Appui scientifique et technigue de I'Anses

Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0068
a n S e S ® Saisines liées n® 2020-SA-0037, 2020-SA-0043, 2020-SA-0058,

2020-5A-0059

Le directeur général

Maisons-Alfort, le 19 JUIN 2020

NOTE

d’appui scientifique et technique
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
de I'environnement et du travail

relative a

deux projets de protocoles de suivi d'abattement des phages dans les boues
et
I'actualisation des connaissances concernant, la présence de SARS-CoV-2 dans les eaux
usées/boues, I'efficacité des procédés d'hygiénisation des boues en ce qui concerne
I'abattement du SARS -CoV-2, les procédés qui pourraient conduire a un abattement des
teneurs en SARS-CoV-2 pour les boues non hygiénisées et l'infectiosité du SARS-CoV-2 dans
différentes matrices

L'Anses a été saisie le 14 mai 2020 par I'association Robin des Bois (2020-SA-0069). Dans le cadre de
cette demande, I'Anses actualisera les connaissances concernant la présence de SARS-CoV-2 dans les
eaux usées/boues, si necessaire, completera les connaissances relatives a l'efficacité des procédés
d'hygiénisation des boues en ce qui concerne I'abattement du SARS-CoV-2, documentera, pour les
boues non hygiénisées, les procédés qui pourraient conduire a un abattement des teneurs en SARS-
CoV-2, précisera les modalités de protection des travailleurs et actualisera les connaissances concernant
l'infectiosite du SARS-CoV-2 dans differentes matrices.

L'Anses a par ailleurs été saisie en urgence le 19 mai 2020 par le Ministére de la transition écologique
et solidaire (Direction de 'aménagement du logement et de la nature) pour la réalisation de |'expertise
suivante : « Demande d'appui scientifique et technique concernant 2 projets de protocoles de suivi
d’'abattement des phages dans les boues » (2020-SA-0068).

Considérant les liens entre ces questions, une note d'appui scientifique et technique (AST) commune
est rédigée en réponse a ces deux saisines.

La présente note d'AST fait état des connaissances disponibles au 3 juin 2020.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Au cours des mois de mars et avril 2020, 'Anses a &té saisie en urgence, en lien avec la possible
présence du virus SARS-CoV-2 (agent de la maladie COVID-19) dans les eaux usées (EU), pour réaliser
des appuis scientifiques et techniques portant d'une part, sur les risques éventuels liés a I'épandage de
boues d'épuration urbaines (Anses 2020 et Anses 2020a) et, d'autre part, sur les risques éventuels liés
a 'épandage de boues d'épuration industrielles (Anses 2020b).

Agence nationale de sécurilé sanitaire de l'alimentation, de 'environnement et du travail,
14 rue Pierre at Marie Curig, 94701 Maisons-Alfort Cedex
Telephone : +33 (0)1 49 77 13 50 - Telécopie : + 33 (0)1 49 77 26 26 - www.anses fr



ANNEXE 3

Appui scientifique et technique de I'’Anses

Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines liées n* 2020-5A-0027, 2020-SA-0043, 2020-SA-0056,
2020-3A-0059

LETTRE DE SAISINE - MINISTERE DE LA TRANSITION ECOLOGIQUE ET SOLIDAIRE & PROTOCOLES DE SUIVI
D'ABATTEMENT DES PHAGES DANS LES BOUES
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Appui scientifique et technique de I’Anses

Saisine n° 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069
Saisines libes n° 2020-SA-0037, 2020-5A-0043, 2020-SA-0056,

2020-5A-0059
EN
MINISTERE Direction générale de I"'aménagement,
DE LA TRANSITION du logement et de la nature
ECOLOGIQUE
ET SOLIDAIRE
Libersé 2020-SA-0068
Egaditi
Frageraind

e Delense e 15 mai 2020

Diecton ce leau el de \a Diodiversid Le Directeur de I'eau & de la biodversié
Sous-direction de la protection el de la gestion de leau,
des ressources minérales el des mibeus aquatiques i

Mansieur e Disecteur Gandral

Agence nabonale de sécurité sanitaire de
'akmentaton, de 'environnement et du travail,
14 rue Pierre & Marie Cune

84701 MAISONS ALFORT CEDEX

Objet : Demande d'appui scientifique et technique
PJ : 2 projets de protocole suivi abattement des phages dans les boues

Comme suite & votre avis du 27 mars 2020 sur les nsques liés & MNépandage des boues durant ['épidémie de
Coved 18, une instruction aux préfelz a &léd signde en urgence ke 2 avril 2020 par la DGALN et le DGAL repre-
nant les recommandations de Anses. Un arété du 20 avrl 2020 est venu confirmer l'interdiction de lNépandage
de boues non hygiénisés

La pratique de déshydratation el d'hyglénisation des boues n'élant pas sl égquente notamment au sein des pe-
files collectiviths, certains exploitan:s de stations d'épuration se sonl organisés pour envoyer leurs boues vers
d'aulres stations d'épuration pratiquant Fhygénisation ou ont fait appel a des unités de déshydratation mobiles
avant composiage ou chaulage Ces pratigues sont onéreuses mais vonl pouvorr bénaficker d ades des agences
de Meau. Pour aulant, il nous faul esvisager des pratiques plus adaptées au conlexie local au cas ol cette crise
sanitaire perdurerait

