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RESUME

Le consortium de recherche Obépine (Observatoire Epidémiologique dans les Eaux Usées) s'est attaché,
depuis mars 2020, a exploiter la présence du SARS-CoV-2 dans les eaux usées pour proposer un suivi épidémiolo-
gique de la COVID-19 en France. Bien que I'épidémiologie des eaux usées soit une discipline déja ancienne, elle
n'a jamais connu de déploiement aussi important a I’échelle nationale et internationale. Réunissant des
équipes de recherche aux compétences variées, Obépine a établi les premiers protocoles de quantification du
génome viral dans eaux usées des stations de traitement des eaux usées (STEU). Le réseau sentinelle qui a été
construit avec I'appui du Ministere francais de I'Enseignement supérieur, de la Recherche et de I'Innovation
comprend a ce jour 200 STEU en France métropolitaine et outre-mer. Il permet d'évaluer de facon bihebdoma-
daire la dynamique de I'épidémie dans plus de 33 % de la population francaise. Cet article présente la genése
d'un projet de surveillance et les axes de recherche d'un réseau qui souhaite s'attacher - dans un futur proche
—a compléter les dispositifs d’alerte précoce et de suivi des infections endémiques ou émergentes existants.

Mots-clés : SARS-CoV-2, COVID-19, épidémiologie dans les eaux usées, réseau sentinelle

— ABSTRACT

Since March 2020, the Obépine (Observatoire Epidémiologique dans les Eaux Usées) research consortium has
been working on exploiting the presence of SARS-CoV-2 in wastewater to propose epidemiological monitoring
of COVID-19 in France. Although wastewater epidemiology is a long-standing discipline, it has never been so
widely deployed on a national and international scale. Bringing together research teams with varied skills,
Obépine has established the first protocols for quantifying the viral genome in samples from wastewater
treatment plants (WWTPs). The sentinel network, which was built with the support of the French Ministry of
Higher Education, Research and Innovation, currently includes 200 WWTPs in mainland France and overseas. It
allows the bi-weekly assessment of the dynamics of the epidemic in more than 33% of the French population.
This paper presents the genesis of a surveillance project and the lines of research of a network that wishes to
work - in the near future - to complete the existing early warning and monitoring systems for endemic or
emerging infections.

Key-Words: SARS-CoV-2, COVID-19, wastewater epidemiology, sentinel network
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INTRODUCTION

La surveillance des maladies infectieuses - dans leur compo-
sante humaine et/ou zoonotique - est un élément central de la
prévention et du controle des épidémies. Le concept de santé
globale/une seule santé (angl. One Health) rappelle que la
circulation des pathogénes est étroitement liée aux relations
complexes qu’entretiennent I'Homme, le monde animal et
I'environnement (Zinsstag et al. 2018 ; Di Marco et al. 2020).
Cette vision holistique de l'infectiologie a permis de souligner
que les émergences infectieuses sont largement déterminées par
des facteurs socio-économiques, agronomiques, climatiques
et/ou écologiques. Dés 2008, Jones et collaborateurs avaient déja
rappelé que 'essentiel des maladies émergentes chez 'Homme
était d’origine animale et qu’elles trouvaient dans prés de 75 %
des cas leur origine dans la faune sauvage (Jones et al. 2008).

A linterface entre I'Homme, les animaux et 'environnement,
les eaux usées constituent par essence une ressource d’intérét
majeur pour la surveillance des agents pathogeénes et de leur
évolution, mais également pour la surveillance des résistances
aux molécules antimicrobiennes (Mao et al. 2021). Beaucoup
d’autres molécules, témoins de 'exposition de 'Homme aux
pesticides, aux drogues, aux traitements médicaux y sont régulié-
rement recherchées, contribuant ainsi & mieux caractériser
I'exposome et a identifier facilement les risques sanitaires a
I’échelle locale (Lorenzo et Pico, 2019 ; Wild, 2005 ; Devault et
Karolak, 2020 ; Devault et al. 2018). Réceptacle des excréments
humains, parfois animaux, les eaux usées constituent tout a la
fois un vecteur privilégié dans la transmission des maladies
féco-orales et une matrice de choix pour établir une cartogra-
phie dynamique des agents pathogénes en circulation sur un
territoire donné et suivre leur incidence saisonniére (Prevost et
al. 2015 ; Prado et al. 2019 ; Le Guyader et al. 2014 ; Mao et al.
2020 ; O’Brien et Xagoraraki, 2019 ; Corpuz et al. 2020 ;
Wurtzer v. 2021a). L'analyse microbiologique des eaux usées a
progressivement démontré son potentiel, encore largement
sous-exploité, comme dispositif de surveillance et d’alerte
précoce des émergences infectieuses (Mao et al. 2020). L'initia-
tive portée par les équipes de recherche réunies autour du projet
Obépine (OBservatoire EPIdémiologique daNs les Eaux usées)
est l'illustration du succés d’une approche multidisciplinaire
intégrée qui a permis a la France de mettre en place en quelques
mois seulement un dispositif de surveillance de I'épidémie de
COVID-19 via I'analyse des eaux usées. Cette stratégie pourrait
se généraliser dans un avenir proche, notamment dans le but
d’¢évaluer I'état de santé des populations dans le bassin versant
d’une station de traitement des eaux usées (STEU), voire a
s’étendre a d’autres questions en lien avec l'infectiologie ou la
toxicologie environnementale.

POURQUOI L'EPIDEMIE DE COVID-19 A-T-ELLE
PU ETRE SUIVIE DANS LES EAUX USEES ?

