeurs

La dispersion d'une distribution est synonyme de la variabilité des valeurs enregistrées au
point d'échantillonnage considéré. Son examen présente un intérét pour l'interprétation des
disfonctionnements qui peuvent affecter les traitements. Dans le cas des ajouts de polymeres
au niveau de la décantation primaire, par exemple, l'irrégularité des apports en volume ou en
charge, écarte le systeme des conditions pour lesquelles leur dosage a été calculé. Dans le cas
des réacteurs biologiques l'irrégularités des apports trophiques affectent, a I'évidence,
I'activité des biofilms microbiens.

Pour toutes les variables (MES, DCO, DBO), la diminution de la concentration entre I'entrée
de la station et la sortie s'accompagne de celle de la dispersion des valeurs (Figure II-3) selon
des fonctions qui semblent tres similaires (Figure 11-5). Outre la diminution de I'amplitude des
charges, les traitements ont donc pour effet de lisser la concentration des éléments qui
entrent dans la composition des eaux. Cet effet differe cependant selon les descripteurs,
comme le montre le Tableau II-2. La dispersion des valeurs de MES est réduite dans la méme
mesure (33 %) par les traitements primaires et les traitements secondaires. Dans le cas des
descripteurs organiques, elle subit une réduction significativement plus grande au niveau du
traitement biologique, en toute logique, puisque ce traitement s'adresse spécifiquement a la
charge organique. La différence entre DBO et DCO est, elle aussi, significative et cohérente
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avec le caractere réfractaire d'une fraction de I'ensemble de la matiére organique auquel
s'adresse les réactions d'oxydation de I'analyse DCO.

Dans la partie B de la Figure 11-6, les valeurs de I'écart interquartile ont été standardisées par
leurs médianes respectives, afin de les comparer d'un descripteur a un autre. Cette
représentation vient compléter l'examen des différences entre MES et descripteurs
organiques : Elle montre que les IQR standardisés des deux descripteurs organiques diminuent
au passage des réacteurs biologiques, pour atteindre des valeurs sensiblement identiques,
alors qu'il augmente dans le cas des MES.

Scatterplot of IQR vs Median

200 Variable

—@— DBO

—&— DCO
MES

150 4

50

0 100 200 300 400 500
Median

Figure II-5. Comparaison des distributions des 3 descripteurs sur le plan de la relation entre
meédiane et dispersion (IQR).

Tableau II-2. Effet des traitements sur la dispersion des valeurs des trois descripteurs. IQR =
écart interquartile.

Descripteur Traitement IQR last/prev (%) ‘

Primaire 32.9

MES -
Secondaire 33.0
Primaire 48.7

DCO -
Secondaire 26.3
Primaire 43.6

DBO _
Secondaire 12.7
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Ecarts interquartiles IQR/median
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Figure 1I-6. Valeurs des écarts interquartiles selon les variables et les points d'échantillonnage. (A) valeurs
brutes, (B) valeurs standardisées par la médiane.

I1.1.2. Identification d'épisodes particuliers du point de vue de la composition
des eaux regues par la station

La représentation de I'évolution des concentrations des 3 descripteurs, a I'entrée de la
station, durant la période d'étude, fait clairement apparaitre des épisodes structurants, tels
que de fortes baisses de concentrations, a quelques jours d'intervalle ou des tendances
marquées a une évolution (croissance ou diminution) soutenue pendant plusieurs jours
(Figure 11-7, Figure 11-8, Figure 1I-9. Figure 11-24).

S'agissant d'eaux usées, le principal facteur explicatif des charges transportées est le facteur
humain, (densité de la population raccordée au réseau d'égout, activités humaines
domestiques et professionnelles). L'une des particularités du réseau connecté a I'UDEP Grand
Chambéry est d'étre partiellement séparatif. En conséquence, le facteur météorologique
participe lui aussi, en partie, a la détermination des concentrations, et non seulement par les
volumes d'eau apportés, mais aussi a travers les charges propres des eaux de ruissellement.
Les conséquences de ces apports sont doubles : 1) ils accroissent la variabilité dans le temps
de la composition des eaux et 2), la nature des substances transportées accroit la diversité des
composés auxquels les traitements doivent faire face, deux points qui peuvent compromettre
leur efficacité.

Dans les paragraphes qui suivent, nous remontons la chaine des facteurs explicatifs en
examinant tout d'abord, les relations entre charges et débit a I'entrée de la station, puis les
relations entre les précipitations et le débit.

180

Chapitre Il - Evolution des charges véhiculées par les eaux usées dans une station d'épuration



Evolution de la concentration en MES durant la période d'étude
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Figure II-7. Evolution de la concentration en MES durant la période d'étude.
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Figure II-8. Evolution de la DCO durant la période d'étude.
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Evolution de la DBO mg/L durant la période d'étude
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Figure II-9. Evolution de la DBO durant la période d'étude.

1.1.2.1. Relations entre charges et débit a I'entrée de la station

La Figure II-10 montre que les grandes fluctuations de la concentration en MES, observées
plus haut, sont liées a des épisodes de haut débit des eaux d'entrée de la station, notamment
en octobre et décembre 2022 et en mars 2023. Ce constat pourrait attester de I'entrée, parfois
importante, d'eaux pluviales dans le réseau de collecte des eaux usées.
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MES et debit dans I'eau d'entrée de la station
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Figure 11-10. Variations du débit et de la concentration en MES de I'eau d'entrée de la station,
durant la période d'étude.

La relation entre le débit des eaux a l'entrée de la station et les charges transportées
représentée sur la Figure lI-11, montre qu'elle ne résulte évidemment pas de la simple dilution
des eaux usées. Elle ne révele pas de spécificité notable pour I'un ou l'autre des trois
descripteurs. La variabilité des charges est importante dans la gamme des "petits" débits
(20000 a 40000 m3/h) et s'amenuise au-dela. Un point d'inflexion particulier apparait au
niveau d'un débit de I'ordre de 55000 m3/h.

11.1.2.2. Identification de périodes de régime hydrauliques homogeéenes

Les analyses des paragraphes précédents montrent que l'interprétation de la composition
des eaux a l'entrée de la station et, en aval, celle des effets des traitements sur ses
constituants, ne peut pas étre faites a I'échelle de I'ensemble des dates d'analyse. La matrice
devait donc étre partitionnée en périodes que nous avons choisi de définir a partir des
relations pluies - débits (périodes de stabilité, périodes d'instabilité, périodes au cours
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desquelles les évolutions ont été monotones). Pour qu'une interprétation générale puisse en
étre donnée, il fallait aussi que chacun des types de situation soit reconnu a plusieurs reprises
durant les 11 mois couverts par la base de données.

Deux types de régime pluie-débit ont ainsi été retenus :

- Périodes sans précipitation ou avec précipitations de faibles amplitudes et de courtes
durées durant lesquelles le débit diminue régulierement (périodes désignées "QDécr")

-  Périodes de forte instabilité, couvrant lI'amont et l'aval d'épisodes de fortes
précipitations (QInst-2)

Durant la période d'étude, ces épisodes ont été identifiés a 4 reprises, pour le régime QDécr
et a 3 reprises pour le régime Qlnst-2 (Figure 1I-12). Les évolutions des précipitations et du
débit durant ces périodes sont données dans la Figure 11-13 et dans la Figure [I-14.
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Figure II-11. Relation entre le débit et les charges en MES, DCO et DBO dans I'eau d'entrée de
la station.
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Scatterplot of Débits (m3/h), Précipitations vs Date
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Figure 1I-12. Situation des types de régimes pluies-débit durant la période d'étude. Les encadrés bleus correspondent aux périodes
rouges aux périodes Qlnst-2. Leurs définitions sont données dans le texte.
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Périodes d'absence ou de faibles précipitations

12 45000
10 s s
40000
E g - - - i
E . £
W i.' . o]
5 & b . - 3soo0 £
55 L[] ol
E . - -. .7-_'_' -E
[y "m l'- = gy -
g 4 . ¥ .: e
o . ey " - 30000
CC PR
] [ - LI
2 T - *
- F 4 [] =
. -_, o _ -
. Be® " | 25000
0 4{*'——0r——*-? i
01/09/2022 011172022 0140172023 0140372023 01/05/2023 01/07/2023

Date
® Précipitations
*  Débits (m3/h)

Figure II-13. Evolutions des précipitations et du débit durant les périodes d'absence ou de faibles
précipitations.
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Figure II-14. Evolutions des précipitations et du débit durant les périodes de forte instabilité du
régime pluie-débit.
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C'est donc dans le cadre de chacun de ces régimes pluies-débits que nous avons poursuivi
I'étude de leurs effets sur les charges des eaux usées et, en aval, sur les performances des
traitements. Les médianes des descripteurs, dans chacune de ces périodes, sont données dans
le Tableau II-3 et la Figure 11-15. Une comparaison est faite des rapports des descripteurs de
charge entre eux dans la Figure 1I-16.

Tableau II-3. Médianes des descripteurs pour les périodes correspondant aux régimes pluies-
débit choisis. DECR = périodes d'absence de précipitation ou de faibles précipitations ; INST-2 =
périodes de forte instabilité.

Descripteur Périodes
DECR INST-2 |

Pluies 0 2.2
Débits (m3/h) 29885 44642
MES mg/L 249.5 169.5

DBO mg/L 252 158
DCO mg/L 582 386.1
DBO/DCO 0.44 0.42
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Boxplot of Précipitations
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Figure II-15. Médianes et écarts interquartiles des descripteurs pour les périodes correspondant aux régimes
pluies-débit choisis. DECR = périodes d'absence de précipitation ou de faibles précipitations ; INST-2 =

périodes de forte instabilité.

188

Chapitre Il - Evolution des charges véhiculées par les eaux usées dans une station d'épuration



is

3.0

25

20

Data

15

& 2
" [

0= = ===

0.0
Periods DECR IN5T-2 DECR IN5T-2 DECR IN5ST-2
DCO/MES DEBO,/MES DEO/DCO

Figure II-16. Comparaison des rapports (médianes) entre les descripteurs de la charge des eaux
entre les deux régimes pluie-débit (DECR, INST-2). Cadre vert = intervalle de confiance de la
meédiane ; cadre orange = écart interquartile.

La diminution de la médiane des descripteurs de la charge organique de I'eau d'entrée de
I'UDEP (DCO, DBO) entre les deux régimes semble indiquer un effet de dilution lié a
I'accroissement concomitant de la médiane des débits. La méme observation peut étre faire
a propos des MES, a l'inverse de ce qui pouvait étre attendu sachant que des processus
d'érosion accompagnent généralement de fortes précipitations. On note également I'absence
de différence significative entre les médianes des rapports entre les descripteurs de la charge
des eaux (DCO/MES, DBO/MES, DBO/DCO, Figure 1I-16), ce qui semble indiquer un effet
négligeable des charges additionnelles apportées par les précipitations sur la composition de
la fraction organique des charges transportées.

Ces deux remarques semblent converger vers le constat que le caractere partiellement
unitaire du réseau de collecte des eaux usées de la communauté d'agglomération Grand
Chambéry, se traduirait essentiellement par un effet de dilution.
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[1.1.3. Relations entre les descripteurs au sein de chacun des régimes
hydriques précédemment définis

11.1.3.1. Périodes d'absence de précipitations ou de faibles précipitations.

Durant ces périodes, I'effet de dilution évoqué plus haut est observé avec une diminution du
débit de l'eau a I'entrée de I'UDEP (Figure II-17) et l'augmentation concomitante de la
concentration des descripteurs (Figure 11-18).
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Figure 1I-17. Evolution des pluies et du débit en fonction du temps dans les 4 intervalles
sélectionnées pour représenter les périodes d'absence de précipitation ou de faibles
précipitations. Eau d'entrée de I'UDEP.
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Figure II-18. Evolution des descripteurs en fonction du temps. Eau d'entrée de I'UDEP, périodes
d'absence de précipitation ou de faibles précipitations

Durant ces périodes, tous les descripteurs sont significativement corrélés positivement entre
eux et, de facon négative avec le débit, en accord avec les remarques précédentes (Tableau
[I-4). On note que la corrélation avec le débit est sensiblement la méme pour les trois
descripteurs. Il semblerait donc que, durant ces périodes, d'absence et de faibles
précipitations, |'effet des apports d'eaux de ruissellement soit limité a celui d'un volume d'eau,
faiblement chargé sur le plan des MES et des composés organiques, dont la diminution a pour
conséquence de réduire la dilution des eaux usées, d'ou l'augmentation des valeurs des
concentrations. Cette interprétation doit bien slr étre relativisée par le fait que durant ces
périodes, la charge des eaux usées subit, elle aussi, des variations propres, indépendantes des
conditions météorologiques, comme le montre la matrice de la Figure II-19. Le Tableau II-4 fait
également apparaitre une valeur particulierement élevée du coefficient rho entre MES et DCO
et confirme I'absence de corrélation entre le débit et le rapport DBO/DCO remarquée
précédemment.

191

Chapitre Il - Evolution des charges véhiculées par les eaux usées dans une station d'épuration

DBO/DCO



Tableau II-4. Corrélations de rang (Spearman) entre le débit et les descripteurs des charges a
I'entrée de la station durant les périodes sans précipitation. HO = pas de corrélations entre les
deux variables. P-value = probabilité d’obtenir un résultat au moins égal a celui obtenu.

Sample 1 Sample 2 N Correlation 95% ClI for p P-Value
MES (mg/L) Débits (m3/h) 66 -0.569 (-0.722,-0.363) 0.000
DBO (mg/L) Débits (m3/h) 38 -0.595 (-0.780, -0.316) 0.000
DCO (mg/L) Débits (m3/h) 66 -0.656 (-0.785, -0.473) 0.000
DBO/DCO Débits (m3/h) 38 -0.030 (-0.347,0.292) 0.858
DBO (mg/L) MES (mg/L) 38 0.603 (0.325,0.785) 0.000
DCO (mg/L) MES (mg/L) 66 0.800 (0.672,0.881) 0.000
DBO/DCO MES (mg/L) 38 -0.146 (-0.446, 0.184) 0.382
DCO (mg/L) DBO (mg/L) 38 0.758 (0.547,0.878) 0.000
DBO/DCO DBO (mg/L) 38 0.373 (0.050, 0.626) 0.021
DBO/DCO DCO (mg/L) 38 -0.233 (-0.518, 0.098) 0.159
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Figure 1I-19. Matrice de scattergrams croisant les valeurs du débit a I'entrée de la station et les
descripteurs MES, DCO, DBO et DBO/DCO durant les périodes sans précipitation. r = coefficient
rho ; p = probabilité de I'hypothése HO.
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11.1.3.2. Périodes de forte instabilité

L'alternance d'épisodes pluvieux de différentes amplitudes (Figure 11-20) se traduit par une
forte dispersion des charges organiques de |'eau (Figure 11-21).
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Figure 11-20. Evolution des pluies et du débit en fonction du temps dans les 4 intervalles
sélectionnées pour représenter les périodes de forte instabilité. Eau d'entrée de I'UDEP.
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Figure II-21. Evolution des descripteurs en fonction du temps. Eau d'entrée de I'UDEP, périodes
de forte instabilité.

Tous les descripteurs restent significativement corrélés entre eux et négativement corrélés
au débit durant ces périodes d'instabilité et de fortes précipitations (Tableau II-5). Le résultat
va dans le sens des remarques précédentes sur le fait que les eaux apportées durant ces

épisodes de pluies, ont pour principal effet celui de diluer les charges des eaux usées.

Tableau II-5. Corrélations de rang (Spearman) entre le débit et les descripteurs des charges a

I'entrée de la station durant les périodes de forte instabilité. p = probabilité de I'hypothese HO.
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Sample 1
MES (mg/L)
DBO (mg/L)
DCO (mg/L)

DBO/DCO
DBO (mg/L)
DCO (mg/L)

DBO/DCO
DCO (mg/L)

DBO/DCO

DBO/DCO
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Sample 2
Débits (m3/h)
Débits (m3/h)
Débits (m3/h)
Débits (m3/h)

MES (mg/L)
MES (mg/L)
MES (mg/L)
DBO (mg/L)
DBO (mg/L)
DCO (mg/L)

N
89

Correlation

-0.603
-0.660
-0.724
-0.165
0.812
0.844
0.186
0.902
0.557
0.189

95% Cl for p P-Value

(-0.729, -0.436)
(-0.800, -0.451)
(-0.819, -0.591)
(-0.419, 0.112)
(0.671, 0.896)
(0.758, 0.902)
(-0.091, 0.437)
(0.819, 0.948)
(0.319, 0.729)
(-0.088, 0.439)

0.000
0.000
0.000
0.237
0.000
0.000
0.182
0.000
0.000
0.175

DBO/DCO
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Figure II-22. Matrice de scattergrams croisant les valeurs du débit a I'entrée de la station et les
descripteurs MES, DCO, DBO et DBO/DCO durant les périodes de forte instabilité. r = coefficient
rho ; p = probabilité de I'hypothése HO.

[1.1.4. Corrélations entre les précipitations, le débit et les charges entrantes

Les analyses présentées dans le chapitre précédent semblent indiquer que les évenements
pluvieux sont effectivement associés a une augmentation du débit des eaux a l'entrée de
I'UDEP, mais sans en augmenter significativement la charge. Ce constat, en partie inattendu,
peut étre expliqué par le caractére suffisamment séparatif du réseau de collecte des eaux
usées. Nous avons cependant souhaité prolonger notre recherche d'indices témoignant
d'apports d'origine terrestre dans les eaux usées. Ces apports additionnels sont en effet
susceptibles de contenir des composés réfractaires a la biodégradation tels que les acides
humiques, qui peuvent avoir des conséquences sur les traitements appliqués aux eaux, mais
aussi sur les analyses des charges virales basées sur des techniques moléculaires (Opel et al.
2010).

La poursuite de nos analyses, dans ce chapitre, vise donc a mettre en évidence ces apports
en utilisant comme indicateurs, les relations entre les événements pluvieux et la concentration
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des charges organiques de |'eau, d'une part, ou les valeurs relatives des 4 descripteurs choisis,
les uns par rapport aux autres, d'autre part.

Les effets du facteur précipitations dépendent de ses trois composantes, amplitude, durée
et fréquence. Pour en tenir compte, les variables dépendantes "débit" et "charges des eaux
usées" ont été confrontées a des moyennes de hauteur de précipitations calculées a partir du
jour des analyses et sur un nombre croissant de jours précédents (jusqu'a 5 jours). Ces
moyennes et le nombre de jours auquel elles sont associées, constituent une forme
d'intégration des trois composantes des précipitations, a partir desquelles nous avons
recherché les corrélations avec le débit et les descripteurs des charges transportées. Seules
les périodes incluses dans le groupe INST-2 ont été prises en compte pour les calculs. Les
corrélations entre le débit a I'entrée de I'UDEP et les différents niveaux d'intégration des
précipitations, sont toutes significatives (Tableau 11.6), la plus grande étant observée avec les
précipitations du jour de la mesure.

Tableau I1I-6. Corrélation (rho de Spearman) entre le débit et différents calculs de moyenne
des précipitations (Détail des calculs donné dans le texte). Période INST-2. Pi avec i
correspondant au nombre de jours pris en compte dans le calcul des précipitations.

Période Précipitations Débits (m3/h) (Spel;':cr,nan) 95% Cl for p P-Value
INST-2 P1 Débits (m3/h) 130 0.635 (0.507, 0.735) 0.000
INST-2 P2 Débits (m3/h) 130 0.591 (0.455, 0.700) 0.000
INST-2 P3 Débits (m3/h) 130 0.547 (0.403, 0.664) 0.000
INST-2 P4 Débits (m3/h) 130 0.477 (0.324, 0.606) 0.000
INST-2 P5 Débits (m3/h) 130 0.362 (0.197, 0.507) 0.000
INST-2 P6 Débits (m3/h) 130 0.314 (0.146, 0.465) 0.000

Tous les coefficients sont significatifs, également, avec les descripteurs de la charge de I'eau,
mais c'est, au contraire, pour les précipitations du jour de la mesure du débit que les valeurs
du coefficient rho sont les plus faibles (Tableau 1I-7). Les corrélations les plus fortes
s'établissent avec la moyenne des hauteurs de pluie des 4 jours précédents pour les MES, des
3 jours précédents, pour la DCO et des 2 jours précédents pour la DBO.
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Tableau 1I-7. Corrélation (rho de Spearman) entre les descripteurs et différents calculs de
moyenne des précipitations (Détail des calculs donné dans le texte). Période INST-2.

Précipitations Descripteurs ( Spe::"r;an) 95% ClI for p P-Value
P1 MES mg/L 89 -0.20 (-0.396, 0.008) 0.057
P2 MES mg/L 89 -0.40 (-0.568, -0.202) 0.000
P3 MES mg/L 89 -0.54 (-0.678, -0.358) 0.000
P4 MES mg/L 89 -0.60 (-0.724, -0.429) 0.000
P5 MES mg/L 89 -0.56 (-0.698, -0.388) 0.000
P6 MES mg/L 89 -0.49 (-0.644, -0.307) 0.000
P1 DCO mg/L 89 -0.33 (-0.505, -0.122) 0.002
P2 DCO mg/L 89 -0.49 (-0.642, -0.305) 0.000
P3 DCO mg/L 89 -0.59 (-0.717, -0.416) 0.000
P4 DCO mg/L 89 -0.56 (-0.698, -0.388) 0.000
P5 DCO mg/L 89 -0.49 (-0.640, -0.302) 0.000
P6 DCO mg/L 89 -0.42 (-0.586, -0.226) 0.000
P1 DBO mg/L 53 -0.34 (-0.565,-0.070)  0.012
P2 DBO mg/L 53 -0.59 (-0.749, -0.355) 0.000
P3 DBO mg/L 53 -0.58 (-0.748, -0.353) 0.000
P4 DBO mg/L 53 -0.51 (-0.693, -0.258) 0.000
P5 DBO mg/L 53 -0.46 (-0.659, -0.205) 0.000
P6 DBO mg/L 53 -0.45 (-0.647,-0.187) 0.001

En d'autres termes, le débit est principalement contrdlé par les précipitations du jour, alors
gue les charges le sont par les moyennes des précipitations des jours précédents. Le constat
apparait irrationnel dans le cadre d'une vision mécanique des relations précipitations — débit
— concentrations qui s'adresse aux éléments conservatifs de I'eau. Elle ne s'applique plus dans
le cas des éléments dont la concentration est susceptible d'étre affectée par différents
mécanismes (biodégradation, réactions chimiques) au cours du cheminement de |'eau. C'est
l'une des interprétations qui peuvent étre évoquées pour répondre aux deux principales
guestions que posent les résultats du Tableau II-7 :

- La mesure qui représente les éléments les plus conservatifs des charges de I'eau devrait
étre celle des MES. La premiére question est alors celle de la raison pour laquelle ce
descripteur établit la corrélation la plus grande avec la moyenne des précipitations des 4 jours
précédents celui de son analyse. Nous l'interprétons comme étant la conséquence de la
grande variabilité des deux grandeurs (évenements pluvieux et processus de recrutement de
matieres), variabilité a laquelle la valeur des coefficients de corrélation et leur signification
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sont tres sensibles. Leur intégration sur plusieurs jours conduit a des valeurs moins "bruitées"
au sens statistique, a partir desquelles des corrélations plus significatives peuvent étre
observées.

- La seconde question concerne les différences observées entre les trois descripteurs de la
charge des eaux, qui nous semblent étre liées a leur caractére plus ou moins conservatif : En
étant associées a des valeurs intégrées de précipitations (intégration amplitude - temps), les
moyennes des descripteurs représentent, chacune, le recrutement de quantités d'eau
(d'origine atmosphérique) et de matieres (d'origine terrestre) durant le laps de temps
considéré. Les analyses faites a I'entrée de I'UDEP au jour 1, sont équivalentes a une photo qui
serait prise des charges, au terme de ce laps de temps. Ces mesures sont en fait celles de la
résultante des recrutements initiaux de matiéres, mais aussi des mécanismes
(biodégradations, réactions chimiques) qui ont pu affecter les concentrations durant le
transfert de l'eau. C'est le cas, en particulier, des matiéres organiques dissoutes
biodégradables, mesurées par la DBO, dont les mesures faites a l'entrée de I'UDEP,
représentent les quantités initialement recrutées, diminuées de la consommation faites par
les bactéries au cours du transit de I'eau. Ainsi, le caractére biodégradable des composés
analysés par la DBO ferait que leur concentration atteint plus vite que celles des deux autres
descripteurs, le niveau de stabilité requis (une faible variabilité) pour conduire a une valeur
plus grande du coefficient rho (le coefficient est inversement proportionnel au produit des
écarts types des deux grandeurs dont la corrélation est cherchée). Les valeurs les plus grandes
du coefficient sont associées aux moyennes de précipitations établies sur4j, 3 jet 2 j pour les
MES, la DCO et la DBO, respectivement, c’est-a-dire dans Il'ordre supposé d'une
biodégradabilité croissante.

En raison des différences relativement faibles qui séparent les valeurs du coefficient,
I'ensemble de ces interprétations doit évidemment étre considéré comme une "1°" approche
indicative".

La mise en évidence de ces relations entre les précipitations et les charges des eaux usées,
n'apporte pas d'indication sur la possibilité qu'une partie d'entre elles ait une origine terrestre.
C'est la recherche de corrélations entre les précipitations et les changements éventuels des
proportions des trois descripteurs, les uns relativement aux autres, qui pouvait apporter cette
information (Tableau 1I-8). Seules deux corrélations significatives sont observées, celle du
rapport DBO/DCO avec les précipitations du jour de l'analyse et celle du rapport DCO/MES
avec la moyenne des précipitations du jour de I'analyse et du jour précédent (P2). Le signe des
coefficients et la Figure II-23 montre que I'augmentation des précipitations s'accompagne de
la diminution de la proportion de composés organiques (DCO) par rapport aux MES et de celle
des matieres organiques biodégradables (DBO) par rapport a celles qui sont réfractaires (la
DCO totalisant les deux catégories). Sachant que les eaux de lessivage des milieux terrestres
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sont généralement chargées en MES, le sens des variations observées nous semble pouvoir
étre interprété comme des indices d'une entrée effective d'eaux de lessivage dans le réseau
de collecte des eaux usées. Les composés inhibiteurs de PCR, dont ces eaux sont
potentiellement chargées, viendraient donc s'ajouter a ceux apportés par les eaux usées
proprement dites.

Tableau II-8. Coefficient de corrélations (rho de Spearman) calculé entre les rapports des
descripteurs de charge des eaux et différents calculs de moyenne des précipitations (Détail des
calculs donné dans le texte). Période INST-2.

prx;)pyz.t:t?:ns Descripteurs 95% Cl for p
P1 DBO/DCO 53 -0.161 (-0.415, 0.116) 0.250
P2 DBO/DCO 53 -0.291 (-0.524, -0.016) 0.035
P3 DBO/DCO 53 -0.194 (-0.443, 0.083) 0.164
P4 DBO/DCO 53 -0.196 (-0.445, 0.081) 0.159
P5 DBO/DCO 53 -0.239 (-0.481, 0.038) 0.085
P6 DBO/DCO 53 -0.313 (-0.542, -0.040) 0.023
P1 DCO/MES 89 -0.250 (-0.438, -0.040) 0.018
P2 DCO/MES 89 -0.164 (-0.361, 0.048) 0.126
P3 DCO/MES 89 -0.108 (-0.310, 0.103) 0.315
P4 DCO/MES 89 0.050 (-0.160, 0.256) 0.641
P5 DCO/MES 89 0.123 (-0.088, 0.324) 0.251
P6 DCO/MES 89 0.128 (-0.083, 0.329) 0.230
P1 DBO/MES 53 -0.153 (-0.408, 0.124) 0.275
P2 DBO/MES 53 -0.187 (-0.437, 0.090) 0.180
P3 DBO/MES 53 -0.082 (-0.345, 0.193) 0.558
P4 DBO/MES 53 -0.009 (-0.278, 0.262) 0.950
P5 DBO/MES 53 -0.005 (-0.275, 0.266) 0.971
P6 DBO/MES 53 -0.069 (-0.334, 0.205) 0.621
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Figure 1I-23. Variations du rapport DCO/MES en fonction des précipitations du jour d'analyse et
du rapport DBO/DCO en fonction de la moyenne des précipitations du jour d'analyse et du jour
précédent. Période INST-2. r = coefficient de Spearman.

II.2. Evolution des charges en VEH des eaux usées dans leur transit au
sein de 'UDEP

I1.2.1. Ordres de grandeurs et variabilité des charges virales dans les eaux
d'entrée

Les charges en VEH ont été analysées a 17 reprises durant la période d'étude, entre le
22 septembre 2022 et le 15 mai 2023. La situation de ces dates d'analyse dans la période
couverte par les données qui nous avaient été fournies par I'UDEP, est représentée dans la
Figure 11-24.

Les charges de I'eau d'entrée sont marquées par le contraste entre, d'une part, les deux
groupes de norovirus dont les concentrations sont du méme ordre de grandeur et peu
dispersées et d'autre part, les adénovirus dont les concentrations sont de |'ordre de 5 fois plus
fortes et trés dispersées (Tableau II-9 et Figure 1I-25).
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Figure 11-24. Situation des analyses de norovirus vis-a-vis des variations des concentrations en
MES durant la période d'étude.

Tableau 1I-9. Statistiques descriptives des charges virales aux trois points d'échantillonnage.
Les concentrations virales sont calculées sur des triplicats d’échantillons et duplicats de RT-
gPCR. Les valeurs sont exprimées en copies de génome/L.

Variable d'échal:lc;;IT:nnage
Entrée 17 2.72E+06 4.20E+06 9.81E+06 7.09E+06
NoV Gl Amont bio 17 1.40E+06 2.70E+06 4.66E+06 3.26E+06
Sortie 15 6.28E+05 1.76E+06 3.44E+06 2.81E+06
Entrée 15 2.99E+06 4.22E+06 5.16E+06 2.17E+06
NoV GlI Amont bio 17 8.50E+05 1.69E+06 3.41E+06 2.56E+06
Sortie 15 7.17E+05 1.77E+06 3.15E+06 2.43E+06
Entrée 17 1.02E+07 2.28E+07 6.03E+07 5.01E+07
AdV Amont bio 17 7.95E+06 1.46E+07 2.67E+07 1.88E+07
Sortie 15 4.58E+06 1.10E+07 2.69E+07 2.23E+07
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Figure 1I-25. Comparaison des concentrations virales (médianes en unité génome/L) aux trois
points d'échantillonnage (A : entrée de la station, B : amont des biofiltres, C : sortie de la
station). Cadre vert intervalle de confiance de la médiane, cadre orange : écart interquartile.

I1.2.2. Relations avec les charges physiques et chimiques des eaux usées a
I'entrée de I'UDEP

L'approche utilisée précédemment pour la recherche de relations entre les précipitations et
les charges de I'eau a été reproduite ici. Pour chacun des descripteurs, ce sont donc la valeur
du jour de I'analyse et les moyennes calculées sur un nombre croissant de jours précédents
(jusqu'a 6 jours) qui ont été confrontées aux concentrations des virus, pour le calcul du
coefficient de corrélation rho de Spearman.

L'analyse des résultats donnés dans le Tableau [I-10 doivent étre faite en tenant compte de
la faible robustesse de calculs de corrélation réalisés ainsi, sur une matrice de 17 observations,
mais aussi des incertitudes importantes qui affectent les mesures de concentration de virus
par RT-gPCR. Dans ce sens, seul le fait que la plupart des corrélations significatives impliquent
les concentrations de NoV Gl, nous semble justifier une interprétation. Pour les 3 descripteurs
(MES, DCO, DBO), les valeurs les plus élevées des coefficients sont associées aux moyennes
calculées sur 6 jours (incluant le jour de I'analyse). Il apparait aussi que le coefficient le plus
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élevé s'établit avec les MES, suggérant une relation particuliere entre les NoV Gl et les
particules en suspension. Plusieurs des essais exposés dans les autres parties de notre travail
conduisent au méme constat.

Tableau II-10. Coefficient de corrélation (rho de Spearman) entre les concentrations virales et
les moyennes des descripteurs de la charge de I'eau usée calculées pour un nombre croissant
de jours précédant le jour de I'analyse. Seuls ont été conservés les coefficients significatifs au
seuil a = 0.05.

NoV Gl MESD1 MESD2 MESD3 MESD4 MESDS5 MESD6
rho 0.65 0.60 0.69 0.67 0.78
p 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00
DBOD1 DBOD2 DBOD3 DBOD4 DBODS5 DBO D6 ‘
rho 0.50 0.51 0.59
p 0.05 0.04 0.01
DCOD1 DCOD2 DCOD3 DCOD4 DCOD5 DCOD6 ‘
rho 0.57 0.55 0.59 0.58 0.69
p 0.02 0.02 0.01 0.02 0.00
NoV GlI MESD1 MESD2 MESD3 MESD4 MESD5 MESD6
rho
p
DBOD1 DBOD2 DBOD3 DBOD4 DBODS5 DBOD6 ‘
rho 0.83 0.53
p 0.04 0.05

DCOD1 DCOD2 DCOD3 DCOD4 DCOD5 DCOD6

p
AdV MESD1 MESD2 MESD3 MESD4 MESD5 MESD6 ‘
rho
p
DBOD1 DBOD2 DBOD3 DBOD4 DBODS5 DBOD6 ‘
rho 0.48
p 0.05

DCOD1 DCOD2 DCOD3 DCOD4 DCOD5 DCOD6 ‘
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11.2.3. Effets des traitements sur les charges virales

Le contraste entre les virus est beaucoup moins marqué en termes d'abattement des
concentrations, de part et d'autre des deux types de traitements, qu'il ne I'est en termes de
concentration (Tableau I1I-11).

Les valeurs les plus grandes sont associées au traitement primaire, physico-chimique, en
particulier pour le NoV GlI. Le traitement secondaire, biologique, semble ne pas avoir d'effet
sur ce virus alors qu'il apporte un complément de I'ordre de 30 % a I'élimination des deux
autres virus. Les effets de I'ensemble des traitements (différences entrée-sortie) ménent a des
valeurs tres proches les unes des autres, de |I'ordre de 58 % pour les norovirus et de 52 % pour
les adénovirus, soit une réduction de 0.4 et 0.3 logio respectivement. Ces valeurs rejoignent
celles de quelques auteurs (Victoria et al. 2010, Schmitz et al. 2016, Tandukar et al. 2021),
mais restent relativement faibles par rapport a celles retrouvées dans une majorité d’études,
évaluant la réduction globale a environ 2 logio (Hata et al. 2013, Kitajima et al. 2014, Lizasoain
et al. 2018, Prado et al. 2019). Les causes de cette faible rétention par 'UDEP sont tres
certainement multifactorielles (type de réseaux collecteurs et caractéristiques des eaux usées,
traitements mis en place dans la station, avec absence de traitement tertiaire de désinfection
notamment), comme énoncé en début de chapitre.

Pour rappel, les pourcentages correspondant pour les charges abiotiques et pour la méme
période d'observation, étaient de I'ordre de 93 %, 88 % et 94 %, respectivement, pour les MES,
la DCO et la DBO. Les virus ne semblent donc pas étre pris en charge par les traitements dans
une mesure équivalente a celle des autres formes de matiere organique, tout au moins a
travers les représentations qu'en donnent les analyses qui en ont été faites (DCO, DBO, MES).
Il est pourtant probable qu'ils se répartissent entre ces différentes formes, y compris les
formes dissoutes qui, dans la pratique, sont celles récupérées dans les filtrats < 0.45 pum.
Diverses raisons peuvent étre évoquées pour expliquer le fait qu'ils soient moins bien éliminés
des eaux usées :

- En échappant pour partie aux activités exo enzymatiques des bactéries, et a celles des
phagosomes des protistes ;

- En n'étant pas systématiquement associés aux particules et aux exo polyméres des
biofilms (adsorption, liaison antigéne-anticorps) et donc en restant a I'état de particule
libre, en suspension ;

- A l'inverse en étant plus particulierement associés aux particules en suspension du
surnageant des décantations secondaires.
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Tableau 1I-11. Abattements des virus (pourcentage relatif a la valeur amont et logio réduction)
au niveau de chacune des deux étapes de traitement et entre I'entrée et la sortie de |'UDEP.
Les valeurs représentent les moyennes des 17 mesures.

Nov Gl

% Logio
Traitement primaire 35.8 0.2 59.9 0.4 35.8 0.2

Traitement secondaire 34.7 0.2 -4.6 0.0 24.9 0.1
Traitement total 58.1 0.4 58.1 0.4 51.8 0.3

II.3. Ordre de grandeur et variabilité des processus d'inhibition de
I’analyse PCR

L'analyse des charges virales dans des eaux usées est susceptible d'étre affectée par des
composés qui interferent avec les réactions sur lesquelles sont basées les techniques
moléculaires. Le controle de l'importance de ces effets, a été réalisé en parallele de nos
analyses des eaux de I'UDEP, par spiking d'une suspension de norovirus murin (suspension
dans une solution de NaCl 0.1M), dans I'échantillon analysé (Figure 1I-26). Le facteur
d'inhibition a été calculé selon I'expression suivante :

Inhibition (%) =100 x (1‘(Céchantillon/créférence))
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Figure 1I-26. Taux d’inhibition des analyses RT-qPCR mesurés dans les 3 types d’échantillons
(n=15, 3 réplicats par conditions, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Pour chaque échantillon analysé, la différence entre le Cq du contréle et celui de I’échantillon
spiké était inférieure a 2, valeur a partir de laquelle on considére I’échantillon comme
présentant des inhibiteurs de qPCR (Staley et al. 2012, Ahmed et al. 2018).
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I1.3.1. Relation avec les précipitations du jour de I'échantillonnage et des
jours précédents

Comme indiqué précédemment (11.1.4), en période de pluies, les réseaux partiellement
séparatifs de collecte des eaux usées, sont susceptibles de recevoir des eaux de ruissellement
chargées de composés inhibiteurs de PCR (acides humiques, métaux lourds) qui viennent
s'ajouter a ceux que peut déja contenir les eaux usées proprement dites (Choe et al. 2002,
Klimaszyk et al. 2015).

C'est donc avec les précipitations du jour de I'analyse et en amont, avec leurs moyennes sur
un nombre de jour croissant, que des corrélations ont été cherchées. Les résultats des calculs
n'apportent pas la démonstration d'un effet manifeste de ces apports sur les taux d'inhibitions
(Tableau 1I-12) malgré le fait que deux des coefficients (associés aux précipitations du jour
d'analyse et a la moyenne calculée sur les 5 jours précédents) soient significatifs. La
Figure lI-27 montre, en effet, que les valeurs les plus grandes de l'inhibition ne sont pas
systématiquement associées a celles des précipitations.

Tableau II-12. Corrélation (rho de Spearman) entre le pourcentage d'inhibition et les
précipitations du jour de I'échantillonnage (Rain-1) et les moyennes de celles d'un nombre
croissant de jours précédents (Rain-x). Les valeurs d'inhibition correspondent aux analyses de
I'eau d'entrée de I'UDEP.

Sample 1 Sample 2 N Correlation 95% Cl for p P-Value ‘
Rain -1 Inhib 15 0.657 (0.163, 0.888) 0.008
Rain -2 Inhib 15 0.331 (-0.233,0.728) 0.228
Rain -3 Inhib 15 0.204 (-0.350, 0.652) 0.467
Rain -4 Inhib 15 0.301 (-0.262,0.711) 0.276
Rain -5 Inhib 15 0.392 (-0.171, 0.762) 0.149
Rain -6 Inhib 15 0.583 (0.054, 0.856) 0.023
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Figure 1I-27. Evolution du taux d'inhibition de I'analyse PCR en regard de celle des précipitations
(moyennes du jour d'analyse et des 5 jours précédents) durant la période d'étude.

I1.3.2. Relations avec les descripteurs abiotiques de I'eau d'entrée de I'UDEP

Les résultats précédents pourraient étre expliqués par le fait que les calculs sont basés sur
les précipitations en tant que représentations indirectes des apports de lessivage. Leur
répétition avec les composantes abiotiques de I'eau (MES, DCO, DBO), n'a cependant pas fait
apparaitre de corrélation significative, aussi bien avec les valeurs du jour des analyses, qu'avec
les moyennes calculées sur les jours précédents.

Nous en déduisons que, pour la période considérée, les apports de composés inhibiteurs de
PCR par les eaux de lessivage ont été négligeables par rapport a ceux déja contenus dans les
eaux usées proprement dites.
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I1.4. Conclusions du chapitre

Ce chapitre avait pour objectif de présenter quelques éléments (précipitations, débits,
charges des eaux usées) du contexte dans lequel notre étude des mécanismes de I'abattement
des charges en VEH a été conduite, a travers leurs variations durant la période d'étude.

Pour rappel, la base de données analysée couvre 11 mois du fonctionnement de I'UDEP,
d'ao(t 2022 a juin 2023. Elle a été constituée a partir des analyses réglementaires de la station
(334 dates d'analyses des MES, de la DCO, de la DBO et du débit a I'entrée de la station),
auxquelles ont été ajoutées des données météorologiques (précipitations, température
atmosphérique) et, a 17 reprises, celles de la concentration des eaux usées en VEH (NoV Gl,
NoV Gl et AdV).

Durant cette période, |'efficacité de I'UDEP Grand Chambéry, en termes d'abattements de
charge, a été de I'ordre de 93 % pour la DBO et les MES et de 88 % pour la DCO. L'analyse des
données apporte plusieurs indications qui confirment le caractére partiellement séparatif du
réseau collecteur des eaux usées de la communauté de communes Grand Chambéry. C'est le
cas des grandes fluctuations de la concentration en MES observées durant les épisodes de
haut débit.

Les charges additionnelles apportées par les précipitations, semblent cependant n'avoir
gu'un effet négligeable sur la composition de la fraction organique des charges transportées.
Globalement, le caractere partiellement séparatif du réseau de collecte des eaux usées, se
traduirait essentiellement par un effet de dilution. Durant les périodes sans précipitation (et
de faible pluviosité), les données font clairement apparaitre de tels processus avec la
concomitance de l'augmentation de la charge des eaux usées et de la diminution des débits.
Le calcul de corrélations entre le débit des eaux a I'entrée de |'établissement et différents
niveaux d'intégration des précipitations, montre qu'il est principalement déterminé par les
précipitations du jour de la mesure. |l n'en est pas de méme avec les descripteurs de la charge
de l'eau, pour lesquels les corrélations les plus fortes s'établissent avec la moyenne des
hauteurs de pluie des 4 jours précédents pour les MES, des 3 jours précédents, pour la DCO et
des 2 jours précédents pour la DBO.

En d'autres termes, le débit est principalement contrdlé par les précipitations du jour, alors
gue les charges le sont par les moyennes des précipitations des jours précédents. Cette
discordance semble étre liée au caractére plus ou moins conservatif (/ biodégradable) des
descripteurs étudiés. En effet, la relation mécanique entre pluie, débit et concentrations ne
s'applique pas aux éléments dont la concentration est susceptible d'étre affectée par des
mécanismes, tels que la biodégradation ou par des réactions chimiques, au cours du
cheminement de I'eau. Ainsi, I'évolution de composés biodégradables durant le transit des
eaux usées, ne dépend pas uniquement de processus d'advection et de diffusion.
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L'analyse de ces relations entre précipitations et charges des eaux usées n'a pas permis de
mettre en évidence le fait qu'une partie d'entre elles ait une origine terrestre. Les données
apportent plusieurs indices de I'entrée effective d'eaux de lessivage dans le réseau de collecte
des eaux usées mais aucune indication qu'elle aient eu un effet significatif sur la concentration
de composés inhibiteurs de PCR.

Concernant les charges virales, un contraste marqué est apparu entre, d'une part, les deux
groupes de norovirus (NoV Gl et NoV GllI) dont les concentrations sont du méme ordre de
grandeur et peu dispersées et, d'autre part, les adénovirus dont les concentrations sont de
I'ordre de 5 fois plus fortes et trés dispersées.

Ces charges semblent n'avoir que peu de relations avec les descripteurs abiotiques des eaux
usées, un constat qui doit étre relativisé par le petit nombre d'observations (17) a partir
desquelles notre recherche de corrélation a été faite. En effet, un certain nombre d'études
semblent indiquer que les virus attachés a des supports constituent la forme dominante par
rapport aux virus libres en suspension (da Silva et al. 2008, Sima et al. 2011, Chaudhry et al.
2015, Maurya et al. 2020, Yamada et al. 2020), mais c'est aussi un constat qui a parfois été
contredit (Verbyla et al. 2015). Le plus grand nombre de relations significatives est apparu
avec le NoV GlI, pour lequel le coefficient le plus élevé s'est établi avec les MES. Ce résultat
suggere |'existence de relations particulieres entre les NoV Gl et les particules en suspension,
un constat que nous avons été amenés a faire a la suite de plusieurs des résultats
d'expériences exposés plus loin dans ce travail.

Le contraste entre les virus est beaucoup moins marqué en termes d'abattements qu'en
termes de concentrations, de part et d'autre des deux types de traitements (primaire et
secondaire). Leurs effets cumulés (différences entrée-sortie de la STEP) se traduisent par des
valeurs relativement trés proches, de I'ordre de 58 % pour les norovirus et de 52 % pour les
adénovirus.
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Chapitre 1l — Incidences des traitements physiques et
chimiques sur les charges en virus entériques humains

A cette étape des traitements primaires, dans le prolongement des dispositifs de dégrillage,
dessablage et déshuilage, les eaux usées recoivent une dose de coagulants dont les charges
positives contribuent a la neutralisation des charges négatives d'une partie des matiéres en
suspension. Ainsi neutralisées les particules ont la possibilité de s'agglomérer pour former des
micro-agrégats. Les eaux regoivent également un floculant qui induit le regroupement de ces
particules en flocs dont la sédimentation est facilitée par la structure particuliére d'un bassin
de décantation lamellaire. Les solides sédimentés ou « boues primaires » sont collectés au
fond du bassin et envoyés vers des dispositifs ou ils sont concentrés et en partie déshydratés
avant d'étre éliminés par calcination dans les fours des ordures ménageres. Les coagulants et
floculants utilisés a I'UDEP Grand Chambéry, sont pour une part des polyacrylamides fournis
par SNF (Andrézieux Bouthéon), une entreprise de chimie spécialisée dans la production de
ces polyméres hydrosolubles. Le chlorure ferrique est également utilisé en tant que coagulant.

Le sujet de I'évolution des charges virales en VEH a cette étape des traitements pouvait étre
abordé sous de nombreux aspects. Nous I'avons traité a travers les questions suivantes :

- avec quelle efficacité les polymeéres participent-ils a la rétention des charges
virales (en termes de concentration et de diversité)

- quels sont les effets des polymeéres sur les virus autochtones par comparaison
aux virus ajoutés (virus spikés probablement restés a I'état libre, non encore fixés
sur des supports).