Le SARS-CoV-2 est 'agent étiologique de la COVID-19 («Coro-
navirus disease 2019»), une maladie 4 point d’entrée respiratoire
et dont I'évolution peut étre fatale notamment chez les sujets
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agés ou atteints de comorbidités (Hu et al. 2021). Initialement
identifi¢e & Wuhan - capitale de la province du Hubei (Chine) -
en décembre 2019, I'épidémie s’est rapidement étendue au point
d’étre qualifiée de pandémie par 'OMS dés mars 2020 (Zhu et
al. 2020). A ce jour, l'infection a été officiellement détectée chez
plus de 200 millions de patients et aurait entrainé prés de 4,5
millions de morts (site OMS, consulté le 20 aott 2021).

Le SARS-CoV-2 appartient aux Coronaviridae, une famille de
virus 2 ARN positif, enveloppés, dont 6 membres avaient déja
été identifiés chez 'Homme (V'kovski et al. 2021). Produits
d’une émergence zoonotique déja ancienne, quatre d’entre eux
(HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 et HCoV-HKU1)
sont parfaitement adaptés a 'Homme, chez lequel ils circulent
selon un mode saisonnier hivernal en causant le plus souvent
des infections respiratoires hautes bénignes ou modérées
(Paules et al. 2020). Des ancétres de ces virus ont été identifiés
chez des rongeurs et des chauves-souris (Corman et al. 2018),
témoignant d’une origine animale probable. Trois autres
coronavirus humains - SARS-CoV, MERS-CoV et SARS-CoV-2
- sont d’émergence zoonotique récente et associés a des
atteintes parfois létales (15 %, 35 % et 1,5 % respectivement)
(Ioannidis, 2021).

Le SARS-CoV-2 est transmis principalement par contact direct
ou indirect, par l'intermédiaire de gouttelettes de salive, de
sécrétions ou d’aérosols respiratoires (Meyerowitz et al. 2021).
Le manuportage, le transport de virus infectieux via des surfaces
inertes ou sur des aliments crus pourraient également
contribuer a la circulation du virus dans des proportions qui
restent a préciser. Enfin, la présence du virus dans les selles (voir
infra) a incité certains auteurs a supposer la possibilité¢ d'une
transmission par aérosols fécaux, ce qui reste a établir de facon
formelle McDermott et al. 2020 ; Kang et al. 2020 ; Elsamadony
et al. 2021 ; Danchin et al. 2020).

POURQUOI A-T-ON JUGULE L'EPIDEMIE DE
SARS-COV (2002-2003) EN QUELQUES MOIS
SEULEMENT ALORS QUE L'EPIDEMIE DE
SARS-COV-2 N'EST TOUJOURS PAS SOUS
CONTROLE ?

La comparaison des épidémies de SRAS (syndrome respiratoire
aigu sévere lié au SARS-CoV) (2002-2003) et de COVID-19
montre que les mesures qui avaient permis d'endiguer 1'épidé-
mie de SRAS — détection précoce et isolement des cas, mise en
quarantaine des contacts, distanciation sociale et, dans certains
cas, quarantaine collective — se sont avérées inefficaces pour
juguler la pandémie actuelle (Wilder-Smith et al. 2020). Dans le
cas du SRAS, la transmission du virus s’opére principalement
par 'intermédiaire des patients les plus gravement atteints et
seulement aprés 'apparition des signes cliniques. Cette caracté-
ristique a permis d’identifier et d’isoler rapidement les porteurs
sur une base syndromique (fiévre, syndromes respiratoires) et de
mettre en quarantaine les personnes contacts avant qu’elles ne
transmettent le virus. A Popposé, pour la COVID-19, Pexcré-
tion virale précéde l'apparition des symptomes de quelques
jours, rendant la transmission possible avant méme que les
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malades ne soient identifiés (Rothe et al. 2020). On estime par
ailleurs que les porteurs non symptomatiques étaient assez
exceptionnels dans le cas du SRAS et qu'ils ont trés peu
contribué a faire circuler le virus. A Popposé, un modéle récent
suggere que 59 % de l'ensemble des transmissions provien-
draient de porteurs asymptomatiques (35 % provenant d'indivi-
dus pré-symptomatiques et 24 % d'individus qui ne développent
jamais de symptomes) (Johansson et al. 2021). Dans cette
hypothése, la majorité des transmissions se feraient donc a
partir de porteurs non symptomatiques ce qui explique I'échec
des stratégies d’isolement qui se limitent aux malades (Gao et al.
2021). Le déploiement des tests individuels de masse - d’abord
par RT-qPCR puis par recherche des antigénes viraux dans les
sécrétions nasales - ont été rendus possibles par I'isolement et le
séquencage rapide du SARS-CoV-2. Ils ont sans aucun doute
contribué a faciliter I'identification des porteurs et a visualiser -
depuis juin 2020 en France - la trajectoire de I'épidémie.
Toutefois, cette campagne de tests massive est associée a un colit
exorbitant. D’apreés le rapport de la Cour des comptes de juillet
2021 intitulé « Les dépenses publiques pendant la crise et le bilan
opérationnel de leur utilisation », le cott total des tests individuels
s’éleverait & 2,8 Md d’euros pour 2020 et les dépenses de ville
relatives aux tests pourraient atteindre 4,9 Md d’euros en 2021,
sans qu’une réelle surveillance du respect des mesures d’isole-
ment n’ait été¢ mise en place. On peut aussi noter le manque
d’homogénéité dans la population testée au cours de 'épidémie,
entre I'été¢ 2020 o les tests étaient exceptionnels, la période de
Noél ou les personnes se sont testées massivement en prévision
des rencontres familiales, puis peu pendant les jours fériés, et le
début de la troisiéme vague (janvier et février) ot les tests ont été
massifs et assez aléatoires. Par ailleurs, les résultats des tests
compilés dans SIDEP (Systéme d'information de dépistage
populationnel) sont affectés aux lieux de résidence habituels des
patients (grace a la carte Vitale) et non au lieu ot sont faits les
dépistages, un écart qui peut biaiser les données épidémiolo-
giques régionales en période de congés notamment.