- quelles sont les variations des charges virales résiduelles dans le surnageant de
décantation selon le floculant utilisé. En d'autres termes : importance et diversité
des charges virales transmises par les traitements primaires vers le traitement
secondaire (réacteur biologique).

- quels sont les effets des polyméres sur la "viabilité" (infectiosité) des virus
(expériences de spiking avec des modeles de substitution des norovirus, ici des
bactériophages dont la culture est maitrisée,)

Les essais ont porté sur les produits effectivement utilisés a I'UDEP, mais aussi, dans le cadre
d'une collaboration avec SNF, sur plusieurs autres types de polymeéres qu'ils nous ont fournis.
Le jar-tester qu'ils avaient mis a notre disposition n'était pas concu pour I'analyse de flocs aussi
fragiles et d'aussi faible densité que ceux obtenus dans nos conditions expérimentales. En
conséguence, nous avons congu et fait réaliser de nouvelles enceintes a fond pyramidal ouvert
pour la récolte des boues (Figure lllI-1). Un dispositif permettant de mesurer en continu la
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clarification de I'échantillon au cours du traitement a également été développé (mesure
d'atténuation d’un signal lumineux au passage de I'échantillon).

Figure Ill-1. Version modifiée du Jar-tester (gauche) et dispositif de suivi de la turbidimétrie
(droite)

l1l.1. Choix des polymeres

Deux coagulants, le FL4440 (base polyDADMAC) et le FL2949 (base polyamine), ainsi que
quatre floculants, '’AN934 VHM (polyacrylamide anionique), et les FO4490 VHM, FO4190
VHM, et PSD640 TBD (polyacrylamides cationiques) ont été proposés par SNF pour ces essais,
en lien avec leur diversité (structure, charge). Le chlorure ferrique FeCls, a également été inclus
dans la liste des coagulants testés. Leurs formules respectives sont représentées dans la Figure
llI-2. Le Tableau lll-1 présente les combinaisons de polymeéres testées, sur la base de leurs
caractéristiques physiques et chimiques.
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Figure IlI-2. Formules des polyméres utilisés dans les essais

Tableau IlI-1. Caractéristiques et combinaisons des polymeéres utilisés dans cette étude. Les
combinaisons testées sont indiquées par le sigle « ». Les polyméres anioniques sont surlignés
en bleu, les cationiques en rouge.

Coagulant
FL2949 FL4440
(cationique (cationique
100% - 100% - FeCls Aucun
ramifié) linéaire)
PSD640
(cationique 60% V
- hautement
ramifié)
FO4490 Combinaisons n’entrainant
€ | (cationique 40% pas de floculation V
E - linéaire)
2 FO4190
(cationique 10% V
- linéaire)
AN934 N’entraine pas
o o
(anlﬁir:]lg:it::)@/: V V V de floculation
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[11.2. Descripteurs etudiés

Les mesures de concentration, de diversité et de viabilité des virus, autochtones ou spikés,
ont été faites simultanément sur les flocs et I'eau surnageante.

Afin de faciliter la lisibilité des résultats et leur comparaison, les quantités de virus mesurées
dans chacune des fractions étudiées sont exprimées en pourcentages, 100 % représentant la
totalité des virus présents dans I’échantillon de départ (eau usée spikée ou suspension virale).
Dans la plupart des essais, cependant, la somme des virus mesurés dans les fractions analysées
s'est révélée étre inférieure a la quantité de virus présents dans I'’échantillon initial, non traité
par les polyméres. Cette fraction de virus "disparus" a été calculée par soustraction des
guantités retrouvées dans les surnageants et les flocs, a celles de I'échantillon initial.

A titre informatif, les concentrations effectives de VEH, ainsi que des principaux descripteurs
des eaux usées utilisées durant la période d’étude sur l'effet des polyméres (demande
chimigue en oxygene (DCO), demande biologique en oxygene (DBO), turbidité, matiéres en
suspension (MES) et pH) sont présentés dans le Tableau llI-2.

Tableau llI-2. Médianes des valeurs des principaux descripteurs analysés dans les eaux usées.

Descripteur Eau usée brute
(eau usée brute spikée)
MNV (copies génome/L) 0 (1.7 + 1.4%07)
MS2 (copies génome /L) 3.7 +1.7%03 (6.4 + 5.2F09)
NoV Gl (copies génome /L) 1.8 + 0.9505
AdV (copies génome /L) 2.5 +1.5807
DBO-5 (mg/L) 180 + 99
DCO-ST (mg/L) 531+ 193
MES (mg/L) 210 + 100
pH 7.6+0.8
Turbidité avant traitement aux polymeres 606 + 81
Turbidité apres traitement aux polyméres 816 + 38
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I11.3. Mise en place du protocole expérimental

Un résumé du protocole analytique "standard", décrit dans le chapitre « Matériels et
Méthodes », est présenté dans la Figure IlI-3.

COAGULATION FLOCULATION SEDIMENTATION

< S
Surnageant

Flocs

Eaux usées spikées

Eaux usées spikées
ou suspension virale

Détection des
acides nucléiques

Surnageant ——

Flocs /

VI

Figure IlI-3. Protocole analytique des expériences sur I'effet des polyméres sur la rétention des virus

En amont de cette étude, il a fallu déterminer, pour chaque polymére, les concentrations
"opérationnelles" adaptées aux eaux usées utilisées, c’est-a-dire celles pour lesquelles la
formation et la décantation des flocs étaient optimales. De ces essais préliminaires, il ressort

que:

- Les floculants cationiques devaient étre utilisés seuls, a une concentration de
0.4 mg/L pour les polymeres linéaires et 4 mg/L pour les polyméres ramifiés.
Comme attendu, leur combinaison avec des coagulants cationiques n’entrainait pas
de floculation.

- Les concentrations optimales s'établissaient a 30mg/L pour les coagulants
cationiques et a 0.8 mg/L pour le floculant anionique. Une étude de la concentration
optimale de FeCl; est présentée plus loin dans ce chapitre (§ 111.4.2 et IIl.6.1).
L'utilisation de floculant anionique devait obligatoirement étre précédée d’un ajout
de coagulant (cationique ou minéral) pour qu'une floculation se produise.
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La standardisation du protocole d'essai nécessitait également que soit fixé le temps au bout
duquel la sédimentation devait étre considérée comme terminée. Les essais réalisés dans ce
but, ont mis en ceuvre le dispositif de suivi (au pas de temps de la seconde) de la turbidité. lls
ont porté sur plusieurs échantillons d’eau et différentes combinaisons de polymeéres.
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Figure IlI-4. Estimation d'une durée standard de décantation par mesure de la turbidité de I'eau
a mi-hauteur des jar testers. Ici aprés floculation au FO4490. L'intensité lumineuse est
exprimée en unité arbitraire (ua). La fleche marque la durée de décantation choisie pour toutes
les expériences présentées dans ce chapitre.

Un exemple du suivi de la turbidité aprés traitement d’une eau usée par un polymere
(FO4490) est présenté en Figure lll-4. Pour les 3 cuves du jar tester, la phase de plateau était
atteinte apres 60 secondes. Les essais impliquant d'autres (combinaisons de) polymeéres ayant
donné des résultats similaires, I'étape de sédimentation a prudemment été fixée a 2 minutes
pour toutes les expérimentations.

lIl.4. Effet des polymeres sur des suspensions virales

Avant d'aborder l'incidence des polymeres sur les charges virales des eaux usées, une
évaluation de l'efficacité de nos techniques d'extraction et d’analyse des virus en présence de
ces polyméres a été réalisée. Une premiére série d’expériences a été faite dans ce sens sur des
MNV mis en suspension dans des solutions de NaCl 0.1M.
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I11.4.1. Effet des polymeres sur une suspension virale de MNV
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Figure llI-5. Effet des polymeres sur I'analyse par RT-gPCR de MNV en suspension dans
NaCl 0.1M. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par condition,
analysés en duplicats de RT-qPCR).

Il n'a pas été étonnant de ne voir aucun culot de sédimentation apparaitre dans ces essais,
compte tenu de la masse que pouvaient représenter les virus. Cela n'exclut pas la possibilité
gu'il s'en soit formé un, mais sans qu'il soit possible d'en faire I'analyse a la recherche de virus.

De facon générale, les floculants cationiques semblent n'avoir eu que peu d'interférence sur
I'analyse moléculaire, avec 88 + 13 % des virus retrouvés dans le surnageant aprés ajout du

polymere.

En revanche, I'addition de floculant anionique AN934 a eu un effet non négligeable sur la
guantification de MNV, avec seulement 58 + 4% de virus spikés retrouvés aprés traitement.
Cette perte était d’autant plus marquée lorsque le floculant était en combinaison avec les
coagulants FL4440 ou FeCl3, abaissant le taux de récupération des MNVa50+7 % et 21 + 2%
respectivement.

La présence des coagulants seuls a été associée aux plus faibles taux de récupération, avec
seulement 0.04% + 0% de virus retrouvés dans le surnageant pour le FL4440 et 5 £ 3% pour le
FeCl3. Plus étonnant encore, la présence du coagulant FL2949 s'est traduite par une absence
totale de détection des MNV par RT-qPCR, que ce soit seul ou en combinaison avec le floculant
anionique AN934. Cela a également été confirmé avec des échantillons d’eau usée. Les
propriétés chimiques du polymére sont trés certainement en cause mais a ce jour, nous
n'avons pas trouvé d'explication a cette inhibition. Ce coagulant a donc été éliminé des
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expérimentations impliqguant une analyse moléculaire, mais a été conservé dans le chapitre
1.7 au sujet de son effet sur I'infectivité virale.

Comme l'indique la Figure IlI-5, une partie des virus n’a plus été détectée par les analyses, en
particulier lors de I'ajout de coagulant (organique ou minéral) et/ou de floculant anionique.
Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées :

- Interaction des polymeéres avec les particules virales libres, en les englobant
dans une « coque » polymérique qui les rend inaccessibles au tampon de lyse ;

- Altération des composants du tampon de lyse eux-mémes ;

- Piégeage des acides nucléiques, qui ont été libérés par le tampon de lyse dans
des « filets » polymériques ;

- Modification de la géométrie et de la structure des chaines nucléotidiques

- Altération des billes de silice (billes grace auxquelles se fait la récupération des
acides nucléiques dans I'échantillon lysé) limitant leur efficacité de récupération des
acides nucléiques ;

- Piégeage partiel ou total des billes dans des « filets » polymériques ;

- Altération directe des réactions de PCR, dans le cas ou une partie des polymeéres
a pu étre transportée, via les billes de silice, vers les tubes ou se font les
amplifications.

Des essais de modification du protocole expérimental, incluant notamment une étape de
filtration a 0.22 um, dans le but de concentrer les virus et ainsi optimiser les ratios des volumes
échantillon/tampon de lyse, ont par ailleurs été conduit, sans que cela ne permettre de
retrouver les quantités initialement spikées apres traitement.

I11.4.2. Effet du FeCl3 sur I'analyse des MNV par RT-gPCR

Le sulfate d’aluminium, le sulfate ferrique, le polychlorure d’aluminium et le chlorure ferrique
sont parmi les coagulants les plus utilisés dans le traitement des eaux usées. Le chlorure
ferrique étant utilisé dans a I'UDEP Grand Chambéry, nous avons choisi de I'inclure aux essais,
au méme titre que les polymeres fournis par SNF.

Afin d’évaluer son impact sur I'analyse moléculaire des virus, des concentrations, allant de
12.5 mg/L a 200 mg/L ont été introduites dans des suspensions calibrées de MNV. Les
proportions de virus retrouvées dans les surnageants sont présentées dans la Figure Il1-6, ainsi
qgue les mesures de pH qui ont été effectuées en parallele.
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Figure IlI-6. Comparaison de différentes concentrations en FeCls pour leurs effets sur I'analyse
virale par RT-qPCR. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (3 réplicats par
condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Le taux de récupération atteint pres de 79 % a 0.025 g/L, avant de diminuer graduellement
pour les trois concentrations suivantes de FeCls. Ainsi, preés de 80 % des virus n'apparaissent
plus dans l'analyse en présence de 0.2 g/L de FeCls. La récupération des virus par RT-gqPCR est
également fortement impactée a 0.0125 g/L de FeCls, avec seulement 23 % de virus retrouvés.
La proportion de virus "disparus" semble étre corrélée pour partie, a une diminution du pH,
dans le cas d’une suspension virale. Il semblerait donc que la concentration en FeCls la plus
adaptée pour la quantification des MNV par RT-qPCR se situe aux alentours de 0.025 g/L, pour
laquelle la récupération est de 79 + 7%. Cependant, une étude complémentaire devrait étre
réalisée afin de valider l'efficacité de cette concentration sur la récupération des virus
autochtones dans les eaux usées (§ 111.6.1). Si le pH est le principal facteur explicatif de cette
diminution, 'augmentation de concentration du FeCls devrait avoir moins d’impact dans le cas
des eaux usées par le fait ces eaux sont plus tamponnées qu’une simple solution de NaCl 0.1M.

I11.5. Essais d’optimisation du protocole expérimental

I11.5.1. Essai d'optimisation de la quantification des VEH par cumul des flocs
(boues) obtenus apreés floculation d'une eau usée

Les valeurs obtenues a la suite des léres analyses de VEH dans les boues issues de la
floculation d'une eau usée ont été particulierement faibles, voire nulles. Nous avons alors fait
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I'hypothese que le cumul des boues de plusieurs floculations successives d'échantillons de la
méme eau usée (la capacité de chacun des compartiments du jar tester était de 500 mL),
rendrait plus accessible a l'analyse la quantité de virus ainsi augmentée. Le protocole
d’extraction a donc été adapté au traitement d’un plus grand volume de flocs, malgré les
inconvénients conséquents, de I'augmentation du volume de tampon de lyse, et de celui des
billes de silice (pour la récupération des acides nucléiques).
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60%

40%
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] . ]

NoV Gl NoV Gl AdV AdV
flocs cumulés  flocs non cumulés  flocs cumulés  flocs non cumulés

Proportion de virus retrouvés dans les
flocs (%)

M Flocs 0O Virus totaux

Figure IlI-7. Comparaison des proportions des virus retrouvés dans les flocs apres traitement
de I’eau usées au floculant FO4490. Les flocs cumulés sont obtenus a partir de 2L d’eaux usées.
Les flocs non cumulés sont obtenus a partir de 500 mL. Les barres d’erreur représentent I’écart
absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Les flocs de plusieurs échantillons de boues, correspondant a 2L d’eaux usées traités avec le
floculant FO4490, ont ainsi été réunis pour en extraire les VEH (NoV Gl et AdV) et les acides
nucléiques correspondants. Le résultat de I'analyse par RT-qPCR de ces extraits, rapporté a la
guantité de virus initialement présents dans I'eau usée non traitée, a donné une valeur
inférieure a 2%, plus petite que la valeur obtenue avec un seul échantillon de flocs (12 et 16%
pour les NoV Gl et les AdV respectivement) pour 0.5L d’eaux usées traitées (Figure IlI-7). L'une
des principales raisons de |'obtention de valeurs inférieures a celles attendues, dans le
domaine des analyses gPCR, est I'intervention de mécanismes inhibiteurs dont peuvent étre
responsables un grand nombre de composés de différente nature, organique et minérale.
L'hypotheése la plus probable concernant ce résultat est qu'a 'augmentation de la quantité de
boues, et par conséquent de tous leurs constituants, correspond aussi celle d'inhibiteurs de
RT-qPCR. Cet essai a donc plut6t fait la démonstration de |'effet négatif que peuvent avoir ces
composés dans |'évaluation des charges virales des eaux usées. Le résultat laisse supposer, par
ailleurs, que ces composés atteignent les réactions d'amplification apres avoir été extraits des
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boues et concentrés, comme les acides nucléiques, par le procédé d'extraction basé sur les
billes de silice. Nous avons testé deux des techniques préconisées pour réduire I'impact de ces
inhibiteurs :
- La premiére reposant sur |'utilisation de colonnes « suppresseurs d’inhibiteurs de
PCR » (Zymo research). Les résultats (non présentés) n’ont pas été concluants, les
guantités de virus retrouvées apres passage sur ces colonnes ayant été inférieures
a celles obtenues sans traitement préalable des extraits d’acides nucléiques
- La deuxieme méthode consiste a diluer I'extrait d’acide nucléique avant
guantification, afin de passer sous le seuil critique de charges en inhibiteurs. Les
résultats de cette expérience sont présentés dans le paragraphe qui suit.

I11.5.2. Essai d’optimisation de la quantification des VEH par dilution des
extraits de flocs (boues)

De nombreux auteurs ont fait la démonstration de l'intérét d'une dilution de I’échantillon,
voire de l'extrait d’acide nucléique pour réduire |'effet des inhibiteurs de PCR (da Silva et al.
2008, Gibson et al. 2012). D'autres auteurs mettent en garde contre le risque de surestimation
et de faux négatifs d( a une dilution inadaptée (Wang et al. 2017, Bott et al. 2023).

Comme dans les essais de cumul des flocs, les boues obtenues aprés floculation au FO4490
d'une eau usée ont été analysées pour évaluer par RT-qPCR les charges de trois virus, (NoV Gl,
AdV et MNV). Ici, par contre, trois types d'extraits d'acides nucléiques ont été analysés : non
dilués, dilués au 1/2 et dilués au 1/10. Les résultats donnés dans la Figure 11I-8 sont exprimés
en pourcentages relativement a la quantité de virus analysée dans les extraits de flocs non
dilués.
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O1/10 O1/2 ®non dilue

Figure 11I-8. Effet de la dilution au 1/2 et 1/10 des extraits d'acides nucléiques de flocs sur la
quantification des MNV, NoV Gl et AdV par RT-qPCR. Valeur de référence (100%) = extrait non
dilué. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (3 réplicat par conditions,
analysés en duplicats de RT-qPCR).
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Les pourcentages de virus mesurés dans les extraits de flocs, dilués au demi et au dixieme,
restent dans les valeurs attendues quel que soit le virus étudié (Figure I11-8, Tableau IlI-3). Si
une inhibition est présente dans I'échantillon, celle-ci n‘est pas révélée par la technique de
dilution mise en place.

Tableau llI-3. Pourcentages de virus mesurés dans les échantillons dilués de boues, exprimés
par référence aux quantités de virus dans l'extrait non dilué.

Dilutions NoV Gl AdV MNV |
1/2 58 + 5% 52 +9% 51+3%
1/10 14 + 3% 12 + 4% 11+1%

Par ailleurs, des essais non présentés ici, effectués sur des échantillons d'eau usée espacés
dans le temps, nous ont apporté la confirmation de l'irrégularité du bénéfice de ces dilutions
dans la correction des effets des composés inhibiteurs de qPCR. En conséquence, cette étape
du protocole opératoire n’a pas été retenue pour la suite du travail.

111.5.3. Influence de I'age de la solution de floculant (FO4490) sur la
rétention des VEH

Ce point devait étre abordé en raison, du caractere contradictoire des informations que
nous avions collectées a ce sujet :

1) Celle du fabricant (SNF), qui recommande la préparation extemporanée des solutions
de polymere, en particulier dans le cas des floculants cationiques. Ils considerent en
effet qu'ils subissent une hydrolyse rapide 24h aprés qu'ils aient été mis en solution.
Le délai est estimé a 36h pour les floculants anioniques.

2) Celle d'Owen et al. (2002), qui font la démonstration d'une meilleure efficacité de la
floculation avec une solution préparée 72h avant I'expérience (en utilisant un floculant
non ionique, cependant).
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Figure 1lI-9. Influence de I'dge de la solution de polymeére sur la floculation des virus en eaux
usées. Les barres d’erreur représentent I'écart absolu médian (9 réplicats par condition,
analysés en duplicats de RT-qPCR).

En raison d’un accés limité au laboratoire au 3™ jour de I'expérience, une partie de I'analyse
des échantillons « H+72 » n’a pas pu étre effectuée le jour méme. Le choix a été fait de
suspendre le protocole apres I'étape de lyse, les échantillons étant alors conservés a 4°C
pendant 16h, avant la reprise de I'analyse. Selon les indications du fabricant des réactifs
utilisés pour I'extraction, les échantillons peuvent étre conservés dans ce tampon de lyse
jusqu’a 24h a 4°C, sans que cela n’ait d’incidence, en aval, sur I’analyse moléculaire.

Si cela semble avoir été le cas pour les MNV, cette interruption dans le déroulement du
protocole semble en revanche avoir eu un impact significatif sur I'analyse des virus
autochtones (NoV Gl ou AdV), avec respectivement 60 et 85% de virus "disparus" pour ces

échantillon H+72.
Une autre interprétation pourrait étre de considérer que I'augmentation de I'dge de la
solution de polymére a bien influencé négativement la récupération et la quantification des

224

Chapitre lll — Incidences des traitements physiques et chimiques sur les charges en virus entériques humains



virus autochtones a partir de H+48. La réduction des pourcentages de virus "disparus" a 0 et
18% dans les échantillons H+96h, semble exclure cette hypothése.

Il est également possible qu’une partie des NoV Gl et AdV, aient été plus fragilisés que les
MNYV fraichement spikés, par leur séjour dans ces eaux, microbiologiquement tres actives.

Concernant les flocs, les proportions ont atteint des valeurs plus grandes avec les AdV (16
11%) qu'avec les Norovirus (5 + 4% pour les NoV Gl et 4 + 1% pour les MNV). Ce résultat a pu
étre lié a la différence de taille entre les AdV (environ 80 nm) et les NoV (environ 30 nm), a la
nature des particules auxquels ils étaient attachés, si tant est qu’elles étaient différentes, ou
encore, a la différence entre leurs points isoélectriques vis-a-vis des phénomenes d’adsorption
(4.5 pour les AdV, 5.9 pour les NoV Gl).

Quel que soit I'dge de la solution de polymeére, la part de virus retrouvés dans le surnageant
(94 + 2%) a été bien supérieure dans le cas des MNV que dans celui des NoV Gl et des AdV
(47 £ 5% et 48 + 28% respectivement). Cela pourrait s’expliquer par le caractere de particules
« libres » des MINV, qui, du fait de leur introduction récente dans le milieu, contrairement aux
virus autochtones, ont pu étre moins susceptibles d’étre accrochés aux autres particules des
eaux usées. La majorité des MNV auraient ainsi pu échapper a la floculation et rester dans le
surnageant. Ce constat souléve une nouvelle question, qui est celle de I'importance de I'age
du spiking des MNV dans I'échantillon a analyser, et de sa pertinence en tant que contrdle
d’extraction des VEH. Cette question fait I'objet du paragraphe 1lllIl.5.4.

Pour conclure, aucune amélioration notable de la récupération des virus dans les flocs ou de
la quantification des virus dans nos échantillons n'a été mise en évidence en liaison avec
'augmentation de I'age de la solution de polymeére. Les expérimentations ont donc été
poursuivies avec des solutions préparées extemporanément, selon les recommandations de
SNF.