LES EAUX USEES RECUEILLENT LE VIRUS
EXCRETE DANS LES SELLES DES SUJETS
SYMPTOMATIQUES ET NON SYMPTOMA-
TIQUES

Bien que l'infection & SARS-CoV-2 affecte en premier lieu les
voies respiratoires, le génome viral est également détecté dans le
sang, les urines (de facon assez exceptionnelle) et dans les selles
(Peng et al. 2020 ; Holshue et al. 2020) ou les charges virales
peuvent étre transitoirement tres élevées (de 102 a 108 copies
d’ARN par gramme de selle selon certains auteurs) (Wolfel et al.
2020); les durées d’excrétion dans les selles, selon une
dynamique qui reste toujours a préciser, varient d'un patient a
l'autre. Elles peuvent sétendre a 3, 6 voire 17 semaines et
peuvent excéder la détection du virus dans les voies respiratoires
supérieures (Chen et al. 2020 ; Wolfel et al. 2020 ; Wu et al.
2020 ; Zhang et al. 2021). Ces observations suggerent qu’il s’agit
principalement d’'une réplication virale entérique et non du
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transit passif d'un virus d’origine naso-pharyngée au tube
digestif. Selon une méta-analyse publiée en 2020 et réunissant
47 ¢tudes, les patients atteints de COVID-19 manifestent divers
signes d’atteinte gastro-entérique a type de diarrhées (7,7 %), de
nausées/vomissements (7,8 %) et de douleurs abdominales
(2,7 %) (Sultan et al. 2020). Ces signes sont imparfaitement
corrélés a la présence du virus dans les selles puisque le génome
viral est détecté dans pres de 50 % des échantillons de selle
prélevés chez les malades et que certaines selles de patients
atteints de diarrhée sont négatives (Lin et al. 2020 ; Tian et al.
2020 ; Guo et al. 2021). Il est important de noter que le génome
viral peut étre détecté chez les adultes et les enfants et notam-
ment chez des porteurs peu ou pas symptomatiques (Jones et al.
2020 ; Xu et al. 2020). En conclusion, la détection du génome
viral dans les selles est bien documentée mais les données qui
permettraient de caractériser la dynamique de l'excrétion
restent parcellaires : les mesures de charges virales chez les
patients asymptomatiques sont rares et I'impact de la vaccina-
tion sur le cycle entérique du virus et sur son excrétion dans les
selles n’est pas solidement documentée a ce jour (Schmitz et al.
2021). Par ailleurs, la possibilit¢ d’'une transmission féco-orale
du SARS-CoV-2 reste discutée : les preuves épidémiologiques
sont assez fragiles et 'isolement de virus infectieux a partir de
selles contenant du génome viral reste assez rare (Xiao et al.
2020 ; Zhang et al. 2020 ; Wang et al. 2020 ; Guo et al. 2021).

Deés T'hiver 2020, plusieurs équipes souvent issues de la
microbiologie environnementale s’attachent a rechercher la
présence du virus dans les eaux usées notamment au niveau des
stations de traitement des eaux usées (STEU). Gertjan Medema
et ses collaborateurs sont les premiers a publier - aux Pays-Bas -
que le SARS-CoV-2 peut étre détecté dans les eaux usées
concomitamment a l'identification des premiers cas cliniques
(Medema et al. 2020). L'utilisation d’échantillons d’eaux usées
analysés de facon rétrospective permettra méme de détecter le
virus avant que les premiers cas cliniques ne soient identifiés ou
dans les zones de faible prévalence (Ahmed et al. 2020a ;Peccia
et al. 2020 ; Randazzo et al. 2020 ; La Rosa et al. 2020).
Toutefois, ces approches restent qualitatives. Si elles constituent
un signal d’alerte précoce, elles ne permettent pas de caractéri-
ser la dynamique de Iépidémie ni, a fortiori, de mesurer I'impact
des mesures de freinage collectives (confinement, couvre-feu) ou
d’identifier une reprise épidémique a I'échelle d’un territoire.
Elles ne permettent pas non plus de construire des modeles
épidémiologiques capables de mettre en relation les quantités
de virus recueillies dans les eaux usées avec le nombre de
porteurs du virus. C'est pour répondre a ces questions qu’un
premier consortium de recherche s’est construit dés mars 2020
autour de trois équipes de Sorbonne Université (virologie,
mathématiques, hydrologie), de 1'équipe R&D d’Eau de Paris
(virologie environnementale) et de I'Institut de recherche biomé-
dicale des armées (IRBA, virologie) afin de quantifier le génome
viral dans les STEU. Dans I’étude princeps réalisée sur les STEU
d’lle-de-France - contemporaine de 1'étude hollandaise - le
génome viral a été extrait et quantifié¢ par RT-qPCR entre le 5
mars et le 23 avril 2020, une période qui inclut le premier
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confinement (17 mars - 11 mai 2020). Il faut rappeler qu’a cette
période, les campagnes de tests RT-qPCR massives n’ont pas
encore débuté en France. Par conséquent, I'évaluation de la

charges virales dans les eaux usées est trés bien corrélée avec le
nombre d’hospitalisations ; par ailleurs, on observe une
réduction drastique des charges virales une a deux semaines
seulement apres la mise en place des mesures de confinement
en France, réduction qui annonce la diminution du nombre de

patients hospitalisés dans les semaines qui suivront (Figure 1).