111.5.4. Influence de I'age du spiking sur I’évaluation de la récupération des
virus

Comme vu dans le chapitre précédent, la quasi-totalité des MNV introduits dans I’échantillon
en tant que contréle interne de I'analyse de VEH ont été retrouvés dans le surnageant, ce qui
ne semble pas étre systématiguement le cas des virus autochtones NoV Gl et AdV.
L’hypothése la plus probable serait que les virus spikés n’auraient pas le temps d’interagir avec
les particules en suspension dans I'eau, et que leur petite taille leur permet d'échapper au
moins en partie a un recrutement par la floculation. La question posée serait donc celle du
caractere critique du délai entre le moment auquel les MNV sont ajoutés dans I'échantillon et
celui du début des essais dans I'évaluation de la performance du protocole de récupération

des virus.
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Si I'hypothese est exacte, I'ajout de MNV dans I’échantillon plusieurs heures, voire plusieurs
jours avant I'analyse, permettrait de favoriser I'accrochage des virus spikés aux particules, et
de s’approcher au plus prées des conditions réelles des VEH dans les eaux usées.
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Figure IlI-10. Influence de I'dge du spiking sur la récupération des MNV dans les différentes
fractions. L’eau usée a été spikée avec une suspension calibrée de MNV, entre 1 et 72h avant
le début de I'expérience, sous agitation, et stockée a 4°C jusqu’a I'analyse. Les barres d’erreur
représentent I'écart absolu médian (9 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-
gPCR).

Dans cette expérience, les échantillons d’eaux usées ont donc été spikés avec une
suspension calibrée de MNV 1h, 24h, 48h ou 72h avant I'ajout de polymere (FO4490), puis
stockés a 4°C et a I'obscurité. Les intervalles entre les temps d’incubation choisis devaient étre
assez grands pour accroitre la probabilité de rencontre entre les virus et les autres particules
et permettre ainsi aux phénomeénes d’accrochage de se produire. lls devaient également
respecter la durée maximale de « stockage » des échantillons avant analyse (4 jours).

La Figure II-10 montre, de facon inattendue, qu'aucun changement des proportions de virus
retrouvés dans les flocs (5 £ 5%) ou le surnageant (90 + 10%) ne s'est produite en liaison avec
I'ancienneté du spiking. Ces résultats suggerent deux possibilités :

- le caractere « libre » ou « accroché » des MNV pourrait ne pas avoir d’incidence
sur la capacité des polymeres a éliminer les virus dans les boues primaires

- les conditions d’incubation n'auraient pas permis aux virus spikés de s’adsorber
suffisamment sur les matiéres en suspension

La deuxieme hypothése semble la plus probable, d’autant plus qu’elle peut étre rapprochée
du choix des conditions expérimentales. En effet, les dates de spiking choisies ont impliqué
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une incubation plus ou moins longue des échantillons a 4°C, afin de limiter leur évolution due
aux activités chimiques et microbiologiques. Or, la température est un facteur important dans
les phénomenes d’adsorption (Gerba 1984). Une incubation des eaux usées a des
températures compatibles avec l'activité des bactéries mésophiles (10 — 45°C) devrait en
principe favoriser la vitesse d'intégration des virus spikés aux biofilms et aux particules en
suspension (agitation a toutes les échelles), ce qui serait souhaitable pour mimer le
comportement des virus autochtones.

Compte tenu des résultats, il a été donc décidé de ne pas ménager de délai particulier entre
le moment du spiking et le début des expériences.

I11.6. Effet des polymeres sur les charges virales dans les eaux usées

A la suite de la mise au point du protocole d'analyse et des essais préliminaires sur de simples
suspensions virales, ce chapitre vient relater ceux dans lesquels des échantillons d'eau usée
ont été traités par différents polymeéres, isolément ou en combinaison, qu'il s'agisse des
polymeéres utilisés en routine a I'UDEP Grand Chambéry ou de ceux, expérimentaux, qui nous
avaient été proposés par SNF.

Les essais décrits dans ce chapitre ont évidemment été réalisés a différentes dates. Dans la
grande majorité des cas, I'eau usée utilisée a été prélevée le jour méme ou au maximum dans
les deux jours précédents et dans ce cas, stockée a I'obscurité, a 4°C. Les prélevements, de
I'ordre d'une dizaine de litres, ont tous été effectués en début de matinée (entre 8:30 et 9:00),
a I'entrée du décanteur lamellaire (en aval donc, des dispositifs de dégrillage, dessablage et
dégraissage) et en amont du point d'injection des polyméres.

227

Chapitre Ill — Incidences des traitements physiques et chimiques sur les charges en virus entériques humains



[11.6.1. Effet de la concentration en FeCls en tant que coagulant combiné au
AN934, (floculant) sur la rétention des VEH dans les eaux usées
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Figure IlI-11. Eaux usées traitées par différentes concentrations de FeCls aprés 2 minutes de
sédimentation (de gauche a droite : 0.025 - 0.05-0.1-0.2 g/L)

Tableau IlI-4. Variations du pH des suspensions virales (MNV en NaCl 0.1M) et des eaux usées
en fonction de la concentration de FeCls.

[FeCls] pH pH
(g/L) suspension virale eaux usées
0 7.4 8.1
0.0125 4.2 7.9
0.025 5.0 7.8
0.05 3.0 7.8
0.1 2.9 7.4
0.2 2.8 7.1

Une simple observation visuelle montrait que I'efficacité de la floculation était accrue par
I'augmentation de la concentration de FeCls (Figure llI-11), simultanément a une acidification
du milieu (Tableau IlI-4).
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Les résultats suivants sont ceux de trois expériences conduites sur 3 échantillons d'eau
différents.
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Figure I1I-12. Incidence de la concentration en FeCls(g/L) sur les charges virales des eaux usées.
Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par condition, analysés en
duplicats de RT-qPCR).

Les résultats font apparaitre des similitudes ou des différences entre les virus selon le
compartiment considéré.

L'évolution des pourcentages de virus récupérés dans les surnageants en fonction de
I'augmentation de la concentration en FeCls a été similaire pour tous les virus: elle est
marquée par un seuil, situé entre 0.05 et 0.1 g/L, a partir duquel aucun virus n'est plus détecté.
Le changement semble s'étre effectué au profit du compartiment des virus disparus et non de
celui des flocs. Les MNV ont, peut-étre, fait exception a ce sujet car ce sont les seuls virus pour
lesquels le pourcentage augmente dans les flocs, entre les concentrations de 0.05 et 0.1 g/L.
Ces résultats suggerent une interférence du FeCls sur les processus analytiques de la RT-gPCR.
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L'ordre de grandeur des valeurs fait apparaitre une différence entre MNV et virus
autochtones qui pourrait étre imputée au fait que les MNV, ajoutés en début d’expérience,
restent pour une grande part, a I'état de particules « libres » alors que les virus autochtones,
dans leur majorité, seraient associés aux différentes autres particules en suspension de I'eau
usée.

L'évolution des pourcentages de virus récupérés dans les flocs apparait discriminatrice du
groupe NoV Gl — MNYV vis-a-vis de celui des AdVs pour le seuil de la concentration de FeCls
jusqu'au niveau duquel une augmentation des valeurs est observée : le seuil est plus tardif
dans le 1¢" groupe que dans le second. Cet accroissement des valeurs avec la concentration en
FeCl; est a rapprocher de l'observation visuelle, faite précédemment, d'une plus grande
importance de la floculation. La décroissance des valeurs au-dela des seuils évoqués est
probablement liée a I'effet du FeCls sur les processus analytiques, comme I'ont montré nos
essais réalisés sur les suspensions virales de MNV (§ 111.4.2).

Les différences observées entre le groupe NoV GI-MNV et celui des AdVs sont probablement
liée pour une part, aux tailles respectives de des particules (environ 70 nm de diametre pour
les AdV, contre environ 30 nm de diamétre pour les NoV/MNV), mais aussi a leurs charges de
surface (pladgv = 4.5 et plnov = 5.9).

I11.6.2. Effet des polymeres organiques sur la rétention des VEH dans les
eaux usées

Les essais décrits dans ce chapitre avaient pour objectif d'évaluer les effets de I'ajout, dans
des eaux usées, de polymeres floculants de différents types, anioniques et cationiques, utilisés
seuls ou en combinaison avec un coagulant sur les charges de trois virus.

Les résultats ont été analysés pour leur intérét vis-a-vis de I'élimination des virus des eaux
usées, et/ou de I'altération de leur infectiosité, ou encore de la possibilité d'une spécificité de
cette élimination touchant un type particulier de virus

L'analyse des effets spécifiques des caractéristiques chimiques et physiques propres a chacun
des polymeéres relevait de connaissances au-dela de notre domaine de compétence et n'entrait
donc pas dans nos objectifs.

Comme indiqué précédemment (§ ll.1), les tests ont porté sur trois floculants utilisés seuls
et deux combinaisons d'un floculant avec un coagulant.
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Figure IlI-13. Effet des polyméres sur les charges virales en eaux usées. Les barres d’erreur
représentent I'écart absolu médian (9 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-

gPCR).

L'un des principaux résultats mis en évidence par la Figure IlI-13, est l'importance des
pourcentages de virus retrouvés dans les surnageants par rapport a leurs équivalents pour les
flocs, dans la majorité des cas ou le traitement implique les polyméres organiques. Les taux les
plus significatifs d'élimination des virus résultant d'un piégeage dans les flocs, ne sont
rencontrés qu'avec la combinaison de coagulant FeCls et de floculant AN934 (jusqu'a 30% *
10% pour I'AdV, 34 + 9% pour le NoV Gl et 16% + 2% pour le MNV).

Les AdV semblent étre plus concernés par cette voie d'élimination dans les flocs avec des
valeurs (10 a 24%) un peu plus grandes que celles relatives aux NoV Gl (4 - 12%) et aux MNV
(2—4%). La encore les raisons pourraient en étre la différence de taille entre les virus et/ou les
valeurs de leurs points isoélectriques (4.5 pour les AdV, 5.9 pour les NoV Gl)

La faible rétention des MNV dans les flocs, par comparaison aux virus autochtones, va dans
le sens de I'hypothése de leur relative indépendance vis-a-vis des autres particules en
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suspension, du fait du caractére récent de leur introduction dans le milieu. Les résultats du
traitement par la combinaison FL4440-AN934 en sont un exemple, avec les valeurs de 10 % de
MNV dans les flocs et de 90 % dans le surnageant. lls ne sont cependant pas en accord avec
ceux obtenus pour la méme combinaison de polymeres, avec les suspensions du virus dans
NaCl 0.1 M (§ 11.4.1), qui faisaient apparaitre la "disparition" de 50 % des virus. On peut
suspecter ici un effet protecteur de la matrice « eaux usées », limitant la disparition des virus
au cours de 'analyse.

Dans leur ensemble les résultats ne font pas apparaitre de relation manifeste entre le type
de traitement et I'importance du compartiment "virus disparus". Ses valeurs sont cependant
plus importantes dans le cas des AdV (a I'exception de la floculation avec le FO4490) que dans
celui de NoV Gl et MNV, ce qui est cohérent avec les essais réalisés sur les suspensions virales
dans NaCl 0.1 M (§ 111.4.1).

I11.7. Effet des polymeres sur I'infectivité virale

L'effet des polymeres sur I'infectivité des virus a été étudié, ici, a la fois sur des suspensions
virales "de laboratoire" (MNV en suspension dans des solutions de NaCl 0.1 M) et des eaux
usées spikées.

Selon de précédentes expériences réalisées au sein du laboratoire, les macrophage murins
RAW 264.7, cellules cibles des MNV, sont relativement sensibles aux eaux usées. Leur
utilisation dans les expériences d’infectivité virale n'aurait pas permis de distinguer un effet
des polymeéres de celui qu'aurait pu induire la matrice « eaux usées ». Le bactériophage MS2
a donc été choisi comme virus modéle des VEH et la bactérie E. coli (Migula) Castellani and
Chalmers (ATCC® 700891™) comme cellule hote.

Avant d’analyser l'effet des polyméres sur l'infectivité des MS2, ce sont leurs effets sur leur
guantification et sur celle de MNV qui ont été testés et comparés (Figure IlI-14). Le dopage des
eaux usées brute par une suspension de MS2 a été volontairement surdosé afin de masquer
les résultats liés aux virus autochtones dont le caractére infectieux peut déja avoir été modifié
par leur séjour dans lI'environnement.

A travers cette expérience, nous avons souhaité poursuivre la comparaison des
comportements de ces deux virus modeles vis-a-vis des traitements qui leur sont appliqués.
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Figure IlI-14. Comparaison des effets des polyméres sur les charges (mesurées par RT-qPCR) en
MNV et MS2 en suspension dans NaCl 0.1M, Les résultats sont exprimés en pourcentage par
référence aux concentrations mesurées en l'absence de polymére. Les barres d’erreur
représentent I'écart absolu médian (9 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-
qPCR).

Le 1°" constat est celui d'une plus grande sensibilité de MS2 a la présence des polymeres que
MNV. Dans le cas du floculant cationique FO4490, par exemple, 78% de MS2, ne sont plus
apparents dans l'analyse alors que la valeur n'est que de 12% pour MNV. Ces valeurs sont
respectivement de 99 % et 50 % dans le cas de la combinaison du floculant anionique AN934
avec le coagulant cationique FL4440. Dans le cas de la combinaison du coagulant anionique
avec le floculant FL2949, aucun virus n'est plus détecté. La combinaison AN934 - FeCl; est la
seule pour laquelle la perte de MS2 (50% de virus disparus) est inférieure a celle de MNV
(79%).

Les bactériophages MS2 et les norovirus murins MNV ont sensiblement la méme taille et des
structures comparables (capside icosaédrique d’environ 30 nm de diametre). Les différences
observées seraient donc plutot associées aux propriétés spécifiques de leur protéines de
surface (hydrophobicité, charge de surface).
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[11.7.1. Effet des polymeres sur l'infectivité du bactériophage MS2 en
suspension NaCl 0.1M

Les effets des polymeres sur I'infectivité des MS2 en suspension sont présentés dans la
Figure I11-15.
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Figure IlI-15. Effets des polymeres, seuls ou en combinaison, sur l'infectivité des MS2 en
suspension NaCl 0.1M. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par
condition).

Le caractere infectieux du virus ne semble pas avoir été affecté par la plupart des traitements.

Le floculant cationique FO4490 (40% de cationicité) et surtout la combinaison FeClz+AN934
(3% de virus encore infectieux) font exception. Dans cette derniére, |'effet délétere serait dii
au FeCls puisque I'AN934 seul apparait ne pas avoir d'effet sur l'infectivité, tandis que le FeCls
inhibe totalement I'infectivité des MS2.

L'acidification du pH par la solution de FeCls a également pu jouer, pour partie, dans cette
inhibition, comme suggéré précédemment (§ 111.6.1).

Dans cette expérience les virus sont libres, en suspension dans une solution de NaCl 0.1M.
Les polymeres interagissent donc directement avec les capsides virales. Dans le cas du FO4490,
notre hypothese est que le caractére cationique du floculant aurait favorisé son interaction
avec les capsides virales, chargé négativement a pH neutre. Les MS2 seraient alors englobés
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dans une coque polymérique de FO4490, notamment au niveau de sa protéine de maturation
impliquée dans l'infection des cellules hotes, empéchant leur interaction avec leur cellules
hotes. Les coagulants cationiques FL2949 et FL4440 entreraient également en interaction avec
le virus sans masquer totalement la protéine de maturation pour autant.

I11.7.2. Effet des polymeres sur l'infectivité du MS2 en eaux usées
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Figure IlI-16. Comparaison des effets des polymeéres sur l'infectivité des MS2 en eaux usées
spikées. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par condition).

A I'exception du traitement au FO4490 (33%), la plus grande partie des virus infectieux est
retrouvée dans les flocs. Seule la combinaison FL2949 + AN934 a pour conséquence la
disparition d'une partie des virus infectieux. Cette combinaison semble donc a la fois affecter
les analyses des acides nucléiques et les analyses basées sur les virus entiers (§ 111.6.2).

Le traitement des eaux usées par les polymeres, seuls ou en combinaison, semble donc avoir
un effet négligeable sur l'infectivité du MS2 et, par extension, des VEH s'il en est un bon
modeéle.

235

Chapitre Ill — Incidences des traitements physiques et chimiques sur les charges en virus entériques humains



111.8. Approche NGS de |'évolution de |a diversité de VEH a travers les
principales étapes de traitements de la station d’épuration

Par définition, les virus entériques humains se répliquent dans les cellules humaines,
principalement au niveau du tractus gastrointestinal. Des modifications du code génétique
peuvent survenir lors d’'une infection, induisant I'apparition de variants parmi les virus
néo-formés, si ces mutations n’affectent pas significativement la structure ou la capacité
infectieuse du virus.

Dans cette partie du travail, nous faisons I'hypothése que le polymorphisme des mutants, en
particulier lorsqu’il touche les structures de surface des capsides, pourrait modifier leur
sensibilité aux traitements subis par l'eau usée. Il pourrait en résulter un effet filtre,
mutants-sélectif, plus particulierement au niveau de ce traitement primaire qui fait appel a des
polymeéres, et donc un changement local de la diversité des charges virales.

Les processus de précipitation et de floculation induits par les polymeéres, mettent en jeu,
notamment, la stéréochimie des protéines de la capside et leur polarité. Nous faisons
I'hypothése que ces caractéristiques jouent un réle dans le recrutement qui est fait des
particules virales par les polymeéres et en conséquence, que certaines "formes génétiques" de
la méme espece de virus seraient mieux retenues que d'autres a ce niveau des traitements.

Certains auteurs se sont intéressés cette question, en se limitant a I'évolution entre I'entrée et
la sortie de STEP. Aux Pays-Bas, van der Berg et al. (2005) ont par exemple étudié la diversité
de certains variants NoV Gl et NoV Gll dans deux STEPs utilisant des traitements aux boues
activées et bassin d’aération. Dans une étude plus récente, Mabasa et al. (2022) ont également
mesuré les changements de diversité intragroupe des NoV Gl et NoV Gll dans des eaux usées
brutes et aprés traitement aux boues activées et chloration. Fong et al. (2010) ont quant a eux
comparé les sérotypes d’AdV prédominants entre eaux brutes et eaux traitées (effluent
primaire). Leurs résultats font apparaitre des différences entre les deux types d’eaux étudiés
pour une méme période.

Notre approche a été de faire appel a une technique NGS pour la recherche de modifications
de la fréquence de variants génétiques des virus entériques humains, de part et d'autre de
chacun des deux traitements, primaire et secondaire. Un changement de diversité plus
important entre le point d'entrée de la station (entrée STEP) et le point situé en aval du
décanteur primaire (entrée Biofiltres), qu'entre ce point et le point aval des réacteurs
biologiques (sortie STEP) serait donc une 1% indication de la validité de I'hypothése.

La démonstration impliquait I'absence d'autres causes de changements génétiques dans la
station. Les VEH ne pouvant pas se répliquer dans les eaux usées, il aurait pu s'agir de
processus d'oxydation forts (ozonisation, blanchiment) ou de 'utilisation d’agents mutagenes
(rayonnements ionisants, agents alkylants), mais aucun n'est implémenté a I'UDEP Grand
Chambéry.
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Tableau IlI-5. Indice de diversité (Shannon) calculé a partir du nombre de reads obtenus au
niveau des trois points d'échantillonnage (n=5).

Point d'échantillonnage Indice de diversité (Shannon)
Entrée station 1.8
Entrée biofiltres 2.1
Sortie station 2.1

Sous réserve des conséquences aux problémes rencontrés lors de la mise en place du projet
(MM.4.3.2), les résultats montrent que la diversité des AdV s'accroit entre le point d'entrée et
le point aval du traitement primaire (Tableau IlI-5), et, plus particulierement, qu'elle ne change
pas de part et d'autre des biofiltres.

Ce résultat pourrait donc étre une 1°° indication de la réalité d'un effet filtre
espéce-dépendant du traitement primaire sur les représentants des adénovirus. De nouveaux
essais doivent cependant étre mis en place
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111.9. Conclusions du chapitre |l

Dans ce chapitre, notre but était d'utiliser les différences des polyméres dans leurs structures
chimiques et dans les "types" de flocs qu'ils pouvaient générer, en tant qu'élément de
compréhension des processus de rétention des virus. C'est dans un second temps et dans une
série expérimentale ultérieure, qu'une comparaison d'efficacité pourra étre faite avec les
autres variantes de traitement primaire.

Les essais montrent que certains polymeéres peuvent affecter profondément I'analyse des
charges virales par RT-qPCR, et en conséquence la pertinence des suivis de charges virales dans
les conditions ou ils sont mis en ceuvre.

Des expériences complémentaires devraient étre envisagées pour affiner la compréhension
des mécanismes a travers lesquels ils agissent, afin d'apporter des modifications nécessaires
aux protocoles opératoires : prétraitements du tampon de lyse, des billes de silices et/ou des
réactifs de RT-qPCR, par exemple.

Les résultats montrent également que la combinaison de polymeres la plus efficace pour la
rétention des VEH étudiés est le coagulant FeCls (50 mg.L) associé au floculant anionique
AN934 (4 mg.Ll). Cette combinaison est celle utilisée par la STEP Grand Chambéry, a des
concentrations cependant bien inférieures. Ce choix est probablement lié au souci d’optimiser
le rapport colits/bénéfices et de répondre aux normes associées au traitement des eaux usées.
Les résultats de rétention des NoV Gl et AdV dans les flocs (30-34%) sont tout de méme
cohérents avec les taux d’abattements du traitement primaire de 'UDEP calculés dans le
chapitre II.

Malgré une efficacité supérieure de cette combinaison, par rapport aux autres polymeéres
testés, un trés grand nombre de virus resterait en suspension dans le surnageant des eaux
usées traitées. Cela signifie qu’'une part non négligeable de VEH serait injectée dans les
réacteurs biologiques, I'étage suivant de la STEP.

Les expériences portant sur la mesure de l'infectivité du bactériophage MS2, choisi comme
virus modele, semble également montrer qu’une part de ces virus garderait son potentiel
infectieux.
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Chapitre IV - Incidences du traitement biologique sur les
charges en virus entériques humains

Le traitement secondaire de la STEP Grand Chambéry repose sur la filtration de I'eau par de
la pouzzolane colonisée par des biofilms. Ces biofiltres (en anglais trickling filter, trickling
biofilter, biofilter, biological filter ou biological trickling filter) sont distribués dans 5 cuves de
360 m3. Cette étape des traitements comporte deux périodes, répétées toutes les 13 h :

1) La filtration de I'eau a traiter, période durant laquelle les biofilms utilisent la charge
organique entrante pour développer leur propre biomasse.

2) Le lavage par injection d’eau dite industrielle, dans le but de détasser la pouzzolane
et d’éliminer une partie de la biomasse. L'eau de lavage passe ensuite dans un
décanteur lamellaire au niveau duquel sont récupérées des boues dites biologiques.
L'eau surnageante rejoint le canal de sortie de la STEP et plus loin, le Rhone.

L'ensemble des expériences présentée dans ce chapitre a été réalisé en laboratoire et non
directement sur place, pour les raisons suivantes :

- Contraintes administratives : les conditions de travail sur site étant limitées par les
contraintes réglementaires (réglementation du travail, contraintes horaires du site,
sécurité de I'expérimentateur et des collaborateurs, raison éthique, a propos du
spiking notamment).

- Problemes liés au changement de I'échelle a laquelle les expérimentations en
virologie auraient été conduites (du point de vue de I’échantillonnage et du spiking,
par exemple) dans le passage du laboratoire aux installations de I'UDEP.

Pour ces raisons, il a été choisi d'approcher I'étude des biofiltres a |'aide de pilotes de
laboratoire composés de tubes de plexiglass de 5 cm de diametre et 50 cm de haut, remplis
de pouzzolane colonisée par des biofilms, prélevée au sein méme des biofiltres de 'UDEP
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Figure IV-1. Représentation schématique d’un pilote de biofiltre
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Grand Chambéry (Figure IV-1). Ces pilotes étaient protégés de la lumiere afin d’éviter le
développement d’organismes photosynthétiques. La circulation d'eaux usées, en circuit
ouvert ou fermé, était assurée par une pompe péristaltique multi-tétes. Trois pilotes ont
ainsi été installés, pour que chaque expérience puisse étre réalisée en triplicat.