dynamique de I'épidémie repose principalement sur les données
cliniques (cas présomptifs et éventuellement confirmés). Les
résultats obtenus démontrent que la mesure hebdomadaire des
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Figure 1 : Dynamique de I’épidémie de COVID-19 en Ile-de-France : niveau de circulation dans les eaux usées (vignette supérieure) et dans la
population (vignette inférieure)

Haut : Obépine produit un indicateur sans unité, semi-logarithmique, qui traduit le niveau de circulation dans les STEU. Les valeurs moyennes de

Pindicateur en lle-de-France (courbe pointillée) et les valeurs mesurées sur la station Marne — Aval (courbe pleine) sont indiquées. Les périodes de
confinement apparaissent en gris. Les périodes colorées correspondent & diverses mesures de freinage (couvrefeu).
Bas : Taux d’incidence et taux de positivité en Ile-de-France

La fléche rouge indique la détection de la seconde vague dans les eaux usées (20 juin) et dans la population (fin juillet).

Cet article est publié sous licence creative commons CC-BY-NC-ND 4.0

Bull. Acad. Vét. France — 2021 — http://www.academie-veterinaire-defrance.org/ 4




La prépublication de Darticle publié sur la région ile-de-France
(Wurtzer et al. 2020) - largement relayée dans la presse scienti-
fique (Lesté-Lasserre, 2020) et dans les médias francais et
étrangers - démontre pour la premiére fois l'intérét d’'une
approche quantitative pour construire un dispositif de suivi de
'¢pidémie via les eaux usées, notamment dans des situations ou
les ressources technologiques, humaines et/ou financiéres sont
insuffisantes pour documenter la dynamique de I'épidémie par
des campagnes de tests massifs. Des travaux similaires sont
conduits 4 Nancy par le Laboratoire de Chimie Physique et
Microbiologie pour les Matériaux et I'Environnement (LCPME)
sur 10 des plus grandes villes francaises (Bertrand et al. 2021),
une équipe qui participera également a la construction du consor-
tium de recherche Obépine (voir infra). En dépit d’une certaine
réticence de la communauté médicale francaise qui a parfois
opposé I'épidémiologie des eaux usées aux approches «indivi-
du-centrées», cette stratégie a été soutenue par trois académies
(technologies, sciences et médecine) avant d’étre identifice
comme un axe de recherche prioritaire par le Comité Analyse,
Recherche et Expertise (CARE) COVID-19 présidé par Francoise
Barré-Sinoussi. Ces soutiens ont permis, dés mai 2020, d’élargir
le consortium initial pour créer I'Observatoire épidémiologique
dans les eaux usées (Obépine), un dispositif de recherche intégré
humaine, hydrologie, virologie
des
mollusques d’eau douce et d’eau de mer) qui évoluera en aott
2020 pour devenir un groupement d’intérét scientifique (GIS) .

mathématiques,
risque virologique

(virologie

environnementale, évaluation du

Les problématiques proposées abordent tous les aspects de
I'¢pidémiologie du SARS-CoV-2 via les eaux usées, et au-dela de
répondre aux questionnements scientifiques suivants :

- Quels sont les risques infectieux liés aux selles des patients, au
virus détecté en amont des stations, dans les boues résiduaires et
dans les eaux de surface ?

- Quels sont les dispositifs les plus adaptés pour une surveillance
environnementale locale (sorties d’eaux usées des batiments a
usage collectif, écoles, EHPAD, prisons, campus universitaires...) !
- Quelles sont les meilleures méthodes de préléevement et
d’analyse ? Quels sont les dispositifs de capture du virus les plus
traités, bio-concentrateurs

(échantillons bruts ou

animaux, capteurs passifs...), les meilleurs sites d’échantillonnage ?

efficaces

- Comment construire — a partir des données brutes (charges
virales journalieres mesurées dans les STEU) - un indicateur
fiable, insensible aux précipitations, comparable d’un réseau
d’assainissement a autre ?

- Comment intégrer les parameétres qui influencent les données
brutes (densité des populations, gestion des réseaux d’eaux
usées, pluviométrie, composition chimique etc.) pour normali-
ser les signaux au plus prés des variations tendancielles réelles de
I'épidémie ?
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- Comment exploiter les techniques de biologie moléculaire et
de métagénomique pour analyser la viabilit¢ du virus et la
variabilité génétique des virus collectés dans des matrices
environnementales !

En juin 2020, le Ministére francais de 'Enseignement supérieur,
de la Recherche et de I'Innovation (MESRI) a missionné les
porteurs du projet pour mettre en place un dispositif sentinelle
pilote qui devait produire une carte dynamique hebdomadaire
de l'épidémie sur le territoire national métropolitain et
outre-mer. Initialement con¢u pour prendre en charge 150
stations de référence et doté d’un budget de 3,5 millions d’euros,
ce dispositif intégre aujourd’hui 200 STEU et produit chaque
semaine une photographie de I'épidémie qui englobe plus de 22
millions de francais, soit 33 % de la population, pour un cotit
2 500 fois inférieur (!) a celui des courbes épidémiologiques
construites a partir des données SI-DEP (environ 75 000 euros
pour un suivi bihebdomadaire de I'ensemble des stations).