Le Tableau IV-1 présente les parametres du traitement biologique associés aux biofiltres de
I"UDEP et aux pilotes de laboratoire développés pour cette étude.

Tableau IV-1. Comparatif des caractéristiques des biofiltres de I'UDEP Grand Chambéry et des
pilotes de laboratoire

Biofiltres UDEP Pilotes

Débit/cuve 326 m3/h 6.65-03 m3/h
Variable selon

Temps de transit 24 min L
I’expérience
Hauteur utile 3.2m 0.042 m
. 7.58-04 m3
Volume utile 3.6802 m?
(cuve + tubes)
Volume
2.3802 m3 4.05-04 m3
pouzzolane
Volume d’eau 3.55-04 m3
. . 1.3802 m?3
interstitielle (cuve + tubes)

Les contributions relatives des acteurs de la rétention des virus présents dans ce type de
réacteur biologique sont encore mal connues. Les principaux mécanismes mis en jeu
devraient étre les suivants (Figure IV-2) :

- Mécanismes physiques et chimiques
e Effet filtre du matériau, lui-méme (pouzzolane) et en liaison avec le colmatage
progressif des interstices du fait, notamment du développement des biofilms
e Fixation (dont attractions électrochimiques) sur tous les supports. Il peut
notamment s’agir d’adsorption sur des supports minéraux ou d’accrochages
de différentes natures, sur des molécules organiques (telles que des
anticorps).

- Mécanismes biologiques
e Production d'exoenzymes par les bactéries (protéases, nucléases, ...)
e Prédation par phagocytose, filtration, ingestion directe (protistes, rotiféres,
notamment)
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Figure IV-2. Principaux facteurs potentiellement impliqués dans la rétention des virus dans les
biofiltres de 'UDEP Grand Chambéry

L'évolution dans le temps de ces mécanismes et de leurs interactions, laisse prévoir une
certaine variabilité de |'efficacité avec laquelle les virus sont retenus dans ces réacteurs.

De nombreux facteurs peuvent en étre responsables et notamment :

- Le colmatage des lits et ses conséquences sur le débit et donc sur les apports
trophiques, en particulier, I'oxygéne. Outre |'établissement d'un gradient amont aval,
le colmatage est générateur de chemins préférentiels et plus globalement d’une
distribution contagieuse des population microbiennes.

- Les changements du rapport prédateurs-proies (abondances relatives des rotiferes,
éventuellement, d'autres métazoaires, des protistes et des bactéries), liés aux
variations de la composition et de la forme (dissoute / particulaire) des apports en
matieres organiques et, secondairement, au colmatage.
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IV.1. Comparaison de biofilms de maturité différente pour leur
charge en VEH et leur capacité de rétention de virus spikés

Avant d'essayer d'identifier et de comprendre les mécanismes responsables de
I'abattement des charges virales des eaux de percolation par des expériences en laboratoire,
nous nous sommes adressés a différents types de biofilms prélevés sur le site de I'UDEP
Grand Chambéry pour les comparer du point de vue de leurs charges en VEH autochtones et
de leurs capacités de rétention de virus spikés.

La comparaison concerne deux types de biofilms :

- des biofilms récupérés lors d'une opération de détassage ("biofilms jeunes"
dans ce qui suit), au terme donc de la période de 13h qui sépare cycliquement ces
opérations

- des biofilms prélevés dans le canal de sortie de |'établissement, dont I'dge
correspond a la fréguence avec laquelle ce canal est curé, soit environ un mois
("biofilms matures").

Dans cette expérience, 50 mL de biofilms, correspondant a 1.77 + 0.02 g (poids sec) ont été
spikés au MNV puis analysés selon le protocole défini dans le Chapitre I.
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Figure IV-3. Quantités de VEH mesurées dans les biofilms "jeunes" (issus des biofiltres) et
dans des biofilms "matures" du canal de sortie de la STEP. Le C+ correspond a un poids
équivalent d’eau ultrapure stérile spikée au MNV. Les barres d’erreur représentent I'écart
absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).
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Comme le montre la Figure IV-3, la concentration des AdV dans les biofilms matures est
restée sous la limite de détection de la RT-gPCR. Une digital PCR, plus sensible que la gPCR, a
permis de corroborer cette observation, avec seulement 5E01 copies/g détectées. La
guantification des autres virus par dPCR a donné des valeurs similaires a celles obtenues par
gPCR. Le rapport AdV/NoV Gl dans les biofilms matures s'avére donc extrémement faible
(0.02). Par comparaison, il atteint 10.4 dans les biofilms jeunes et 1.8 en moyenne dans les
eaux de sortie, a la méme période. Ce constat suggere |'existence de processus actifs de
destruction des AdV et de rétention des NoV, liés au degré de maturité des biofilms.

IV.2. Efficacité des pilotes dans |'abattement des charges virales
autochtones et spikées

Le fait qu’un abattement effectif des charges en VEH est obtenu entre 'amont et I’aval des
réacteurs biologiques de I'UDEP Grand Chambéry a été décrit dans le Chapitre II.

Notre objectif, ici, était de mettre en évidence, a I'échelle de nos pilotes de laboratoire, la
réalité d'un abattement des charges en VEH et |'effet de quelques-uns des parameétres qui
étaient susceptibles de le controler. Deux expériences ont été réalisées dans ce but,
organisées selon les schémas donnés dans la Figure IV-4.

Expérience #1 : Evolution a moyen terme (9j) 6 répétitions

Les analyses sont faites 24 min apres l'injection de I'eau usée spikée

Expérience #2 : Evolution sur 24h 6 répétitions

Q@Q@QQ@Q@ 90000000

OOGGGGEE

Heures d'analyse

Figure IV-4. Organisation des deux expériences du suivi de I'évolution des abattements
viraux.
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IV.2.1. Evolution a moyen terme (9 jours) de la capacité de rétention des
charges virales.

Dans cette expériences le débit de la pompe (500 mL/min) était réglé pour reproduire au
plus preés la vitesse de passage de I'’eau dans les bioréacteurs de la STEP (8 m/h) et respecter
son temps de transit (24 minutes).

Le déroulement des opérations a chacun des jours d'analyse
était le suivant (Figure IV-5) :

Parameétres de réglage

- Vidange des pilotes, suivi immédiatement d'un )
des pilotes

remplissage par l'eau usée spikée préalablement
préparée

- Mise en route de la pompe, chacun des pilotes étant Débit : 500 mL/min

alors en circuit fermé. Temps de transit : 24 min
- Apres 24 minutes de fonctionnement, mesure de la Mesures : charges virales

concentration de I'eau en virus (NoV GI, AdV et MNV). (RT-qPCR)

La mesure était aussi faite sur I'eau avant qu'elle ait Température : ambiante

été en contact avec les biofilms (marquée JO dans les (21 +1°C)
figures).

- Vidange des pilotes, remplissage par |'eau usée de la
phase d'entretien des pilotes entre les jours d'analyse
et remise en route de la pompe.

Les analyses ont été réalisées a 6 reprises : JO (mise en route des biofiltres), J1, J3, J4, J7 et
J9.
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Figure IV-6. Incidence de I’dge des biofilms sur les charges virales en NoV Gl, AdV et MNV
restantes dans I'eau de percolation. Les mesures des jours 3-4 et 7-9 ont été regroupées pour
obtenir une vision d’ensemble des événements. Les barres d’erreur représentent I’écart
absolu médian (minimum 3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Les résultats font apparaitre un accroissement de la capacité des réacteurs a réduire les

charges virales des NoV Gl et des MNV avec I'age de leurs biofilms (Figure IV-6).

lls apportent aussi deux informations inattendues. Celle de la diminution comparable des
concentrations de l'eau de percolation en NoV Gl et en MNV, avec I'dge des biofilms,
contrairement a ce qui pouvait étre attendu en considérant que les virus autochtones
devaient étre préférentiellement associés a des particules et que les MNV devaient plutot
étre restés a |'état de particules libres. Cela n'est donc pas le cas et il faut en déduire que,
dans cette expérience, les MNV ont rapidement été associés a d'autres particules. La
rétention des norovirus augmente progressivement avec I’dge des biofilms, passant de 7 et
9% (MNV et NoV GlI, respectivement) au jour 1, a 39 et 60% aux jours 3-4, pour finir par
atteindre 55 et 72 % apres une semaine de croissance des biofilms.

La seconde information inattendue est celle de |'absence d'évolution significative de la
rétention des AdV durant la méme période, alors que leur taille, plus importante, laisse
supposer qu'ils soient plus susceptibles d'étre retenus que les norovirus.

Le fait que la rétention des AdV n'ait pas changé alors que celle des norovirus s'est accrue
durant les 9j, nous améne a douter d'une réelle évolution de la capacité filtrante des
colonnes de pouzzolane et a soupconner |'existence de spécificités dans les mécanismes de
rétention des norovirus. Plutot que de faciliter leur passage entre les éléments qui
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participent au colmatage, la petite taille des Norovirus, faciliterait leur rencontre avec les
structures et/ou composés sur lesquels ils seraient susceptibles d'étre retenus (adsorption,
réactions antigéne anticorps, chélatation). Cette explication suppose aussi un
développement (une multiplication) de ces structures et/ou composés au cours des 9 jours
d'observation de notre expérience.

Dans ce sens, les HBGA humains pourraient jouer un role. Il s'agit de glycanes, présents a la
surface de cellules de I'épithélium intestinal, qui semblent jouer un role important dans la
liaison des norovirus a leurs cibles. Plusieurs études ont révélé la présence d’HBGA-like
exprimés a la surface de bactéries entériques (isolées a partir des feces d’un individu sain),
et soulignent leur importance dans la rétention des NoV (Miura et al. 2013, Amarasiri et al.
2016). Leur présence dans les eaux usées est donc tout a fait plausible. La similarité des
HBGA-like bactériens avec les récepteurs humains pourrait donc en faire des sites
d’accrochage spécifiques privilégiés pour les norovirus. A ce titre, ils pourraient donc étre
intégrés a la liste des facteurs de rétention des virus dans les réacteurs biologiques. Il n'a pas
encore été trouvé de récepteurs de ce type, spécifiques aux adénovirus, dans les eaux usées.

La vitesse avec laquelle la rétention des virus a évolué durant notre expérience suggere
gu'une partie des mécanismes mis en jeu se sont développés en liaison avec des processus
biologiques, probablement, ici, en lien avec les changements qui ont affecté les biofilms. Il
est difficile d'étre plus précis quant a la nature de ces changements car si les conditions dans
lesquelles les réacteurs étaient maintenus entre les jours d'analyse (renouvellement en
batch de I'eau des pilotes et au mieux, au pas de temps de 24h) n'étaient pas optimales pour
le développement des biofilms, elles ne devaient pas, pour autant, leur étre trop
défavorables.

Comme indiqué précédemment, a I'UDEP Grand Chambéry, un détassage du remplissage
des réacteurs biologiques est effectué toutes les 13 h. Cette période, relativement courte, a
pour effet de maintenir les biofilms au niveau des stades "juvéniles" de leur développement,
favorables a une forte activité exo-enzymatique et donc a la consommation des composés
organiques, notamment dissous, de |'eau. L'apport de nos résultats a ces considérations est
gu'ils semblent indiquer qu'a l'inverse, une maturité plus grande des biofilms serait
favorable aux mécanismes de rétention des Norovirus. lls indiquent aussi que la rétention
des Adénovirus ne serait pas concernée par ces remargues.
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IV.2.2. Evolution a court terme (24h) de la capacité de rétention des
charges virales

Cette seconde expérience avait pour objectif de suivre I'évolution de la capacité de
rétention des virus a une échelle de temps de I'ordre de grandeur de celle de la période qui
sépare deux détassages.

Dans la pratique, en raison de contraintes analytiques, et de . )
Parameétres de réglage

celles liées au travail dans I'entreprise, il n'a pas été possible .
des pilotes

de concentrer l'expérience sur les 13 h correspondant a la
périodicité des détassages a I'UDEP Grand Chambéry. Notre
expérience du suivi de I'évolution de la capacité de rétention Débit : 110 mL/min
des virus des pilotes a été conduite sur 24h (Figure IV-7). Elle
a été répétée 6 fois sur une période de 22 jours. Les résultats
présentés sont donc les médianes de 6 valeurs. Le fait qu'une

Temps de transit : 24 h

Mesures : charges virales
(RT-gPCR), activités

e o , . i ] enzymatiques, infectivité,
pour partie l'irrégularité des évolutions observées mais donne débit

eau usée différente ait été utilisée a chaque fois, explique

aussi de la robustesse aux interprétations qui en sont
Température : ambiante

(21 +1°C)

données.

L'analyse des norovirus et des adénovirus a été complétée
ici, par celle des bactériophages MS2 a partir desquels des
modifications éventuelles de I'intégrité des structures virales ont pu étre évaluées.

L'expérience a également été orientée vers I'exploration de deux des facteurs
potentiellement explicatifs de I'abattement des charges virales :

- L'activité de deux groupes d'enzymes "généralistes", les hydrolases et les

phosphatases, impliquées dans l|la dégradation des matiéres organiques et
couramment utilisées en hydrobiologie pour évaluer ['activité microbienne
exo-enzymatique des eaux et des sédiments.

- Le colmatage des réacteurs avec le suivi de I'évolution du temps de transit de
I’eau de percolation, réalisé a la fin de chaque analyse de 24h.

Aprés leur vidange, les circuits fermés des réacteurs ont été remplis par de l'eau usée
spikée et la pompe remise en route, réglée pour un débit de 110 mL/min. Les analyses ont
été faites a 8 reprises durant les 24 h qui ont suivi, sur des échantillons prélevés a la sortie
des réacteurs.
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IV.2.2.1. Evolution des charges virales durant les 24h d'expérience

Les analyses font apparaitre une diminution au cours du temps de la concentration des
virus dans l'eau circulante. Cette évolution est représentée en termes de disparition des

charges virales (rétention et/ou dégradation) dans la Figure IV-8.
Compte tenu des différences de concentration inévitables entre les réacteurs, les valeurs
des charges virales ont été standardisées par les concentrations initiales des virus dans I'eau

spikées, avant son introduction dans les réacteurs. Elles sont donc exprimées en

pourcentage.

Virus retenus dans les pilotes
120

100

(CO-C)/C0*100 (%)

25

Temps (h)

—0—NoV Gl —@—AdV MNV MS2

Figure IV-8. Evolution en fonction du temps de la réduction des charges virales dans I'eau de
percolation des réacteurs. Les valeurs correspondent au rapport (Co -C) x 100 /Co ot Cop =
concentration initiale du virus dans I'eau spikées, avant son introduction dans les réacteurs,
C = concentration virale dans I'eau de percolation a I'heure du prélevement. Les barres
d’erreur représentent I’écart absolu médian (n=6, avec 3 réplicats par condition, analysés en
duplicats de RT-qPCR).

Les valeurs négatives obtenues a H1, correspondent aux bouleversements
hydrodynamiques qu'ont subi les biofilms a la suite de la vidange des réacteurs, puis de leur
remplissage par l'eau spikée. Une partie des zones superficielles des formes érigées des
biofilms a alors été entrainée dans le flux d’eau, favorisant le relargage des virus qui leur

étaient associés.
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Deux remarques peuvent étre faites a ce sujet. La 1° sur le fait que les virus autochtones
ne sont pas, tous les deux, concernés par le phénomene. Il n'apparait pas de NoV Gl
"additionnels" dans |'eau circulante, ce qui pourrait étre rapproché des remarques faites au
sujet des résultats de I'expérience précédente, sur I'existence possible de spécificités dans
les mécanismes de rétention des norovirus. Ces mécanismes seraient globalement plus
puissants que ceux qui affectent les adénovirus.

La 2"9¢ remarque concerne les virus spikés (MNV et MS2) et le fait qu'il n'apparait de virus
"additionnels" que pour le bactériophage (+ 33 %). Notre interprétation implique des essais
intermédiaires réalisés pour la mise au point de I'expérience (essais non présentés ici). Le
remplissage des pilotes n'ayant pas été changé entretemps, nous pouvons supposer qu'une
partie des MS2 retenus au cours de ces essais, a trouvé dans les biofilms, des cellules hotes
qu'ils ont pu infecter. Cette hypothese suggere toutefois que les conditions d’expression des
F-pili par les bactéries hotes, nécessaire a I'infection, aient été réunies, ce qui semble peu
probable (Grabow, 2001).

Trois périodes peuvent étre définies sur le plan des cinétiques de rétention observées
(Tableau IV-2) :

- La période HO - H3, au cours de laquelle le taux de rétention est fort (12 a 19 % de
virus retenus/heure), et ce pour chacun des types de virus ;

- La période H3 - H8, durant laquelle le taux de rétention se situe entre 5a 9% ;

- La période H8 - H24, durant laquelle la capacité de rétention des biofilms devient
asymptotique, avec des taux situés entre 0 et 2% selon le type de virus.

Tableau IV-2. Taux horaire de rétention des virus autochtones et spikés pour chacune des
périodes définies dans le texte.

rétention / heure (%) NoV Gl AdV MNV MS2
Période HO-H3 13+6 17+9 19+6 12+3
Période H3-H8 9+5 55 73 5+5
Période H8-H24 0+0 1+1 0+0 2+1

L'abattement des virus au cours de la premiére période semble trop rapide pour étre le fait
du vecteur biologique. Il pourrait donc s'agir du résultat de processus essentiellement
physiques (filtration en relation avec le colmatage notamment). La deuxiéme période parait
étre une période de transition vers la troisieme période au cours de laquelle, du fait de sa
cinétique l'abattement des charges correspondrait a des processus biologiques (activité
enzymatique, prédation). En fait, I'ensemble des processus coexistent trés certainement en
permanence, et il apparait que ce sont ceux dont les cinétiques sont les plus élevées qui
contrélent I'évolution des charges dans les premieres heures.
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Un modeéle simple dans lequel un taux d'abattement fixe (RC) est appliqué a Ia
concentration précédente (Cn = Cn1 - RC) a été appliqué aux valeurs initiales des
concentrations virales. Il vient confirmer la participation de deux types de mécanismes a la
réduction de la concentration des charges virales, mécanismes dont les cinétiques different
d'un ordre de grandeur dans le cas de NoV Gl (Figure IV-9). La différence est moindre dans le
cas des trois autres virus. Le meilleur ajustement a été obtenu en situant le début de la
seconde période a 5 h pour MNV et a 8 h pour les autres virus. |l est difficile d'analyser plus
avant les différences observées a partir des résultats d'un modele aussi simple. lls incitent
cependant a |'écriture d'un modele plus élaboré pour affiner l'identification des mécanismes
mis en jeu et la recherche d'éventuelles spécificités de leurs actions vis-a-vis sur les
différents types de virus.

NoV Gl AdV
8.0E+07 . . 7.0E+07 .
RC=0.18: RC=0.02 : RC=0.32: RC =0.60
7.0E+07 : : 6.0E+07 :
6.08+07 5.0E+07
— H H —
o >0E+07 : : 3 4.0E407
2 4.0E+07 : : 2 2007
S 3.0E+07 S~ *
2 0E+07 2.0E+07
1.0E+07 1.0E+07
0.0E+00 : : 0.0E+00
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
heures heures
MNV MS2
40E+07 gt RC =0.65 4SEH07 ) pe 2026} RC=0.40
3.5E+07 € 351 : 4.0E+07 :
3.0E+07 T H 3.5E+07
< 256407 < 3.0E+07
a & 2.5E+07
.2 2.0E+07 2
S S 2.0E+07
o 1.5E+07 : O 1.5E+07
1.0E+07 : 1.0E+07
5.0E+06 5.0E+06
0.0E+00 : 4 0.0E+00
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
heures heures

Figure IV-9. Comparaison des valeurs observées de I'évolution des concentrations virales
(copies/L) en fonction du temps avec les valeurs calculées et application de deux taux de
rétention successifs. Le détail des calculs est donné dans le texte. Ligne grisée : valeurs
observées, ligne verte : valeurs calculées. RC = coefficient d'ajustement du modeéle. Les
périodes pour lesquelles le méme coefficient a été appliqué sont délimitées par les lignes
pointillées rouge.
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Cette expérience aura donc apporté deux informations principales :

- Le fait que I'apport aux réacteurs de nouvelles charges virales (virus
autochtone et virus spiké), simultanément a celui de nouvelles ressources
trophiques, est suivi de deux périodes caractérisées par des taux d'abattement des
charges trés contrastés.

- Le fait que la majorité des charges disparait de I'eau de percolation dans les
premieres heures (5 a 8 heures) suivant I'apport.

En 1° approche, la cinétique de I'abattement des charges durant la seconde période,
incite a attribuer leur contréle au vecteur biologique (dans le prolongement des remarques
faites dans le chapitre 1V.2.1). Le rapprochement du constat du caractére tardif de
I'intervention des processus biologiques dans I'élimination des virus, et de celui de la chute
des capacités filtrantes des réacteurs biologiques a la suite des opérations de détassage,
ameéne a la conclusion que leur efficacité maximale, dans I'abattement des charges virales,
devrait étre atteinte dans les heures précédant ces opérations.

IV.2.2.2. Relation entre I'abattement des charges virales et le niveau de
colmatage des réacteurs.

Nous avons utilisé ici le fait que les répétitions de |'expérience se sont étendues sur une
période de 22 jours. Le remplissage des pilotes est resté le méme durant cette période. lls
ont été entretenus par des apports épisodiques d'eau usée fraichement prélevée a I'UDEP
Grand Chambéry et par les apports d'eau usée spikée aux dates pour lesquelles les
expériences des suivis sur 24 h étaient menées.

Le niveau de colmatage des biofilms a été évalué a travers la mesure de la vitesse de transit
de I'eau de percolation, par la technique d'injection d'un traceur, ici une solution de chlorure
de sodium. Les mesures ne pouvaient étre faites qu'a la fin des 24h d'expérience en raison
des perturbations des biofilms qu'elles pouvaient engendrer. De plus, une vidange des
pilotes devait étre faite le plus rapidement possible aprés la mesure. Six valeurs du niveau de
colmatage ont ainsi été acquises, en correspondance avec les 6 répétitions de I'expérience.

La premiére raison pour laquelle le colmatage des bioréacteurs a pu s'accroitre
(doublement) durant la période d'étude (Figure 1V-10) est le développement des biofilms. La
seconde a pu étre l'accumulation de particules amenées par les eaux usées qui étaient
effectivement prélevées en amont des décanteurs lamellaires mais en aval des dispositifs de
dessablage, dégrillage et dégraissage. L'accumulation de particules de matieres organiques
réfractaires a la biodégradation n'est donc pas a exclure.
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Figure IV-10. Evolution du colmatage du remplissage des pilotes au cours de 6 répétitions de
I'expérience. Indice de colmatage = 1/vitesse de percolation.

La confrontation des valeurs d'abattement des charges virales avec le niveau du colmatage
(Figure IV-11) montre que ce dernier n'en est pas le facteur déterminant. Le diametre du
volume équivalent des virus en est probablement la raison. Les effets ne sont pas plus
manifestes sur les AdV que sur les NoV. Les processus biologiques, de prédation et d'attaque
enzymatique pourraient donc étre les acteurs principaux des abattements observés, tout
comme les phénomenes de physisorption (liaisons de Van der Waals).

8.0E+07
7.0E+07

6.0E+07

5.0E+07 ®
4.0E+07
3.0E+07
2.0E+07
1.0E+07

0.0E+00
0.014 0.016 0.018 0.02 0.022 0.024 0.026 0.028 0.03 0.032 0.034

Abattement descharges virales (copies/L

indice de colmatage

—0—NoV Gl —@—AdV MNV MS2

Figure IV-11. Relation entre I'abattement de la concentration des charges virales (copies
génome/L) durant les 24h d'expérience et l'indice de colmatage des bioréacteurs.
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IV.2.2.3. Effet a long terme de ['dge des biofilms sur ['évolution de la
performance des bioréacteurs dans l'abattements des concentrations virales

Comme dans le chapitre précédent, nous avons utilisé ici le fait que les répétitions de
I'expérience se sont étendues sur une période de 22 jours. L'objectif était d'évaluer dans
quelle mesure la performance des réacteurs dans I'abattement des charges virales pouvait
évoluer avec I'age des biofilms.

Cette performance, représentée par la chute de la valeur de réduction logarithmique des
virus enregistrée au terme de chacun des suivis a court terme (c’est-a-dire a la 24°™¢ heure
de l'expérience) (Figure IV-12). L'augmentation des valeurs entre JO et J6 est trés
certainement due a une période de restructuration des biofilms, apres le bouleversement
subit lors de la mise en place des pilotes. Cette période n’a donc pas été considérée comme
représentative de ce qui pouvait se passer dans la réalité des biofiltres, et, en conséquence,
n’a pas été prise en considération dans I'analyse des résultats.

A partir de J6, on observe une diminution d'efficacité de rétention au cours du
vieillissement du biofilm pour tous les virus. Cette baisse pourrait s’expliquer par plusieurs
facteurs:

- levieillissement des biofilms lui-méme (dans les conditions dans lesquelles les
expériences sur les pilotes ont été conduites) ;

- une diminution de l'activité enzymatique ;

- une diminution globale de I'activité bactérienne (diminution de la sécrétion des
exopolymeres et donc de la complexification des structures exopolymériques). Ce
facteur joue notamment sur la rétention par filtration et sur la baisse de production
de nouveaux sites d'accrochage.
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Figure IV-12. Evolution des abattements de charges virales (réduction logio) en fonction de

I'dge des biofilms.
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IV.2.2.4. Evolution des activités enzymatiques

La mesure des activités hydrolasique et phosphatasique dans |'eau circulante durant les
24h d'expérience, vient confirmer la remarque faite plus haut, d'une prédominance des
processus biologiques pour leur contribution a I'abattement des charges virales (Figure
IV-13).

La simultanéité des taux d'abattement de virus les plus élevés et des valeurs les plus
grandes des activités enzymatiques bactériennes semble confirmer le fait que les processus
biologiques seraient les principaux acteurs dans |'abattement des charges. Elle laisse
supposer également qu'une partie de ces abattements correspond a une dégradation
effective des particules virales, en conséquence de ces activités. Elle montre enfin, qu'elles
sont activées rapidement deés les premiéres heures qui suivent un nouvel apport de
ressources trophiques (et de virus). Les virus seraient donc a rattacher au lot des nutriments
qui sont consommés le plus rapidement par les biofilms, celui des nutriments les plus
biodégradables.
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Figure IV-13. Evolution des activités hydrolasique et phosphatasique mesurées dans I'eau
circulante durant les 24h d'expérience. Les valeurs sont exprimées en pourcentage par
référence aux valeurs mesurées dans I'eau usée spikée avant son introduction dans les
réacteurs. Les barres d’erreur représentent I'écart absolu médian (n=6, 3 réplicats par
condition).
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IV.2.2.5. Evolution de l'activité minéralisatrice des biofilms

Les mesures de conductivité réalisées a la fin de chacune des répétitions de I'expérience,
ont mis en évidence un accroissement de la minéralisation des eaux de percolation des
réacteurs durant la période de 22 j pendant laquelle elles ont été réalisées (Figure 1V-14).

Il nous est apparu intéressant de la relater ici, pour les informations qu'elle apporte sur ce
qu'a été le fonctionnement des pilotes durant la période d'étude.
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Figure IV-14. Evolution de la minéralisation de I'eau de percolation et des biofilms durant les
22 jours de la répétition de Il'expérience. L’activité minéralisatrice est mesurée par la
différence des conductivités entre deux expériences : Activité minéralisatrice = (Cinitiale analyse
— Grinale analyse précédente) / (Gge biofilms analyse - dge biofilms analyse précédente) x24.
Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (n=6, 3 réplicats par condition).

L'eau de percolation étant remplacée entre chaque répétition de I'expérience, cet
accroissement traduit celui de la masse des biofilms présents sur la pouzzolane du
remplissage des pilotes et donc de leurs capacités minéralisatrices globales.

En effet, la quantité de sels produite a chaque expérience, correspondait a la
minéralisation de la quantité de matiéres organiques apportée par le remplissage des
réacteurs avec de I'eau usées spikée. Si I'on admet que cet apport était a chaque fois du
méme ordre de grandeur, ainsi que la salinité de l'eau, c'est donc bien la capacité
minéralisatrice globale des réacteurs qui était accrue.

La Figure IV-14 fait apparaitre une variation particuliere de la conductivité entre J6 et J8. Il

semble que les apports de matiéres organiques a J8 soient venus en compléments du résidu
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des apports de J6. Le phénomeéne ne se répete cependant pas dans le cas des expériences
J20 et J22 séparées par le méme intervalle de temps. Dans les deux cas, I'eau utilisées au
jour J+1 était la méme que celle utilisée au jour J (conservé a 4°C entre les deux jours). C'est
donc la composition chimique des eaux et en particulier la proportion des composés
réfractaires de la matiére organique qui semble avoir été en cause dans les différences
constatées entre ces expériences. Les analyses qui en avaient été faites ne les expliquent
cependant pas : le rapport DCO/MES dans I'eau des expériences J20-J22 était de 2.7, alors
qu'il était de 2.2 dans celle des expériences J6-J8 (Tableau IV-3). Le rapport DBO/DCO était le
méme, 0.3, dans les deux cas. Ces différences trouvent par contre leur correspondance dans
les mesures d'activité hydrolasique avec un pic marqué a J8 au niveau du saut de la
conductivité.

Tableau IV-3. Caractéristiques chimiques et biologiques des eaux usées associées aux
mesures a J6-J8 et a J20-J22.

DCO/MES DBO/DCO Activité hydrolasique a H3

J6-J8 2.2 0.3 +46 %
J20-J22 2.7 0.3 +15%

IV.2.2.6. Evolution de l'infectivité du bactériophage

L'effet de la croissance du biofilm sur I'infectivité virale a été étudiée a I'aide du couple
bactériophage MS2/bactéries F-spécifiques, en tant que modeéle des VEH.
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Figure IV-15. Evolution du nombre de copies de génomes de MS2 (RT-qPCR) et de celui de sa

forme infectieuse (PFU) au cours des 24h d’expérimentation. La fléeche montre une
augmentation de la proportion de virus infectieux a H3. Les barres d’erreur représentent
I’écart absolu médian (n=3, 3 réplicats par condition).
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Globalement, les résultats montrent une baisse du rapport des virus infectieux aux virus
« totaux » (ces derniers mesurés par RT-qPCR) (Figure IV-15.).

L'hypotheses la plus probable est celle d'une dégradation, partielle ou totale, de la capside
du virus, en liaison avec l'activité enzymatique des biofilms. La prédation joue probablement
un réle dans cette disparition, mais également a l'inverse, selon certains auteurs (Verani et
al. 2016, Atanasova et al. 2018), en isolant les virus du milieu extérieur et donc en limitant
les interactions avec leurs hotes, ce qui, a minima, protégerait leurs acides nucléiques d’une
dégradation potentielle.

Dans le détail, la Figure IV-15 montre une diminution de la proportion des virus infectieux
dans les 2 premiéres heures de I'expérience, malgré une augmentation des quantités
mesurées par RT-qPCR a H1. Les virus hypothétiquement relargués par les biofilms dans la
1 heure de I'expérience (§ IV.2.2.1) seraient donc en grande partie non infectieux.

Elle fait également apparaitre une augmentation particuliére de la proportion des virus
infectieux a H3. Sur la base des travaux de Rappaport (1965), dans lesquels la durée du cycle
viral des MS2 est estimée entre 15 et 20 minutes, nous formons |'hypothése que cette
augmentation soudaine de MS2 infectieux correspondrait a un « burst », un relargage massif
de virus nouvellement produits a partir des hotes présents dans les biofilms.

Cependant, comme évoqué précédemment, l'infection des bactéries hotes par le MS2
requiert la production température-dépendante de pili sexuels. Novotny et Lavin (1971) ont
montré que des bactéries F-spécifiques ayant été cultivées a 37°C pouvaient produire de
nouveaux pili lorsqu’elles étaient resuspendues dans un milieu a 25°C (probablement par
assemblage de sous-unités produites lors de la phase a 37°C, et donc en quantité limitée)
mais pas a 20°C. L’hypothese d’une multiplication des MS2 suggérerait alors que la
température dans les biofiltres serait supérieure a 20°C, au moins durant une partie de
I’expérience.

Si elle est avérée, cette potentielle production de virus n'aurait alors pas été compensée par
les mécanismes de rétention- dégradation a H3. On remarque que ce phénomeéne ne se
produit plus apres 3h d'incubation, ou du moins, plus suffisamment pour étre détecté. Cela
pourrait s’expliquer par I'incapacité des bactéries a produire une quantité suffisante de pili a
ces températures non optimales. Cette observation peut également étre rapprochée des
résultats de quantification moléculaire précédents, dans lesquels on note une nette
diminution du taux horaire de réduction du nombre de virus entre les périodes HO-H3 et H3-
H8. Apres 3h de circulation de I'eau dans les pilotes, il est probable que les bactéries des
biofilms commencent a entrer dans un état de veille métabolique, apparenté a celui qu'elles
adoptent dans le cadre de leur stratégie d'adaptation aux périodes de déficit trophique
(Biselli et al. 2020), état dans lequel elles perdent leur compétence vis-a-vis des virus, d'ou
I'arrét de la multiplication de MS2.
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I\VV.2.3. Conclusions

Les expériences décrites précédemment avaient pour objectif de mettre en évidence les
effets d'un traitement d'eau usée par biofiltration, ici a I'échelle de pilotes de laboratoire,
sur I'abattement des charges virales.

Les principaux résultats des deux expériences qui ont été conduites peuvent étre résumés
comme suit :

- La diminution de la concentration des charges virales de I'eau de percolation des
réacteurs est effective aux deux échelles de temps auxquelles elles ont été observées
échelle horaire sur 24h et échelle journaliere sur une période de 9 jours.

- Pour deux des virus étudiés, NoV Gl et MNV, |'efficacité des réacteurs augmente avec
I'age de leurs biofilms, la encore a I'échelle des 9 jours durant lesquels les analyses
ont été conduites. Dans le cas des adénovirus, cette efficacité ne subit pas de
changement significatif durant la méme période.

- Au terme d'une période d'observation plus longue (22 jours), c'est une baisse de
I'efficacité des biofilms qui est observée plus marquée pour NoV Gl et MS2 que pour
AdV et MNV.

- Les discordances observées a plusieurs reprises entre les évolutions des deux virus
autochtones (NoV GI et AdV), font soupconner I'existence de spécificités dans les
mécanismes de rétention des norovirus.

- Les apports aux réacteurs de nouvelles charges virales (virus autochtone et virus
spiké), simultanément a celui de nouvelles ressources trophiques, sont rapidement
pris en charge par les biofilms (dans le 5 a 8 premieres heures).

- Les mesures directes des activités hydrolasique et phosphatasique ont apporté
confirmation aux deux remarques précédentes.

- Les processus d'abattement de charges virales sont accompagnés d'une diminution
de la proportion des formes infectieuses du bactériophage MS2.
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IV.3. Contribution de certains des mécanismes impliqués dans
I'abattement des charges en VEH

Apres avoir étudié I'effet global des biofiltres sur la rétention des virus autochtones ou

spikés dans les eaux usées, nous nous sommes intéressés plus en détail a I'importance des
mécanismes physiques, chimiques et biologiques dans I'évolution des caractéristiques de la
charge en VEH de I'eau de percolation.

Les pilotes de laboratoire développés et utilisés dans la premiere partie de ce chapitre ne
nous permettant pas d'isoler ces facteurs pour en évaluer lincidence, la suite des

expérimentations a été réalisée en batch.

Dans cette partie, nous traitons des sujets suivants :

- Essai de mise en évidence, hors du contexte des biofiltres, de la contribution
du vecteur biologique a la rétention des VEH
Comparaison d'un support inerte (pouzzolane calcinée) et d'un support chargé de
matieres organiques (pouzzolane colonisée par des biofilms) du point de vue de leurs
capacités de rétention des virus
Influence de I'enrobage de pouzzolane calcinée par des matiéres organiques sur la
rétention des virus
Rétention sur sites spécifiques : récepteurs HBGA-like pour les Norovirus humains.
Rétention par prédation, avec I'exemple de l'ingestion par les oligochétes Tubifex
tubifex

IV.3.1. Essai de mise en évidence, hors du contexte des biofiltres, de la
contribution du vecteur biologique a la rétention des VEH

L'expérience avait pour but de mettre en évidence le réle du vecteur biologique dans la

rétention des virus :
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en l'isolant du contexte du remplissage des pilotes, ou elle est en concurrence avec
les processus physiques, tels que la filtration,

par la comparaison d'une période pendant laquelle les activités biologiques des
biofilms étaient défavorisée (basse température et faible disponibilité de ressources
trophiques) avec une période durant laquelle la température était plus grande et ou
un apport de nutriments avait été fait (Figure IV-16).
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Figure IV-16. Protocole expérimental de I'expérience. Des grains de pouzzolane colonisés par
des biofilms extraits des biofltres pilotes étaient mis en contact avec une suspension de MNV
dans un flacon de culture sous agitation.

Les résultats (Figure IV-17) font apparaitre une cinétique importante de la rétention des
virus dans les premieres heures de I'expérience, similaire a celle observée dans les pilotes
(environ 96 + 4% de virus retenus dans les pilotes en 24h contre 75 + 1% ici).

Si le vecteur biologique est effectivement défavorisé dans la premiére partie de
I'expérience, la diminution des charges virales des premieres heures serait due a des
processus physico-chimiques. Il pourrait s’agir d’adsorption sur des supports organiques ou
inorganiques, voire de fixations plus spécifiques sur :

- la pouzzolane au niveau des surfaces non recouvertes par les biofilms

- certaines des composantes exo-polymériques des biofilms

- des molécules de la famille des HistoBlood Group Antigen (HBGA), dont
certains membres sont connus pour reconnaitre les NoV et dont la présence a été
montrée chez des bactéries entériques et dans I'environnement (Miura et al.
2013, Li et al. 2015). Nos essais a ce sujet sont présentés dans le chapitre 1V.3.5.2.

Aprés 5h d’expérience, les quantités de MNV présentes dans les eaux ne semblent plus
évoluer. Les quantités de virus "disparus" se stabilisent a 71 £ 4 % entre H5 et H24 (plage
«2»).
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Figure IV-17. Evolution de la rétention de MINV avec le temps d'incubation a 4°C (plage bleue)
et a 23°C (plage rouge). A partir de H26, deux expériences sont faites en paralléle : la courbe
rouge est celle des virus retenus apres ajout d’une solution nutritive (Lysogeny Broth) dans le
milieu, la courbe bleue est celle des virus retenus aprés ajout d’eau stérile. Les valeurs sont
données en pourcentages par référence a la concentration de MINV dans la suspension mise
en présence des grains de pouzzolane en début d'expérience. Les plages numérotées de 1 a 5
correspondent a des changements de tendance dans I’allure des courbes. Les barres d’erreur
représentent I'écart absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-
qPCR).

Aprés 24h d'incubation, la température a été augmentée pour atteindre 23°C. Ce
changement a eu pour effet d’accroitre de +5% la concentration de virus retrouvés dans
I’eau, entre H24 et H25 ce qui, sur la Figure IV-17, se traduit par une baisse de la valeur des
virus retenus (plage 3 sur la figure). Les MNV n’ayant pas, dans ces matrices, d’hétes a partir
desquels ils pourraient se multiplier, le phénomeéne peut étre expliqué par une réactivation
de la bioturbation, (liée aux organismes mobiles des biofilms tels que les ciliés, les flagellés
et méme des oligochetes), induite par I'augmentation de température. Deux heures apres
son changement (H26), on note une diminution de la concentration des virus dans I'eau,
donc une reprise des mécanismes de rétention des virus, pour atteindre des valeurs proches
de celles mesurées a H24 (74 + 1% de virus disparus a H28). La prédation et/ou la fixation
des virus sur des surfaces nouvellement « ouvertes » pourraient en étre la cause (plage 5 sur
la figure).

L'impact d'un apport nutritif a H26 sur la rétention des virus, se traduit par une
augmentation plus marquée du relargage de MNV évoqué précédemment que dans le cas
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oU I'apport n'a pas été fait (4). Il est suivi d'une nouvelle diminution de la concentration des
virus dans l'eau (5). L'apport trophique pourrait avoir amplifié les phénomenes de
bioturbation et leurs conséquences. Il est possible également que l'effet tensioactif qui
accompagne parfois les apports de de matieres organiques dissoutes (Schilling et Zessner,
2011) ait participé a ce relargage. La diminution des charges virales qui apparait au niveau
du dernier point du suivi, a H28, pourrait étre attribué, comme dans le cas ol apport
trophique n'a pas été fait, a une accélération des processus de prédation.

Transposés au contexte des installations de traitement des eaux usées en vraie grandeur,
ces résultats pourraient laisser supposer que l'abattement viral serait plus important dans
les périodes ou I'eau est froide. Notre expérience, réalisée uniqguement a 4°C, ne permet pas
d'aller plus loin dans cette supposition. Elle devrait étre répétée en considérant une gamme
de température plus large, et en tenant compte du fait que la température de I'eau a la
sortie de I'UDEP Grand Chambéry n'est pas descendue en dessous de 11°C durant I'hiver
2022-2023 (chapitre 11).

Cette expérience a également montré que le relargage de virus qui avaient été
préalablement retenus dans les biofilms, peut se produire. Dans notre cas, le facteur
déclenchant a été le brusque changement de température, qui ne devrait pas avoir son
équivalent dans les conditions des STEPs en vraie grandeur. Par contre, si notre hypothese
qgue des phénomenes aussi ténus que la bioturbation participe a des relargages, était vérifiée
il serait intéressant de chercher leur existence aux points du trajet des eaux traitées au
niveau desquels les biofilms subissent des perturbations hydrodynamiques, notamment.

IV.3.2. Effet de I'enrobage de la pouzzolane par des biofilms sur la rétention
des charges virales

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés au détail de la rétention des virus
sur le systeme pouzzolane — biofilms, en cherchant a évaluer la participation de chacune de
ces composantes. Pour ce faire, une étude comparative d’adsorption de MNV et de MS2 a
été conduite sur pouzzolane calcinée et pouzzolane colonisée par des biofilms (Figure 1V-18),
ad4°Ceta23°C.
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Figure IV-18. Pouzzolane colonisée par des biofilms (A), pouzzolane calcinée (B). Observation
a la loupe binoculaire (X10)

Le choix a été fait de travailler avec ces deux virus pour leurs différences en termes de
protéines de surface, et donc, potentiellement, pour celles des mécanismes par lesquels ils
peuvent étre retenus a la surface des matériaux.

Dans cette expérience, I'analyse des virus par RT-qPCR a été complétée par celle, globale,
de I'ensemble des procaryotes, elle aussi par une technique moléculaire. L'expérience a été
réalisée selon le protocole décrit dans la Figure 1V-19.
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Figure IV-19. Protocole expérimental de la comparaison des capacités de rétention des virus
de la pouzzolane calcinée et de la pouzzolane colonisée par des biofilms.
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IV.3.2.1. Rétention sur pouzzolane calcinée

Rétention sur pouzzolane calcinée
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Figure IV-20. Comparaison de la rétention de MINV et MS2 sur de la pouzzolane calcinée,
dans deux conditions de température. Les valeurs sont exprimées en pourcentages par
référence a la concentration des suspensions virales mises en contact avec la pouzzolane en
début d'expérience. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par
condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Les résultats font apparaitre une différence marquée entre les virus quant aux effets de la
température (Figure IV-20). La vitesse de rétention des MS2 est significativement plus
grande a 23°C qu'a 4°C et au terme des 5h d'incubation, 85 + 1 % des virus ont été retenus a
23°C, contre 32 + 3 % dans le cas de l'incubation a 4°C.

En augmentant la probabilité de rencontre entre virus et matériau, I'agitation moléculaire,
plus grande a 23°C qu'a 4°C, pourrait seule, expliquer ces différences, puisque dans les
conditions de |'expérience (pouzzolane calcinée), le vecteur biologique n'intervient pas. Elle
devrait cependant, étre un facteur d'explication commun aux deux virus, ce qui n'est pas le
cas.

L'hypothése peut alors étre envisagée que les différences observées soient dues aux
spécificités des protéines de surface des capsides des deux virus. |l pourrait s'agir de la
protéine VP1 (plus particulierement le domaine P) pour le MNV, ou de la protéine de
maturation (protéine A) pour le MS2. Les différences de charges électrostatiques de surface
et de degré d’hydrophobicité de ces virus pourraient également étre mises en cause (Michen
et Graule 2010).
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De ces spécificités pourraient résulter :

- des affinités particulieres pour les supports minéraux du type de la pouzzolane, dans
le cas de MNV et, peut-étre, par extension, d'autres norovirus,

- une plus grande "sensibilité" des structures de surface aux conditions thermiques,
dans le cas du bactériophage, qui pourrait se traduire par I'érection de sites
d'accrochage avec l'augmentation de la température de I'eau, par exemple.

IV.3.2.2. Rétention sur pouzzolane colonisée

Rétention sur pouzzolane colonisée

100

(CO-C)/C0O*100 (%)

0 1 2 3 4 5 6
Temps (h)

—e— MNV 23°C - @ = MS2 23°C ---#---Proc 23°C
—eo—MNV4°C - & -MS24°C ---#---Proc4°C

Figure IV-21. Comparaison de la rétention des MNV et MS2 sur de la pouzzolane colonisée
par des biofilms, dans deux conditions de température. Les valeurs sont exprimées en
pourcentages par référence a la concentration des suspensions virales mises en contact avec
la pouzzolane en début d'expérience (HO < a 1 min de contact). Proc = procaryotes. Les barres
d’erreur représentent I’écart absolu médian (9 réplicats par condition, analysés en duplicats
de RT-qPCR).

La Figure IV-21 montre que les cinétiques de rétention suivent globalement le méme type
d'évolution, quel que soit le virus et la température d'incubation. Les différences se situent
dans les niveaux de rétention auxquels les valeurs se stabilisent, toutes aprés une heure

d'incubation.
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Les rétentions des deux virus sont plus grandes a 4°C qu'a 23°C. Dans le cas de MS2, les
résultats sont donc opposés a ceux obtenus avec la pouzzolane calcinée. Pour autant, notre
hypothese a propos des modifications que pourrait subir les structures de surface du virus
(protéines) en fonction de la température, n'est peut-étre pas a écarter. Nous avons supposé
en effet, que ces modifications pouvaient donner a ces structures, une "compétence" vis a
vis de I'accrochage des virus, qui se traduirait par I'augmentation de la rétention "passive"
des virus lorsque la température augmente.

Les résultats concernant les MNV, montrent qu'ils sont globalement moins bien retenus sur
la pouzzolane colonisée qu'ils ne I'étaient sur la pouzzolane calcinée. Ce constat va dans le
sens de I'hypothése que nous faisions précédemment a propos d'une affinité particuliére de
ces virus pour le support minéral pouzzolane, puisque dans cet essai, elle est en grande
partie masquée par les biofilms.