D'UNE PREUVE DE CONCEPT A LA
CONSTRUCTION DUN RESEAU SENTINELLE
NATIONAL

Le choix des 150 STEU sentinelles initiales du projet (dites
stations meéres) a partir des 22 000 STEU francaises s’est appuyé
sur un travail préliminaire de statistique (non publi¢). Une
hydrologiques, ~démographiques,
économiques, sociologiques, touristiques ont été pris en compte
pour établir leur classification en aires urbaines (Tableau I).

trentaine de  critéres

1. La somme des populations municipales des communes
présentes dans l'aire urbaine ;

2. Le nombre de stations touristiques désignées par décret
ministériel au sein de l'aire urbaine ;

3. Le nombre de communes présentes dans l'aire urbaine ;

4. La proportion d'habitants présents dans l'aire urbaine par
rapport a celle du département ;

5. La proportion de population active sur la population totale
de l'aire urbaine ;

6. La proportion de population retraitée sur la population totale
de l'aire urbaine ;

7. Le nombre de supermarchés ;

8. Le nombre de restaurants ;

9. Le nombre d'établissements de divertissement en intérieur
(cinémas, théatres...) ;

10. Le nombre de types d'équipements sportifs présentant un
risque de contact élevé entre pratiquants (gymnases,
centre-équestres, piscines...) ;

11. Le nombre d'hotels et de campings (vient compléter le label

stations touristiques pour les villes n'étant pas labellisées mais

1- Membres fondateurs du GIS : Sorbonne Université, CNRS, Inserm (Laboratoire Jacques Louis Lions (LILL) UMR 7598 ; Yvon Maday / Milieux environnementaux, transferts
et interactions dans les hydrosystémes et les sols (METIS) UMR 7619 ; Jean-Marie Mouchel / Centre de Recherche Saint-Antoine (CRSA) UMR_S 938 ; Vincent Maréchal) ;
Université de Lorraine, CNRS (Laboratoire de Chimie Physique et Microbiologie pour les Matériaux et I'Environnement (LCPME) UMR 7564 ; Christophe Gantzer, Isabelle
Bertrand) - Eau de Paris (Laboratoire de Recherche et Développement (LR&D) ; Laurent Moulin, Sébastien Wurtzer) — Service de santé des armées (Institut de recherche
biomédicale des armées (IRBA) (Rémy Teyssou, Mickaél Boni)) — IFREMER (Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie (LSEM), Soizick Le Guyader) - Université
Clermont-Ferrand Auvergne (Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement (LMGE) UMR 6023 ; Jean-Luc Bailly)
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présentant malgré tout un nombre d'équipements touristiques
important) ;

12. Le nombre de voyageurs annuels en gare SNCF ;

13. Le nombre de voyageurs annuels en aéroport ;

14. La moyenne des ratios entre capacité en équivalent habitant
et population des communes raccordées des stations d'épura-
tion de l'aire urbaine ;

15. Le nombre de stations balnéaires recensées dans l'aire
urbaine ;

16. Une variable booléenne permettant de séparer les aires
urbaines dont l'altitude minimale est de 700 m des autres.

17. Le salaire médian des habitants.

18. Le taux de pauvreté.

19. La proportion de résidences secondaires.

20. La proportion de maisons.

21. Le nombre de préfectures et sous-préfectures dans une aire
urbaine.

22. Le nombre de colléges / lycées ;

23. Le nombre d’établissements d’enseignement supérieur ;
24. La taille de flux de travailleurs / étudiants qui résident en
dehors de la commune ;

25. La taille de flux de travailleurs / étudiants qui travaillent /
étudient en dehors de la commune.

Tableau | : Critéres utilisés pour la stratification des 22 000 stations
de traitement des eaux usées francaises. D’autres éléments non listés (ex :
éléments techniques concernant la station et le réseau sanitaire de la
collectivité) ont également été pris en compte.

Les stations retenues visent 4 donner une image de la France
allant des métropoles aux communes rurales (Figure 2).

Figure 2 : Localisation des STEU suivies par Obépine en France métropo-
litaine. Obépine suit actuellement 200 STEU en France métropolitaine
(carte) et outremer (non représentées ici). Ces 200 stations ont pour
Vessentiel été choisies a partir des 22 000 STEU francaises sur une
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A chaque station meére ont été associées 10 stations filles, de
mémes caractéristiques mais de localisation géographique
distincte. Ces stations filles ont été pré-positionnées afin de
pouvoir analyser, si nécessaire, les spécificités d’une
tendance épidémique locale (zone locale de couvre-feu par
exemple). Les opérateurs publics et privés (Suez, VEOLIA,
SAUR, SIAAP) ont souhaité s’intégrer au projet en mobili-
sant les STEU dont ils assuraient le suivi, une mise en
contact qui s’'est assortie de la signature d’une charte
précisant a la fois les conditions du suivi (cotits portés par la
dotation ministérielle recue par Obépine) et la mise a
disposition des données aux autorités de santé et aux collecti-
vités.

Recrutement des laboratoires : les protocoles,
les essais inter-laboratoires (EIL), la collecte des
données

Les équipes d’Obépine ont produit plusieurs protocoles
expérimentaux, précisant a la fois les conditions de préleve-
ments et de conservation et les méthodes analytiques. Ces
protocoles de méme que leurs versions optimisées ont été
diffusés, sous réserve qu’aucun usage commercial n’en soit
fait, a tout laboratoire désirant participer a la production des
quelques 400 analyses hebdomadaires (deux prélevements
hebdomadaires sur 200 STEU). La plupart des analyses ont
été conduites par RT-PCR quantitative (RT-qPCR), exception-
nellement par PCR digitale ({PCR). Des essais inter-labora-
toires réguliers ont permis d’identifier certaines difficultés
opérationnelles majeures :

- disponibilité parfois limitée de certains équipements,
matériels et réactifs pour beaucoup communs aux analyses
faites chez ’homme, ce qui a parfois conduit a des difficultés
d’approvisionnement en période de crise ;

- expertise en biologie moléculaire minimale indispensable
pour mettre en ceuvre et adapter des protocoles issus de la
recherche, requérant parfois des formations personnalisées ;
- absence de « standards » pour valider les techniques de
RT-qPCR/dPCR, et les calibrer, qu’il s’agisse d’échantillons
naturels ou synthétiques, du choix des régions du génome
viral a amplifier, des techniques d’extraction ou d’amplifica-
tion, voire méme de criteres d’analyse ;

- difficulté & normaliser les données de charges virales brutes :
présence d’inhibiteurs nombreux et/ou mal identifiés,
absence de standard consensuel pour normaliser les charges
virales aux tailles des populations.