IV.3.3. Effet de I'enrobage de la pouzzolane par de la matiere organique
(fraction < 1.2um) sur la cinétique de rétention des virus

Les abattements de charges virales observés dans |'expérience précédente, étaient le
résultat de mécanismes multiples issus d'un environnement complexe associant un support
minéral enrobé de biofilms représentant toutes les formes de matiére organiques:
dissoutes, particulaire, inerte et vivante.

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes qui en sont responsables nous
avons cherché a les explorer dans le cadre d'un modele réduit 1) a I'échelle physique des
deux principaux composants de l'unité fonctionnelle des biofiltres : le couple formé par un
support minéral (pouzzolane) et son enrobage de matiéres organiques et 2) a I'échelle
temporelle des 1% heures de leur mise en contact.

Il était difficile de reproduire expérimentalement les niveaux de colonisation dans lesquels
se trouve la pouzzolane en amont et en aval d'un cycle de lavage dans les biofiltres en vraie
grandeur. Les granules ne sont d'ailleurs pas affectés de facon homogene par 'opération,
dans I'ensemble du volume des réacteurs. Notre approche pour I'étude de ses conséquences
a été d'estimer en quoi la matiere organique associée a la pouzzolane contribue a la capacité
de rétention des virus.

Quatre niveaux de charge organique de la pouzzolane ont ainsi été comparés : le niveau
zéro c’est-a-dire de granules exemptes de matiére organique (pouzzolane calcinée) et celui
atteint par des granules préalablement exposés, pour différentes durées, a la fraction
dissoute (<1.2um) de la matiére organique d'une eau usée. Les tests ont porté sur deux
types de virus, norovirus murins et bactériophage MS2. Le détail du mode opératoire a été
donné dans le chapitre Matériel et méthodes.
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Dans une 1° étape des grains de pouzzolane, préalablement calcinés, ont été conditionnés
par immersion dans différents filtrats d'eau usée (Figure 1V-22). Dans une 2°™¢ étape, ils
étaient mis en contact avec des suspensions de MNV ou de MS2.

Les résultats sont donnés par le rapport C/Co entre la concentration des virus de I'eau libre
en fin d'expérience et sa concentration au moment ou elle a été mise en contact avec la
pouzzolane. lls étaient donc susceptibles de varier avec la durée pendant laquelle la
pouzzolane a été mise en présence avec le filtrat d'eau usée ("incub m.o."), mais aussi avec
le temps durant lequel la suspension virale a été mise en contact avec le matériau ("incub
virus"). Dans les analyses qui suivent, ces deux descripteurs et la porosité des membranes a
partir desquelles les filtrats d'eau usée ont été préparés (0.45um et 1.2um) constituent les

n._.2

trois variables explicatives de la variable "rétention virus".
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Etape 1 : coating de la pouzzolane avec de la matiére organique (MO)
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Figure IV-22. Protocole expérimental pour I’évaluation de I’effet de la matiére organique dissoute sur la rétention des virus.
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IV.3.3.1. Essais réalisés avec le norovirus murin (MNV)

La Figure 1V-23 montre que le principal effet sur le pourcentage de virus retenus est celui
de I""incubation virus" (temps de contact de la suspension virale avec la pouzzolane), puis de
IIII

incubation m.o." (temps de contact de la pouzzolane avec I'eau usée filtrée). L'effet de la
filtration considéré a travers ses deux modalités (porosité des filtres) apparait étre mineur.

Ces observations sont confirmées dans le détail apporté par la Figure IV-24 ou sont portées
toutes les valeurs de I'évolution du pourcentage de virus retenus (rapport C/Co), au
croisement de chacune des variables explicatives. En complément de la figure précédente,
cette représentation fait apparaitre une forte interaction entre l'incubation virus et
I'incubation m.o. (Figure 1V-24, cadre rouge), a l'inverse de la filtration qui, pour les deux
modalités testées (0.45um et 1.2um), semble avoir peu d'effet sur les deux autres facteurs.

Main Effects Plot for rétention (C/C0)
Data Means
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Figure IV-23. Variation de la moyenne du pourcentage de virus retenus (MNV) dans le cadre
de chacune des variables explicatives. La ligne pointillée (ligne de référence) marque la
moyenne générale, toutes valeurs des variables explicatives confondues.
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Interaction Plot for rétention (C/C0)
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Figure 1V-24. Matrice des interactions entre les variables explicatives (incubation m.o.,

incubation virus, filtration) dans la détermination du pourcentage de virus retenus.

Dans ce qui suit, nous avons souhaité compléter I'analyse graphique des résultats, par une
ACP (analyse en composantes principales) afin de mettre en évidence la proximité des
variables explicatives a travers leurs contributions aux axes principaux par lesquels la matrice
de corrélation, extraite de la matrice des données pouvait étre définie. Les valeurs de

rétention de MS2 ont été jointes a la matrice.

Les résultats des tests de normalité (Ryan-Joiner) des valeurs de rétention de chacun des

deux virus sont donnés dans la Figure 1V-25 et la Figure IV-26.
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Figure IV-25. Test de normalité de la variable rétention MNV.
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Figure IV-26. Test de normalité de la variable rétention MS2.

Le 1°" axe explique prés de 60 % de la variance et avec les deux suivants, la valeur atteint
plus de 97 % de la variance (Tableau IV-4).
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Tableau IV-4. Représentativité des axes définis par I'ACP

Eigenvalue 2.8741 1.0091 1.0000 0.0978 0.0190
Proportion 0.575 0.202 0.200 0.020 0.004

Cumulative 0.575 0.777 0.977 0.996 1.000

Le 1°" axe est celui de la rétention des MNV, de celle des MS2 et de l'incubation virus
(Tableau IV-5). Le second axe est essentiellement défini par la filtration et partiellement par
I'incubation m.o. avec un coefficient négatif. L'axe 3 est défini par I'incubation m.o et par la
filtration.

Tableau IV-5. Représentations des variables sur les trois premiers axes de I'analyse.

Variable PC1 PC2 PC3
C/C0 MNV 0.581 0.068 -0.000
C/C0 MS2 0.581 -0.068 0.000

-0.175 -0.556 0.770
0.542 -0.192 0.239
0.009 0.803 0.591

La représentation des variables dans le plan factoriel 1-2 (Figure IV-27) montre clairement
la proximité des rétentions des deux virus, entre elles et avec l'incubation virus. Elle vient
donc confirmer les résultats de I'analyse graphique :

- larétention de MNV (en fait des deux virus) est essentiellement déterminée par la
durée avec laquelle la suspension virale a été mises en contact avec la pouzzolane
enrobée,

- le taux de rétention du virus diminue avec l'accroissement de la durée de la phase
d'enrobage de la pouzzolane

- lafiltration contribue a la marge au contréle du taux de rétention.
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Figure IV-27. Représentation des variables dans le plan des deux lers axes.

En résumé, le 1¢" enseignement de ces essais a été de montrer les fortes capacités de
rétention de MNV (70 % aprés 2 h de temps de contact avec la suspension virale, jusqu'a
87% aprés un temps de contact de 5h, Figure IV-28) d'une pouzzolane calcinée exposée
pendant 15' seulement aux matiéres organiques dissoutes et particulaires < 1.2um issues
d'une eau usée.

Ces résultats semblent indiquer que les mécanismes mis en jeu sont essentiellement des
processus abiotiques, immédiats, auxquels se sont probablement ajoutés (pour une
contribution de I'ordre de 16 %) des processus biotiques (essentiellement bactériens en lien
avec l'activité exo enzymatique) qui ont pu se développer durant les 5 h (valeur maximale
testée) du temps d'exposition a la suspension virale. C'est ce que suggere le fait que le
pourcentage de rétention augmente avec le temps d'exposition a la suspension virale (Figure
IV-28).

Les résultats montrent également que le pourcentage de rétention des MNV augmente
avec le temps de contact de la pouzzolane enrobée avec la suspension virale, mais dans une
moindre mesure, lorsque le temps laissé a la matiére organique de I'eau usée de recouvrir la
pouzzolane augmente. La rétention des virus est maximale pour la durée minimale
d'exposition au filtrat d'eau usée (15'). En d'autres termes, le fait d'accroitre le temps de
contact de la pouzzolane calcinée avec de l'eau usée dégrade de facon significative, le
pourcentage de rétention de MNV. L'hypothése peut étre faite que l'accroissement de ce
temps de contact, accroit le colmatage des anfractuosités de la pouzzolane avec deux
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conséquences : la diminution des surfaces offertes a une rétention potentielle des virus et
I'éloignement de la surface minérale de l'interface avec l'eau et donc des forces
électrostatiques dont elle peut étre a l'origine.

Durée d'enrobage m.o. 15 minutes
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Otémoin COMNV 0.45 um EMNV 1.2 pm

Figure IV-28. Relation entre le taux de rétention de MNV et le temps de contact entre la
suspension virale et une pouzzolane dont le temps d'enrobage a été de 15' au contact de
deux filtrats (0.45um et 1.2um). Témoin = pouzzolane non enrobée. Les barres d’erreur

représentent |'écart absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-
gPCR).

Pour des particules telles que les virus, le développement des biofilms sur la pouzzolane
irait donc a I'encontre des capacités des biofiltres a les retenir et donc a les éliminer de |'eau
avant son rejet dans I'environnement. Ce probléme est probablement corrigé en partie par
la répétition de I'opération de dé-tassage-lavage, mais les observations que nous avons pu
faire de la charge restant sur les granules de pouzzolane qui I'avaient subie, suggerent que
leurs capacités de rétention pourraient étre accrues par un décapage plus avancé.

Il est a noter, par ailleurs, que les résultats de nos essais vont a Il'encontre d'un réle
significatif de la dégradation des virus liée a I'activité exo enzymatique des bactéries dont on
peut pourtant supposer gqu'elle s'est développée au cours des 5 h d'incubation.

IV.3.3.2 Essais réalisés avec le bactériophage MS2

Les résultats présentés dans le chapitre précédent ont montré que I'évolution des taux de
rétention du MS2 était analogue, sur plusieurs points, avec celle des MNV. Elle est contrblée
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principalement et positivement par |''incubation virus" et négativement par I"'incubation

m.o." (Figure 1V-29).

Les résultats sont semblables, également, concernant la forte interaction entre l'incubation
virus et l'incubation m.o. (Figure 1V-30), a l'inverse de la filtration qui semble avoir peu
d'effet sur les deux autres facteurs.

La comparaison des quatre figures (Figure 1V-23, Figure 1V-24, Figure IV-29, Figure 1V-30)
fait cependant apparaitre une opposition, entre les deux virus, pour les valeurs relatives des
taux de rétention associés aux deux filtrations (0.45um et 1.2um) : dans le cas du MNV les
valeurs sont plus grandes avec le filtrat obtenu sous la membrane de 1.2um qu'avec celui
obtenu avec le filtrat 0.45um. Si les différences sont significatives, ce constat laisse supposer
une forme d'association particuliéere des MNV avec certaines classes de taille de particules
apportées par les filtrats. En effet, aprés qu'elles aient intégré I'enrobage des grains de
pouzzolane, ces particules participent probablement a la rétention des virus. Les différences
observées entre les deux filtrats seraient alors l'indication que celles dont la taille est
comprise entre 0.45 et 1.2 um intéresseraient plus particulierement les MNV.

Main Effects Plot for rétention (C/C0)
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Figure IV-29. Variation de la moyenne du pourcentage de virus retenus (MS2) dans le cadre
de chacune des variables explicatives. La ligne pointillée (ligne de référence) marque la
moyenne générale, toutes valeurs des variables explicatives confondues.
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Interaction Plot for rétention (C/C0)
Data Means

oo 20 EL 0

100
Incubation
B (min)
p A —— 0
s — -
Incubation MO {min) b— -~ = e ;g
—ib [=0H]
o — - 120
] 100 i .
e | | incubation
2int S === v )
I,/ L. :?“___‘ 4 —— 0.0
50 —
o - incubation virus {h) :_ ig
—i - 5
1]
10
A Filtration
- {pmj
50 L_‘:'“::-'-—__ Jr"ifﬂ;rﬂ —— .45
=] _
b e / Filtration {um) - 120
- .‘_ L]
D T T T
1] 1% ] [21] 120 [ 120 -

Figure 1V-30. Matrice des interactions entre les variables explicatives (incubation m.o.,
incubation virus, filtration) dans la détermination du pourcentage de virus retenus.
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Figure IV-31. Relation entre les taux de rétention des virus et le temps de contact entre la
suspension virale et une pouzzolane dont le temps d'enrobage a été de 15' au contact de
deux filtrats (0.45um et 1.2um). Témoin = pouzzolane non enrobée. Les barres d’erreur
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représentent I’écart absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-
gPCR).

Les résultats obtenus avec ce virus, confirment les fortes capacités des mécanismes
abiotiques (immédiats) de rétention, avec une valeur atteignant 75 % apres 2 h de temps de
contact (tc). Elle atteint 99 % puis se réduit a 93 %, respectivement aprés 3.5h et 5h de
temps de contact. Les valeurs sont toutes supérieures a celles observées pour les MNV
(87 %) ce qui pourrait étre l'indication d'une plus grande contribution des mécanismes de
rétention complémentaires, de nature biologique, dans le cas du bactériophage que dans
celui des MNV (différences de I'ordre de 7 % a 43 %).

IV.3.3.3. Conclusions

Dans le prolongement des chapitres précédents, cette expérience avait pour objectif
d'apporter des éléments d'interprétation des mécanismes d'abattement des charges virales
de I'eau circulante des bioréacteurs, par la mise en ceuvre d'un modéle réduit a 30 grammes
d'un support minéral enrobé de matieres organiques dissoutes et particulaires <1.2um.

Nos mesures ont fait apparaitre les fortes capacités de rétention de charges virales que
peuvent avoir de tels microcosmes, avec des valeurs d'abattement de I'ordre de 70 % en 2 h.

Sur la base des démonstrations apportées par les essais mais aussi des hypotheses qu'ils
nous ont incités a émettre, leur fonctionnement semble pouvoir étre résumé comme suit :

Les mécanismes abiotiques passifs (physisorption, adsorption, accrochage aux résidus
d'exo polymeres) sont, chronologiquement, les 1°” intervenants. C'est en effet, avec la durée
d'enrobage minimale (15 min) de la pouzzolane que l'efficacité de rétention s'est avérée
maximale, un temps incompatible pour un développement important de processus
biologiques. Il est probable qu'a ce stade précoce, le support minéral participe encore a la
rétention des virus. La comparaison des valeurs de la pouzzolane témoin a celles de la
pouzzolane 0.45um, apreés 2 h de temps de contact avec la suspension virale, dans la Figure
IV-28, par exemple, montre cependant que la rétention virale est principalement contrélée
par I'enrobage de matieres organiques.

C'est ensuite un accroissement dans le temps ("incubation virus") de I'efficacité
d'abattement des charges virales des bioréacteurs, qui est observé, trés probablement en
lien avec le développement de processus biologiques (multiplication des bactéries,
croissance des biofilms, production d'EPS). La multiplication des populations microbiennes
ajoute ainsi aux processus de rétention des mécanismes amenant a la disparition des virus
(activités exo enzymatiques, ingestion par les organismes eucaryotes). En fait, les deux types
de mécanismes, abiotiques et biotiques, doivent entrer en concurrence trés tot au cours de
I'évolution des bioréacteurs, le développement des biofilms réduisant I'étendue des sites
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d'accrochage passifs en lissant la surface des grains de pouzzolane (colmatage des
anfractuosités). Nos résultats montrent en effet, une dégradation de ['efficacité des
bioréacteurs lorsque le temps de contact de la pouzzolane calcinée avec de I'eau usée filtrée
est augmenté.

La sélection qui a été faite de certaines classes de taille de particules visait en particulier
I'apport de bactéries au microcosme par le biais du filtrat d'eau usée et, en aval, la vitesse
avec laquelle les biofilms pouvaient se reconstituer. Les résultats montrent que le choix des
pouvoirs de coupures a 1.2 um et 0.45 um n'a pas fait apparaitre de différence significative
de l'efficacité des abattements de charge. Nous avons remarqué cependant, que le sens des
variations relatives des taux de rétention associés aux deux types de filtrats 0.45 um et
1.2 um s'inverse pour MNV apres 3.5h et 5h d'incubation. Comme indiqué plus haut
(§ 1v.3.3.2), cette inversion pourrait témoigner de relations particuliéres de ce virus avec les
particules dont la taille est comprise entre 0.45 um et 1.2 um. La remarque est a rapprocher
de celle faite dans le chapitre IV.2.1 ou il est apparu que ce virus se trouvait trés rapidement
associé aux particules en suspension.

Projetés sur les effets des cycles de détassage des bioréacteurs en vraie grandeur, les
résultats de cette expérience laissent supposer que I'abattement des charges virales
résultent d'un compromis entre la proéminence des processus abiotiques, immédiatement a
la fin de l'opération, apres le décapage partiel des grains de pouzzolane, puis de celle des
processus biologiques avec le développement des biofilms au cours des 13 h qui suivent.

IV.3.4. Approche du réle joué par les métazoaires: contribution des
annélides aux abattements des charges virales

Dans cette expérience, nous avons cherché a mettre en évidence la participation de
représentants des eucaryotes des biofiltres a I'abattement actif ou passif, des charges en
VEH.

Une grande diversité d'eucaryotes colonise les biofiltres des STEPs. L'exploration de
I'ensemble de leurs contributions a I'abattement des charges virales justifierait une étude a
part entiére. C'est donc a titre d’exemple, que nous avons choisi de considérer le cas de
Tubifex tubifex, un oligochete pouvant étre utilisé dans le traitement des eaux usées (Huang
et al. 2006, de Valk et al. 2016, Yang et al. 2023, Figure IV-32). Dans I'environnement urbain,
les oligochetes peuvent étre utilisés comme bioaccumulateurs, ou bioindicateurs de la
qualité de I'eau (Kazanci et Girgin 1996, Bouché et al. 2000). La présence excessive de ces
organismes est souvent associée a des dysfonctionnements au cours du traitement (taux
importants de matieres organiques non dégradées, déficits en oxygene, températures
élevées, etc. Daiger et al. 2011). Ces vers présentent notamment |'avantage d’étre plus
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facilement échantillonnés que ne le sont les protistes, par exemple, et en nombre suffisant
pour réaliser des réplicas.

Cette partie du travail, est, |a encore, une 1% approche visant a estimer le role joué par ces
organismes dans la rétention des charges virales au sein de biofiltres, simulés ici par nos
pilotes.

Figure IV-32. Images de Tubifex tubifex a la surface du lit de pouzzolane dans
nos biofiltres pilotes (gauche) et aprés échantillonnage aux fins d'analyses

(droite)
eau \\\
stérile  Incubation 1h - :
a température s —— RT-gPCR
ambiante Mesures
Tubifex tubifex .
/ Ringages broyage
- " x30’
PBS 1X
£al usée
spikée
£all usée
spikée

Figure IV-33. Schéma expérimental de I'essai réalisé pour la recherche des VEH dans le tube
digestif de Tubifex tubifex.
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Figure IV-34. Comparaison des concentrations en VEH, MINV et MS2 dans les eaux usées et
les tubes digestifs de Tubifex tubifex. Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian
(3 réplicats par condition, analysés en duplicats de RT-qPCR).

Les résultats montrent, globalement, que les concentrations des virus (NoV GlI, AdV et MNV
sont plus importantes dans les tubes digestifs des vers que dans |'eau usée (Figure 1V-34). La
diminution de la concentration des eaux en virus, aprés 1h d’incubation, en présence des
vers, ne semblent toutefois pas suffisamment significatives pour conclure a leur implication
directe dans cette réduction, probablement en raison d’une durée d’incubation trop faible.

La concentration des virus dans les tubes digestifs de vers incubés en eau stérile apparait
plus élevée que celle des vers incubés en eau usée. Deux hypotheses peuvent étre formulées
a ce sujet :

- la plus vraisemblable est celle d'un effet de masque des inhibiteurs de RT-
gPCR de I'eau usée restée dans le tube digestif de I'animal, sur les petites quantités
de virus y étaient présentes. A l'inverse, aprés qu'ils aient été plongés dans l'eau
stérile pendant 1 h, ces composés, ont probablement été éliminés ou suffisamment
dilués pour ne plus interférer sur les analyses.

- Il est possible qu’une partie des virus ingérés aient été digérés par les vers
incubés en eau usée, dans laquelle leurs tubes digestifs et leurs microbiotes ont pu
maintenir leurs activités.

Bien que les diminutions de concentrations en virus dans les eaux ne soient pas
significatives, les plus fortes concentrations retrouvées dans les tubes digestifs de ces vers
(augmentations de 1 a 4-logs) suggerent gu’ils joueraient effectivement un réle dans la
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rétention des VEH au sein des biofiltres, et peut étre, dans la préservation de leurs acides
nucléiques dans les cas de digestion incompléte.

IV.3.5. Rétention des VEH par accrochage spécifique et non spécifique aux
eléments des biofilms

Le dernier facteur de la rétention que nous avons exploré est celui de la contribution
d'HBGA-like, présents a la surface de certaines bactéries, a la rétention des Norovirus a
travers deux expériences.

Deux expériences ont donc été réalisées au cours desquelles les biofilms et les eaux ont été
analysés selon le protocole de recherche des VEH développé dans le chapitre I.

IV.3.5.1. Exploration de la distribution des virus entre les éléments concrétisés
et I'eau interstitielle des biofilms.

Les biofilms peuvent schématiquement étre décomposés entre deux compartiments :

- celui de leurs éléments concrétisés: la masse des substances
exopolymériques (EPS), les particules de toutes natures qui y sont piégées et les
organismes,

- celui de I'eau interstitielle au sein du maillage des exo polymeéres et dans les
canaux qu'ils aménagent entre eux et sous les formes érigées, au contact de leur
support (ici la pouzzolane). Ce compartiment comporte lui aussi des éléments
concrétisés sous la forme de particules en suspension

On peut imaginer en conséquence, qu'en fonction de leurs caractéristiques physiques et
des propriétés de leurs constituants, les virus ne se distribuent pas de facon homogene entre
ces deux compartiments. Ainsi, a la diversité des VEH, du point de vue de leur dimension, de
leur géométrie ou de la composition des protéines de leur capside, doit correspondre une
diversité des affinités qu'ils peuvent avoir avec les composantes des biofilms.

Avec ce nouvel essai nous avions pour objectif d'explorer la distribution des VEH
autochtones et d'un virus spiké (MNV), dans les biofilms des bioréacteurs pouzzolane. En ce
sens, la concentration des virus a été comparée dans 3 types d’échantillons (Figure 1V-35) :

- dans un biofilm "entier" (biofilm broyé afin de dissocier, autant que possible, les virus
des éléments auxquels ils adhéraient) ;

- dans le surnageant de ce broyat aprés qu'il ait été centrifugé ;

- dans I'eau d'imbibition d'un biofilm non broyé (eau interstitielle), obtenue, elle aussi
apres centrifugation.
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Figure IV-35. Mode opératoire de lI'exploration de la distribution des virus dans les
compartiments des biofilms. Le spiking aux MNV a été réalisé dans les échantillons de
biofilms entiers juste avant leur traitement par broyage ou centrifugation.
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Figure IV-36. Concentrations de virus spiké et des virus autochtones dans les biofilms entiers,
dans les eaux interstitielles (surnageant biofilms) et dans les surnageants de biofilms broyés.
Les barres d’erreur représentent I’écart absolu médian (3 réplicats par condition, analysés en
duplicats de RT-qPCR).