Les laboratoires auxquels les analyses ont été confiées (11
actuellement, dont des laboratoires vétérinaires) ont été
retenus a l'issue de plusieurs campagnes d’essais inter-labora-
toires qui ont été initiées deés septembre 2020. Il est évident,
avec le recul, que cette phase du dispositif, avec des moyens
humains plus importants, aurait sans doute requis des ateliers
de formation et/ou d’échanges de pratique qui n’ont pu étre
systématiquement proposés aux laboratoires qui rencon-

stratification statistique incluant prés de 30 paramétres (tableau I). traient des difficultés. La publication par 1'Union
Cet article est publié sous licence creative commons CC-BY-NC-ND 4.0 [{€<)
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Européenne? de recommandations préconisant de déployer,
dans chaque état membre, un dispositif proche de celui mis en
place par Obépine a sans aucun doute contribué a promouvoir
-un peu tardivement - la création de groupes de normalisation,
notamment & "AFNOR, et a motiver une prise en charge
officielle du réseau de surveillance par les services de I'état
(projet SUM’EAU, porté par la direction générale de la santé et
la direction de 'eau et de la biodiversité).

Expression des résultats : des données brutes a la
construction d'un indicateur de suivi du virus dans
les eaux usées

L'exploitation épidémiologique des données de charge virale
dans les eaux usées est assujettie a la construction de courbes de
tendance reflétant les variations des quantités journalieres de
virus mesurées en entrée de STEU (Figure 1). Les données
brutes (exprimées en équivalents génome / L) produites par les
laboratoires sur une base bihebdomadaire sont par essence
bruitées. L'utilisation de prélévements moyennés sur 24 h
permet de lisser les variations de charge virale au sein d’une
méme journée. Nous avons pu démontrer que deux (idéale-
ment trois) prélevements hebdomadaires sont nécessaires et
suffisants pour produire des courbes de tendance fiables (Cluzel
et al. 2021). Toutefois, de nombreux autres facteurs de variabili-
té intra- et inter-expérimentaux, liés notamment aux techniques
de mesure en milieu biologique, a la composition chimique des
eaux usées, a leur dilution éventuelle, générent un bruit qu’il est
nécessaire  d’intégrer et de corriger par [lutilisation
d’algorithmes mathématiques prenant en compte la modélisa-
tion de I'épidémie et sa traduction dans la présence du virus
dans les selles des personnes infectées et donc dans les eaux
usées, notamment si l'on souhaite pouvoir comparer les
courbes d’un territoire a 'autre ou interpréter les changements
de tendance (Arabzadeh et al. 2021 ; Bivins et al. 2021). Afin de
répondre a cette contrainte, les équipes d’Obépine ont
construit un filtre mathématique dit de Kalman, proposant de
traiter les données temporelles comme une variable ayant une
dynamique et bruitée par des erreurs. Ce filtre permet de lisser
ces erreurs et les courbes proposées s’améliorent au fil de 'acqui-
sition des données. Outre les erreurs sur les mesures,
I'algorithme proposé permet de reconstruire des courbes
tendancielles sous les limites de détection ou en écartant les
données visiblement aberrantes (Courbariaux et al. 2021). Ce
lisseur est parfaitement adapté pour reconstruire des courbes de
tendance estimées au plus prés des courbes réelles (Figure 3).
Les trés nombreuses données acquises ces derniers mois
incitent méme a penser que ce modele pourrait devenir prédic-
tif : & heure actuelle, il est en effet possible de prédire les
évolutions de charge virale dans les eaux usées a 7 jours avec
une fiabilité supérieure 4 70 % (Cluzel et al. en préparation), un
élément déterminant pour mettre en place des plans d’action au

plus prés des évolutions locales de I'épidémie.
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Figure 3 : Filtre mathématique utilisé pour lisser les données de l'indicateur
eaux usées. Un indicateur sans unité (Indicateur Eaux Usées) a été généré
a partir des données de charge virale obtenues pour chaque STEU. Les
données étant par essence bruitée, Obépine a concu un filtre mathématique
(Courbariaux et al. 202 1) permettant de lisser les valeurs de cet indicateur
et de comparer 'évolution de la circulation virale d’une station & l'autre.
Ce filtre vise a reconstituer les données, & partir des données expérimentales,
au plus pres des valeurs réelles (inconnues par définition).

La figure a été congue a partir d'une courbe modele (courbe verte, vignette
A). Des pseudo-données expérimentales ont été générées a partir de la
courbe réelle (vignette B). Les valeurs générées sont variables, contiennent
des valeurs aberrantes (cercles bleus) et des valeurs inférieures au seuil de
détection (cercles rouges). La vignette C montre que U'application du lisseur
mathématique aux données expérimentales permet de reconstituer une
courbe de tendance estimée a partir des pseudo-données expérimentales
(courbe rouge) trés proche des valeurs réelles (courbe verte).

Les STEU intégrées aux réseaux présentent des caractéristiques
propres (dont la capacité de traitement, les variations d’activité, la
composition des effluents) qui rendent complexe la comparaison
des données obtenues entre différentes STEU.

2- Recommandation (UE) 2021/472 de la commission du 17 mars 2021 concernant une approche commune pour la mise en place d'une surveillance systématique de la
présence du SARS-CoV-2 et de ses variants dans les eaux usées de |'Union Européenne.
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Nous avons fait le choix de construire - a partir des données
brutes (Eq génomes/L) un indicateur sans unité (indicateur eaux
usées ou [EU) de circulation du virus dans les eaux usées : cet
indicateur semi-logarithmique, construit a partir des concentra-
tions de génome viral, est au suivi du SARS-CoV-2 dans les eaux
usées ce que I'échelle de Richter est a I'intensité des secousses
sismiques (Cluzel et al. 2021). L'IEU, dés lors qu'il intégre les
fluctuations de débit des stations, montre une excellente
robustesse méme lors des épisodes de fortes précipitations. A
I'occasion des deuxiémes et troisiemes vagues de COVID-19,
nous avons été en mesure de comparer les changements de
tendance de I'IEU avec les données épidémiologiques locales. Ces
travaux confirment d’abord qu’il existe en général une excellente
corrélation entre les variations de I'IEU et celles des taux
d’incidence au niveau de la collectivité et au niveau régional ; par
ailleurs, si les variations de I'IEU précedent de 3 jours en
moyenne les tendances observées sur les taux d’incidence, cette
avance peut exceptionnellement atteindre deux semaines (Cluzel
et al. 2021). Cette capacité a anticiper les reprises épidémiques a
travers le suivi des eaux usées confirme les observations qui
avaient conduit Obépine a signaler le retour du virus en
{le-de-France tout comme dans d’autres villes francaises (e.g.
Nancy) dés le début de I'ét¢ 2020, soit prés d’un mois avant que
d’autres signaux épidémiologiques ne confirment le début de la
seconde vague (Wurtzer et al. soumis a publication). Ces résultats
confirment que la surveillance du génome viral dans les eaux
usées proposée reste 'un des indicateurs les plus avancés (et 'un
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des moins cotiteux) pour suivre les changements de tendance de
I'épidémie, notamment a I'échelle d’un bassin versant.

La production des données et la mise a disposition
des autorités sanitaires et du grand public

Les données produites par les laboratoires du réseau Obépine
sont produites avec un financement du MESRI. Elles
s'inscrivent de fait dans le champ de la loi 2016-1321 du 7
octobre 2016 pour une République numérique (dite «loi
Lemaire») en faveur de la «circulation des données et du savoir».
La mise a disposition des données produites par les laboratoires
a été envisagée a trois niveaux au moins : les autorités sanitaires,
afin de guider éventuellement des plans d’action régionaux, les
collectivités qui ont accepté d’intégrer leur STEU au réseau de
surveillance et le grand public. Un serveur sécurisé dédié a été
construit afin d’assurer le transfert en temps réel des données
brutes produites par les laboratoires. Converties en IEU, les
données sont secondairement déposées sur la plateforme
gouvernementale dédi¢e (https://covid-19.sante.gouv.fr/) afin
d’assurer la transmission aux acteurs de santé. Parallelement,
Obépine adresse chaque semaine aux ARS et aux collectivités
un rapport détaillé sur la situation de chacune des stations
suivies. Suivant un bref embargo (72 h), ces données sont mises
en ligne a destination du grand public sur le site du réseau
(https:
carte nationale des tendances sur 7 (Figure 4) et 30 jours (non

montré) (https://www.reseau-obepine.fr/carte-des-tendances/).

www.reseau-obepine.fr) ot elles sont associées a une

Synthése des tendances de |'évolution de l'indicateur Obépine sur 7 jours — Semaine 10
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Figure 4 : Carte tendancielle de la circulation du SARS-CoV-2 via les eaux usées. Le réseau Obépine produit chaque semaine une carte indiquant
les tendances de circulation virale sur le territoire national a 7 jours (ici) et 30 jours (non montré). Exemple : la semaine 10 de U'année 2021.
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EPIDEMIOLOGIE DES EAUX USEES :
PREMIER RETOUR D’EXPERIENCE

Le consortium de recherche Obépine a permis, en 1'espace de
quelques mois seulement, de proposer et de mettre en place un
réseau de surveillance national de 1'épidémie de COVID-19.
Des initiatives similaires ont été mises en place a travers le
monde, démontrant de facon inédite & cette échelle le potentiel
de I'¢pidémiologie des eaux usées dans la prévention et le suivi
d’une épidémie (Bibby et al. 2021 ; Kitajima et al. 2020).