La comparaison des concentrations des biofilms entiers avec celles des eaux interstitielles
permet d'estimer la concentration des virus accrochés aux éléments figurés des biofilms
(Figure IV-36). Le rapport entre les virus retrouvés dans |'eau interstitielle (surnageant de
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biofilms entiers) et ceux dans I’échantillon total (biofilms entiers broyés) s'avérent étre de 22
+ 1 % pour les NoV Gl et de 47 £ 3 % pour les AdVs. Les norovirus apparaissent donc avoir
plus de liens avec les éléments figurés des biofilms que les adénovirus.

Les valeurs obtenues pour les "surnageants de biofilms broyés" sont sensiblement les
mémes que celles des "biofilms entiers broyés" pour les deux virus. Le broyage semble donc
avoir été suffisamment efficace pour détacher tous les virus des structures auxquelles ils
étaient attachés. Le résultat indique aussi que, pour la contrainte (broyage) qui a été
appliquée aux biofilms, les deux virus ne se distinguent pas du point de vue de la résistance
de leurs attaches avec les composantes des biofilms.

Les analyses faites sur le virus spiké (MNV) font apparaitre des valeurs plus faibles dans les
biofilms entiers que dans les échantillons "eaux interstitielles" et "surnageant des biofilms
broyés". Cette anomalie pourrait étre liée a I'effet d'inhibiteurs de PCR sur les analyses de
biofilms entiers. Ce sont en effet, les échantillons dans lesquels leur concentration devait
étre la plus grande, par comparaison avec les surnageants de centrifugation. Cette remarque
suppose que les composés inhibiteurs étaient d'emblée associés a des particules ou qu'ils
I'ont été a la suite du lessivage particulaire concomitant a la centrifugation. Les résultats
montrent aussi qu'entre le moment ou il a été mis en contact avec les biofilms et celui de la
centrifugation (environ 2 minutes, avec 30 secondes de vortex), le virus est resté en
suspension dans I'eau d'imbibition des biofilms, sans contracter, donc, d'attache particuliére
avec leurs éléments figurés.

Le rapport des concentrations AdV/GI, apporte une autre information au sujet de la
distribution des virus au sein des biofilms. Sa valeur plus élevée dans les eaux interstitielles
(12.5) que dans les deux autres types d'échantillons (7.8 et 6 respectivement pour les
surnageants de biofilms broyés et pour les biofilms entiers) pourrait étre une nouvelle
indication d'une affinité des NoV Gl pour les éléments figurés des biofilms plus grande que
celle des AdV. La présence de récepteurs spécifiques, tels que les HBGA-like, pourrait en étre
['une des explications.

IV.3.5.2. Recherche d’HBGA-like dans les biofilms des bioréacteurs

Dans le prolongement des conclusions du chapitre précédent, nous avons cherché a mettre
en évidence la présence d'HBGA-like dans des échantillons de biofiltre en opérant selon le
protocole schématisé dans la Figure IV-37. Les échantillons ont recu un immunomarquage
fluorescent basé sur un anticorps primaire, spécifiguement dirigé contre un HBGA-A (Miura
et al. 2013) et un anticorps secondaire associé a un fluorophore émettant dans le vert
(Aa60nm). Un marquage au DAPI (émission dans le bleu, Assnm) a également été réalisé afin de
mettre en évidence la présence des corps bactériens. Les HBGA-like étant supposés étre
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sécrétés a la périphérie, voire a la surface des bactéries, les observations en microscopie
confocale laser, ont été consacrées a la recherche de superpositions des fluorescences.

Témoins
négatifs

> N
\,/’// . \\{/I . \lffu P /

Echantillons
positifs

Figure IV-37. Protocole expérimental de la recherche d'HBGA-like dans les biofilms de la
station d'épuration. 1) marquage des échantillons par immunofluorescence, 2) observation
en microscopie confocale laser (CLSM).

Figure IV-38. Observations au microscope confocal d'HBGA dans des échantillons de biofilms
de biofiltres par immunofluorescence. DAPI: corps bactériens. AlexaFluor 488 : HBGA-A.
Merged : superposition des deux fluorescences. L’ellipse montre la colocalisation d’HBGA et
de bactéries. La fleche montre la présence d’HBGA « libres ».

Dans la plupart des images qui ont été acquises, la faible résolution n'a pas permis
d’identifier avec certitude la nature des particules observées, en particulier de bacilles
marqués au DAPI. La superposition des canaux « DAPI » et « AlexaFluor » a cependant révélé
guelgues objets au niveau desquels les fluorescences étaient en coincidence, suggérant la
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présence de bactéries exprimant des HBGA-A (Figure IV-38). Nous n'en avons rencontré que
deux sur la vingtaine de champs parcourus lors de nos observations, correspondant a
environ 5E-10 g de biofilms.

Le résultat doit étre interprété en sachant que le marquage de nos échantillons n'a été fait
qgue pour un seul type d’HBGA alors qu'il est probable que plusieurs autres types aient été
présents.

Chez les bactéries, les HBGAs-like sont localisés au niveau des lipopolysaccharides et des
substances exopolymériques (Miura et al. 2013, Li et al. 2015, Amarasiri et al. 2016). lls
peuvent alors se situer a la surface des bactéries, mais aussi étre plus éloignés suite a un
décrochage de ces éléments. Il n'est donc pas étonnant que plusieurs images aient fait
apparaitre des points au niveau desquels la fluorescence des anticorps aHBGA-A (HBGA-A
"libres") ne se superposait pas a la fluorescence du DAPI (Figure IV-38, fleche).
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IV.4. Conclusions du Chapitre IV

Ce chapitre était consacré a I'effet du traitement biologique de I'eau sur la rétention des
charges virales.

Dans un premier temps, c’est I'effet de 'ensemble des acteurs de cette rétention qui a été
étudié, a travers la mise en ceuvre de pilotes de laboratoire. De ces essais, il résulte que les
phénomeénes de rétention des virus se décomposeraient en deux phases : une phase précoce
et rapide, durant laquelle la rétention est la plus importante, et serait principalement due a
des phénomenes physiques, suivie d’une phase tardive, durant laquelle des phénomeénes
biologiques entreraient en jeu.

Ces résultats suggerent également que le colmatage des bioréacteurs, induits par la
croissance des biofilms qui les colonisent, ne semble pas impacter significativement la
rétention des virus.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés au détail de la contribution de
certains mécanismes. Les résultats ont apporté confirmation aux hypothéses émises
précédemment sur la temporalité de l'implication des phénoménes physiques et
biologiques. lls ont par ailleurs mis en évidence I'effet de la température sur la rétention des
virus par les biofilms, suggérant que si les températures un peu élevées (>11°C) auxquelles
fonctionnent les bioréacteurs de la STEP, sont plutét favorables au développement des
biofilms, elles seraient plutét contre-productives vis-a-vis de la rétention des virus.

Au-dela des biofiltres pilotes, nos expériences ont montré les fortes capacités de rétention
de charges virales que peuvent avoir des microcosmes réduits a quelques grains de
pouzzolane enrobés de biofilms. lls ont apporté, a leur échelle, la confirmation de la
temporalité des processus évoqués plus haut, avec I'alternance des processus abiotiques et
des processus biotiques dans le contrdle des abattements viraux. lls ont également amené
des éléments sur la concurrence qui semble s'établir entre les deux types de processus a
certains stades de I'évolution des réacteurs, analogue a celle des biofiltres de I'UDEP, entre
deux opérations de détassage. A ce sujet, les résultats obtenus sur ces microcosmes
viennent en contradiction de la remarque précédente a propos de I'effet du colmatage sur la
rétention des virus. lls ont aussi apporté des éléments complémentaires en faveur de
I'existence de relations particulieres que les NoV Gl semblent avoir avec les éléments figurés
des biofilms et qui ne sont pas observés avec les AdV.

Sur le plan méthodologique, la comparaison des effets des différents facteurs sur les virus
modeles de VEH, que nous avons utilisés, MNV et les MS2, a mis en évidence des différences
de "comportement" notables, qui soulévent la question de leur pertinence et de
I'importance du choix de ces modeéles pour ce type d’étude.
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Le sujet de I'effet spécifique du traitement biologique des eaux usées sur les charges virales
est aussi encore tres peu documenté. Il implique de trés nombreux acteurs, tous en
interaction et c'est pourquoi nous avons souhaité I'aborder en considérant le plus grand
nombre de ses aspects, plutdét qu'en cherchant a en isoler I'une des composantes. Ce choix
est aussi la raison pour laquelle plusieurs de nos investigations relévent de premieres
approches. C'est le cas, en particulier, de I'exploration que nous avons faites de facteurs de
rétention spécifiques avec le cas des NoV (HBGA-like) et de facteurs non spécifiques
d'abattement des charges virales telle que I'ingestion par T. tubifex.
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Conclusions générales et perspectives

Il nous apparait utile de rappeler ici que ce projet a été congu et réalisé dans le cadre d'une
collaboration tripartite associant |'entreprise Abiolab, le groupe VIH et Virus Humains
Persistants de I'IBS (Institut de Biologie Structurale) de I'Université Grenoble Alpes et I'UMR
CNRS EDYTEM (Environnements, Dynamiques et Territoire de Montagne) de |'Université Savoie
Mont-Blanc.

De ce fait, il devait, tout a la fois, présenter un intérét sur le plan des connaissances
scientifiques mais aussi adresser des questions en prise avec les réalités socio-économiques
de l'entreprise, susceptibles de déboucher, a court ou a moyen terme, sur des applications
potentielles dans le domaine de I'analyse des virus entériques dans les eaux
environnementales.

Le sujet de notre travail a été défini au constat des enjeux de santé publique attachés a la
mesure de la charge en virus entériques humains des eaux usées, aussi bien a I'entrée des
STEPs, en tant que 1°" niveau d'alerte d'épisodes épidémiques, qu'a la sortie, vis-a-vis des
risques de contamination des milieux environnementaux et, indirectement, des populations
humaines.

Bien que de nombreuses études se soient penchées sur la détection et la quantification des
virus dans les eaux usées, notamment en lien avec la pandémie de SARS-CoV-2, les travaux sur
les performances des STEPs dans la réduction des charges virales sont encore tres
fragmentaires. Les études font état d'une grande variabilité des résultats en raison de la
diversité des situations et des procédés de traitement. Les défis initiaux dans ces études
portent sur les analyses elles-mémes, incluant les problémes liés a I'échantillonnage, a
I'extraction des virus et aux interférences dues a certains éléments de la composition
chimigues des eaux usées.

Dans ce contexte, notre approche a été orientée vers deux points principaux :

- celuides probléemes liés a I'échantillonnage et a I'analyse des virus dans les eaux
usées, deux étapes dont les performances déterminent la qualité des données et
celle des interprétations qui en sont faites, mais aussi grace auxquelles les
protocoles existants peuvent étre optimisés,

- celui de l'évaluation de la performance des STEPs dans la rétention / la
transformation des charges en VEH, en termes de concentration, d'intégrité des
particules virales et de diversité.
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Les progrés apportés par notre travail aux connaissances relatives a ces deux points
complémentaires sont multiples.

Au plan méthodologique, une partie de nos essais a été consacrée a la mise au point de
techniques d’échantillonnage innovantes (échantillonneurs passifs basés sur des matériaux
adsorbants), et a 'optimisation de I'extraction des virus et de I'analyse des acides nucléiques.
L'examen de la bibliographie montre en effet la nécessité d’élaborer des protocoles optimisés
pour les eaux environnementales. Dans ce domaine, nos résultats concluent au fait que l'une
des principales améliorations qui doit étre apportée aux méthodes basées sur les matériaux
adsorbants de type chitosan et charbon actif, concerne I'efficacité de la récupération des virus.
IIs soulignent également le fait que, dans I'état actuel de leur mise au point, ces dispositifs
relévent plus des techniques de détection que des techniques de quantification des virus.

Nos résultats viennent également compléter la connaissance, encore trop fragmentaire, de
I’évolution des charges virales dans les eaux usées, a plusieurs échelles.

Celle, globale, des deux traitement principaux (traitements primaire et secondaire) avec les
informations apportées sur leurs efficacités relatives dans I'abattement des charges en VEH.
Sur Lensemble de nos mesures, les valeurs ont été de l'ordre de 36% de part et d’autre du
décanteur primaire pour les NoV Gl et AdV, et de 60% pour le NoV Gll. De part et d’autre des
biofiltres, les diminutions se sont révélées étre d’environ 30% pour les NoV Gl et les AdV, et
0% pour les NoV Gll. Au total, les abattements entre I'entrée et a la sortie de la station
s’établissaient donc a 58 % et 52 % respectivement pour les NoV et des AdV. Au terme de ce
travail, le constat de la difficulté de comparer ces valeurs a celles qui apparaissent dans la
bibliographie, en raison de la disparité des contextes dans lesquels elles ont été acquises :
variabilité intrinseque de la composition des eaux usées, variabilité des traitements et des
techniques d’analyse.

La seconde échelle a laquelle nos résultats viennent apporter une connaissance
complémentaire, est celle de la constitution des populations virales avec le chiffrage spécifique
de quelques représentants des VEH aux stades intermédiaires des traitements. En
complément des valeurs enregistrées a I'entrée et a la sortie de la STEP, cette information est
un préambule a toute perspective d’amélioration ou d’optimisation des procédés de
traitement, mais aussi a I'évaluation des risques associés aux opérations auxquelles les boues
primaires sont soumises ultérieurement.

Plusieurs de nos résultats, apportent l'indication que certaines des évolutions observées ne
représentent pas des généralités. C'est ce qu'il faut conclure des disparités relevées entre les
abattements des trois virus étudiés ou encore, de l'indications recue dans plusieurs de nos
essais, de la probabilité d'une relation particuliere des NoV Gl avec les particules en
suspension. Ces disparités montrent I'intérét que pourrait avoir la reproduction de notre
démarche avec d’autres représentants des VEH.
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La fraction des VEH qui a conservé son caractere infectieux constitue, elle aussi, un cas
particulier auquel se sont adressées nos mesures réalisées a I'aide du virus modéle MS2. Ils
montrent que cette fraction est éliminée a hauteur de plus de 80% avec les boues primaires et
la combinaison de polymeres mise en ceuvre a I'lUDEP. 20 % des virus infectieux poursuivraient
donc leur cheminement en direction des biofiltres. Les mesures effectuées au niveau du
traitement secondaire apportent I'indication d’un contribution complémentaire effective des
biofiltres a ces abattements. Bien qu’elle n’ait pas pu étre chiffrée, ces résultats font apparaitre
la possibilité d’'une émission de formes virulentes des VEH en aval de la station.

Sur le plan de la connaissance des mécanismes de I'abattement des charges virales, nos
expériences, ont été essentiellement focalisées sur ceux qui interviennent dans les biofiltres.
Ils ont été menés en microcosmes par une série d'essais dans lesquels certains des acteurs qui
déterminent ces mécanismes étaient tour a tour isolés. Leur connaissance est en effet un
préambule dans la recherche d’améliorations des procédés de traitement, notamment sur le
plan de I'élimination des organismes pathogenes. Les résultats révélent la coexistence de
processus physiques et de processus biologiques, en concurrence les uns avec les autres, mais
qui, tour a tour, prennent le contréle principal de I'abattement des virus. lls montrent aussi
que, dans le systeme pouzzolane-biofilm, la rétention due au minéral est plus importante que
celle liée au vecteur biologique, dans le cas du norovirus murin.

Les mesures effectuées sur pilotes de laboratoire montrent I'augmentation effective de la
rétention virale avec I'age des biofilms, suivant un modeéle de type logistique. Une forme de
validation a été apportée a nos pilotes pour la simulation qu'ils étaient censés faire des
biofiltres de la station, avec I'apparition, au bout de 8h, du début de la phase plateau, en
correspondance avec les 13h qui séparent les phases de détassage au sein de I’'UDEP.

Ce travail a également eu pour objectif d’apporter une information sur les effets des
traitements sur la diversité des VEH, en liaison avec la variabilité du risque infectieux selon les
génotypes, génogroupes ou espéces au sein d’'un méme genre. Les essais ont été conduits sur
la base d’analyses NGS. Les résultats partiels obtenus, suite aux nombreuses difficultés
rencontrées, soutiennent notre hypothese d’un effet filtre espéce-dépendant sur les AdV, qui
serait conséquent a la mise en ceuvre de polymeéres au niveau de la décantation primaire.
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Au terme de ces conclusions, relatives a des expériences qui, pour la plupart, relevent de
leres approches, les principales études qui pourraient venir dans le prolongement de ce travail
nous paraissent étre les suivantes :

Sur le plan méthodologique :

Poursuivre la mise au point d’échantillonneurs passifs par une amélioration de
I'efficacité des procédés de récupération des virus ou de leurs acides nucléiques.

Sur le plan analytique :

- Compte-tenu de la récurrence des problemes posés par les inhibiteurs des réactions
enzymatiques relevant de la biologie moléculaire, inciter au montage de projets
collaboratifs transdisciplinaires sur leur identification et la mise au point de
techniques visant a en réduire les effets ;

- Reproduire une partie des expériences faites dans ce travail avec un panel de VEH
élargi aux Astrovirus et Rotavirus en liaison avec leurs particularités structurales et
leur importance du point de vue épidémiologique ;

Sur le plan de l'effet des traitements des eaux usées sur les charges virales :

- Donner suite a notre recherche, par séquencage haut débit, de changements de
diversité induits par les traitements, en particulier du fait de la mise en ceuvre de
polyméres de coagulation-floculation.
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Résumé

Les virus entériques humains (VEH), responsables de la majorité des gastroentérites aigués, sont rejetés en
grande quantité dans I'environnement hydrique a travers les feces. L’analyse des charges en VEH dans les
eaux usées représente donc un réel enjeu de santé publique, aussi bien a I'entrée de station d’épuration
(STEP) (1ére niveau d’alerte d'épisodes épidémiques) qu'a la sortie (contamination des milieux situés en
aval).

A travers ce travail, nous avons souhaité participer a I'effort d’amélioration de I'analyse des VEH dans les
eaux usées, qui, confrontée a un milieu complexe et changeant, est encore trop contrainte par les limites
des techniques employées. Nous avons également voulu apporter des éléments d'interprétation de la
contribution des acteurs de la rétention des virus au sein des STEPs.

Dans un 1er chapitre, une méthode d’analyse des charges virales des eaux usées de STEP, a été optimisée
dans le respect des moyens humains et matériels dont dispose un laboratoire d’analyses
environnementales. Le protocole a été appliqué dans la suite des travaux de la these. Sur le plan de
I’échantillonnage, nos essais se sont inscrits dans la recherche de techniques innovantes d'extraction des
virus par 'utilisation de matériaux adsorbants : charbon actif et chitosan. Ils ont conduit au développement
d’échantillonneurs prototypes, a partir desquels un capteur passif de terrain sera mis au point.

Avant d'entrer dans le détail des effets des traitements sur les charges virales, il convenait d'examiner la
réalité de leur abattement dans les conditions réelles d’'une STEP. Le 2éme chapitre présente le
fonctionnement de I'UDEP Grand Chambéry a travers une partie des analyses d’autosurveillance de
I’établissement, complétées par des quantifications de norovirus (NoV) et d’adénovirus (AdV). Une analyse
de corrélations multiples a permis d’éclairer les relations mutuelles entre les concentrations et les taux
d'abattement des VEH, mais également leurs relations avec quelques-unes des variables explicatives de
leur environnement physique et chimique.

Le traitement primaire de I"UDEP repose sur I'élimination des matiéres en suspension par décantation,
assistée par I'ajout de polymeéres. Le 3éme chapitre aborde la comparaison des effets de différents
polymeéres, sélectionnés selon leur propriétés physiques et chimiques, en termes de rétention et de
viabilité des charges virales. Dans leur ensemble, les résultats font apparaitre qu'une grande part des VEH
traverse cette étape sans étre retenue. Les mesures d’infectivité montrent que la plupart conservent un
caractere infectieux mais sont toutefois retenus majoritairement dans les flocs.

Les contributions relatives des différents acteurs de la rétention des virus — relevant de processus
physiques, chimiques ou biologiques —au niveau des réacteurs biologiques, sont encore mal connues. C'est
a ce sujet que nous avons souhaité apporter des connaissances, avec les essais décrits dans un 4éme
chapitre, et qui se sont donc inscrits dans une logique de premieres approches. La rétention des VEH a été
conduite a I'échelle de pilotes de laboratoire simulant les biofiltres de I’'UDEP, et a celle de microcosmes
représentés par des grains de pouzzolane colonisés par des biofilms. Les résultats ont mis en évidence
I'amplitude et la temporalité des processus physiques et biologiques impliqués dans la rétention des VEH.

En conclusion, le travail souligne l'intérét d'une approche détaillée, des processus qui participent a
I’élimination des charges virales dans les eaux usées dans les STEPs pour mieux en comprendre les
performances et dans la perspective de leur apporter des améliorations.
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Abstract

Human enteric viruses (HUEV), which are responsible for the majority of acute gastroenteritis, are
released in large quantities into the water environment via faeces. Analysis of HUEV loads in wastewater
therefore represents a real public health issue, both at the treatment plant inlet (1st epidemic alert level)
and at the outlet (contamination of downstream environments).

Through this work, we wanted to contribute to the effort to improve the analysis of HUEVs in
wastewater, which, faced with a complex and changing environment, is still too constrained by the limits
of the techniques used. We also wanted to provide elements for interpreting the contribution of the players
involved in virus retention in WWTPs.

In the 1st chapter, a methodology for the analysis of viral loads in wastewater was optimised in terms
of human and material resources available to an environmental analysis laboratory. The protocol was
subsequently applied throughout the remainder of the thesis. With regard to the sampling process, our
research was conducted as part of an investigation into the potential of innovative techniques for the
extraction of viruses using adsorbent materials, namely activated carbon and chitosan. These have resulted
in the creation of prototype samplers, from which a field passive sensor will be developed.

Before going into detail about the effects of treatments on viral loads, it was necessary to examine the
reality of their abatement under real conditions in a WWTP. The 2nd chapter presents the operation of the
Grand Chambéry UDEP through some of the plant's self-monitoring analyses, supplemented by
quantifications of norovirus (NoV) and adenovirus (AdV). A multiple correlation analysis shed light on the
mutual relationships between concentrations and abatement rates of HUEVSs, as well as their relationships
with some of the variables that explain their physical and chemical environment.

The primary treatment of the UDEP is the removal of suspended solids through decantation, facilitated by
the addition of polymers. The 3™ chapter presents a comparative analysis of the effects of different
polymers, selected on the basis of their physical and chemical properties, in terms of retention and viability
of viral loads. In general, the findings indicate that a significant number of HUEVs pass through this phase
without being retained. Infectivity measurements indicate that the majority of the particles retain their
infectious nature, although the majority are retained in the flocs.

The relative contributions of the various processes involved in virus retention in biological reactors,
whether physical, chemical or biological, remain poorly understood. In this context, we aim to contribute
to the existing body of knowledge by presenting the tests described in the 4t chapter, which represent a
preliminary approach to the subject matter. The retention of HUEVs was conducted at two distinct scales:
firstly, at the laboratory pilot level, which simulated the biofilters of the UDEP; and secondly, at the
microcosm level, represented by grains of pozzolan colonised by biofilms. The results elucidated the extent
and temporality of the physical and biological processes involved in HUEV retention.

In conclusion, the work emphasises the value of a comprehensive approach to the processes involved in
eliminating viral loads from wastewater in WWTPs in order to gain a deeper understanding of their
performance and to inform improvements.
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