Appuyé sur un réseau actuel de 200 stations, mais incluant
également un suivi ciblé au niveau de collecteurs parisiens,
Obépine tire son efficacité d’'une approche transdisciplinaire
qui a réuni des spécialistes de la virologie médicale et environne-
mentale, des microbiologistes, des mathématiciens, des hydrolo-
gues soucieux de combiner une recherche académique de haut
niveau et d’en transférer les acquis pour proposer de nouveaux
outils d’aide a la décision. Cette double ambition a parfois
généré une certaine confusion entre les activités de recherche et
de surveillance du consortium. Les opérateurs en charge des
stations, sollicités pour déployer le réseau, ont joué un role
important quoique parfois ambivalent comme en témoigne
'existence d’offres commerciales qui ont émergé en marge du
projet de collaboration initial. Ces difficultés sont sans doute
inhérentes a la construction d’un projet qui a grandi trés vite,
motivé par 'importance sanitaire qu’il portait, mais hors d’un
cadre partenarial clair. La constitution d’un réseau pérenne de
laboratoires experts reste également un objectif important. En
I'absence de norme internationale, les analyses ont été
conduites a partir de protocoles de recherche dont I'exécution
- parfois complexe - a été validée a travers des essais inter
laboratoires organisés par un laboratoire expert de 'TFREMER
avec I'objectif de produire un indicateur pertinent, ce qui a
conduit a étre particulierement vigilant sur la sensibilité et la
reproductibilit¢ des mesures. Des expériences identiques,
notamment aux Pays-Bas, ont été facilitées par une centralisa-
tion plus claire du portage du projet, confié officiellement a un
seul laboratoire expert apte a développer de concert recherche
fondamentale et surveillance a 1’échelle nationale. Le portage
du projet, en France, a sans doute été complexifié¢ par I'absence
d’un pilotage 4 méme de réunir de facon simple des acteurs de
compétence variées, réunis pour traiter d'un sujet commun
relevant de la santé globale. Le portage du projet par le MESRI,
puis son transfert a une structure mixte (SUM’EAU) portée par
le Ministére de la Solidarité et de la Santé d’une part et le
Ministére de la Transition Ecologique d’autre part témoigne
d’une difficulté a inscrire les projets de santé globale dans une
structure alliant recherche académique et déploiement
opérationnel. En effet, le consortium de recherche ou GIS
Obépine n’est pas qu’un réseau de surveillance. Les équipes qui
le composent balaient de nombreuses questions fondamentales
et appliquées portant sur l'infectiosité du virus dans les selles
(Wurtzer et al. en préparation), I'intégrité des particules virales
dans les eaux usées (Wurtzer et al. 2021b ; Wurtzer et al. en
préparation), la persistance du virus dans les boues (Varbanov et
al. 2021) ou dans les coquillages (Desdouits et al. 2021) ou bien
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encore sur I'impact des traitements des boues et des eaux usées
(Serra-Compte et al. 2021). Une étude récente conduite sur le
porte-avions Chatles de Gaulle (Gorgé et al. en préparation)
confirme l'intérét d’un suivi des eaux noires, une stratégie qui a
également été mise a profit pour la surveillance des vols interna-
tionaux (Ahmed et al. 2020Db).

Les eaux usées permettent de suivre les formes classiques du
virus, qui ont prédominé en France jusqu’en décembre 2020,
mais également de certains variants. Ainsi, le suivi mené en
fle-de-France démontre que le variant alpha, identifi¢ des le 4
janvier 2021 dans les STEU parisiennes, a progressivement
supplanté les formes antérieures du virus (Wurtzer et al.
soumis). L’émergence de variants viraux de contagiosité accrue,
susceptibles d’échapper a la réponse immunitaire et/ou plus
virulent pose de nouveaux défis. Si le suivi des variants dans les
eaux usées ouvre des perspectives intéressantes en maticre de
recherche fondamentale - notamment parce que les approches
génétiques et métagénomiques pourraient étre utilisées pour
d’autres microorganismes - il conviendra de s’interroger sur la
nécessité de suivre les variants viraux dans les eaux usées dans le
cadre d'un plan de surveillance généralisé et de la méthode a
utiliser (recherche ciblée des mutations par RT-PCR, séquen-
cage ciblé ou approche méta génomique).

Les épidémies récentes qui ont touché les élevages de visons aux
Pays-Bas et au Danemark (Elaswad et al. 2020 ; Oude Munnink
et al. 2021) nous rappellent que le SARS-CoV-2, issu du monde
animal, pourrait bien y trouver de nouveaux hotes (Goraichuk
et al. 2021). Surveiller 'émergence du SARS-CoV-2 dans les
especes animales et a fortiori chez celles qui cotoient 'Homme
(animaux de compagnie ou d’élevages, rongeurs urbains) est
essentiel pour éviter que le virus ne s’installe dans de nouveaux
réservoirs - ce qui en compliquerait notoirement le controle -
ou bien encore que ne soient sélectionnés de nouveaux
variants, a I'instar de ce qui a été observé chez le vison d’élevage.
Un dispositif de surveillance des eaux usées, des effluents
agricoles, ou l'analyse des selles des animaux domestiques ou
sauvages - incluant les rongeurs urbains - pourrait sans aucun
doute enrichir un dispositif intégré de surveillance de I'épidémie.
Obépine et la plupart des projets similaires qui ont été mis en
place en Europe et ailleurs, mettent en avant une approche
épidémiologique peu cotiteuse, et donc particulierement bien
adaptée aux pays a faible ressources économiques. Il n’est pas
inutile de rappeler que le suivi épidémiologique proposé par
Obépine cotite environ 75 000 euros par semaine et couvre plus
de 33 % de la population francaise ; d'un autre coté, certaines
semaines, plus de 200 millions d’euros ont été dépensés en tests
individuels pour suivre une part bien plus faible de la popula-
tion francaise. Méme si la vocation des tests individuels est
différente, ces colits peuvent et doivent étre mis en regard. A
I'heure ou le déremboursement des tests dits « de confort » est
programmé, le suivi des eaux usées pourrait s'imposer comme
une stratégie alternative de choix, homogéne dans le temps et
dans les territoires, pour maintenir une surveillance épidémiolo-
gique de qualité pour un coat supportable. Le transfert des
activités de surveillance portées par Obépine vers le dispositif
SUM’EAU devrait donc veiller a ne pas interrompre un dispositif
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de surveillance opérationnel a une période critique de 'épidémie.  répondre aux besoins sanitaires de pays durement touchés par
Plus largement, I'analyse des eaux usées - avec des adaptations

techniques et stratégiques judicieuses notamment pour faciliter

I'épidémie qui n’ont pas les ressources humaines, techniques,
économiques pour suivre les épidémies, voire les épizooties a
I'analyse de prélévements ponctuels a I'aide de capteurs adaptés  travers des campagnes massives de tests individuels réalisés sur
(Hayes et al. 2021) dans les pays qui ne disposent pas d’'un  les humains ou les animaux.

réseau d’assainissement suffisamment structuré - pourrait aussi
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