En collaboration avec le laboratoire national de métrologe et d'essais (LNE), Monsieur Gantzer, microbiologiste
& l'université de Lorraine, la fédération nationale des collectivités concédanies st en régwe (FNCCR) e! la fédéra-
tion professionnalle des entreprise: de 'eau (FPZE) et notammént la filale Suez, deux prolocoles onl pu éire
¢laborés pour que les exploitants et collectivités puissent suivre le taux d'abettement du SARS-CoV-2 de ma-
nigre indsrecle dans les stabons de railemenl des eaux usées ne prabiquant pas 'hygiénisation

Ces protocoles vont permetire d'éluder le taux d'abattement de bactériophages dans les boues en latente
d'une methode normalisée de suivi Ju virus lul-méme dans les boues. Les bacériophages ARN F spécifiques at
coliphages somatiques vont étre suivis car ils présentent des profils de résistances au pH et thermiques diffé-
rentes. Ces bacténophages présenlent des durbes de survie reconnues supéreuras a celles des virus envelop-
pés et donc @ priovi le SARS-Cov-2. lls sont considérés comme des indcateurs pertinents pour évaluer
l'efficacité des traitements appligués 4 das saux résiduaires ou a des boues

W W e— —= e —
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Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines liées n® 2020-5A-0037, 2020-5A-0043, 2020-5A-0056,
2020-5A-0059
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MINISTERE Direction générale de I'aménagement,
DE LA TRANSITION du logement et de la nature
ECOLOGIQUE
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Le premier protocole consiste en une étude de la cinétique d'abatternent en fanzlion du temps et de la lempéra-
ture & partir d'un seul échantilion d'une station de tratement des eaux usées de la ville de Reims Le second
protocole est constitué du suivi de l'abattement des bactériophages pour différentes typologies de slockage des
boues. A ce stade, prés de 40 collectivités ou explotants se sonl portés volontaires

Nous souhailons que ces protocoles décrits en annexe de ce courmner permetient d'apporier des &léments lan-
gibles el robustes & FTANSES pour déroger a l'exgence d hyglénisation des boues Ainsi, je souhaiterais avoir
volre avis sur ces protocoles asse; rapidement, les premiers prélévements asront beu & partr du 25 mai. Les
résultats définitifs seront disponibles fin juin el transmis @ NANSes pour avis

g
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Saisines liées n® 2020-SA-0037, 2020-5A-0043, 2020-SA-0056,
2020-5A-0059

PROTOCOLE D'ETUDE PHAGESBOUES - V3

LNE : Nathalie Guigues, Sophie Lardy-Fontan

LCFME : Christophe Gantzer

OBJECTIFS :

Construire un protocole pour que las exploitants &t collectivités puissent suivre le taux d'abattement
SARS-CoV-2 de maniére indirecte dans les STEU ne pratiquant pas 'hygiénisation.

Amener des éléments tangibles et robustes a 'ANSES pour déroger a I'exigence d'hygiénisation des
boues (Saisine n* 2020-5A-0043).

CALENDRIER :

Démarrage le plus vite possible pour étre en phase avec les prochaines périodes d'épandages qui
auront ligeu apres les moissons [juin/juillet).

Démarche :
Proposition de conduire deux études qui aménent des infermations complémentaires.

A. Etude de la cinétique d'élimination des bactériophages dans les boues liquides de STEU en
laboratoire pour définir des conditions de stockage pour obtenir 3 unités logarithmiques
d'abattement.

B. Etudes de I'abattement moyen &n bactériophages au cours des processus de stockage des

boues in situ.

Leés deux études peuvent &tre conduites en paralléle.

Etude SARS-CoV-2 de maniére indirecte,

La propoesition est de s'aligner sur les recommandations de I'ANSES et d'étudier les bactériophages :
bactériophages ARN F spécifiques et coliphages somatiques qui présentent des profils de résistances
au pH et thermiques différentes. L'analyse de ces deux types de bactériophages permettra d'obtenir
des résultats plus robustes. Ces bactériophages présentent des durées de survie reconnues comment
supeérieures 3 celles des virus enveloppés et donc g priori le SARS-CoV-2. L'étude reposera donc sur

un scenario du pire cas.

Il est rappelé que cette étude ne permettra pas d'estimer | titre viral SARS-CoV-2 dan: les boues
avant et aprés processus de stockage qui impliquerat des approches PCR complexes a mettre en
ceuvre et qui en plus ne permettrait pas de suivre la caractére infectieux du virus.

| EE T = =
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Appui scientifique et technique de I'Anses

Saisine n° 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines lides n* 2020-SA-0037, 2020-SA-0043, 2020-SA-0058,
2020-5A-0059

A. Etude de la cinétigue d'élimination des bactériophages dans les boues liguides de STEL &n
laboratoire

Pour répondre aux contraintes de cette ¢tude, une approche chronclogique, illustrée dans la figure
ci-dessous, sera mise en euvre pour évaluer la cinétique de I'abattement des bactériophages, et
disposer des résultats au fur et @ mesure.

ETUDE DE STABILITE CLASSIQUE

1- Préparation dun lot d'échantilions

dopage, aliquotage ] a
8 'Hﬂﬁ'_'._
1- Slockage dam les conditions de BB Ba"
Fetude de stabdite feew: tead) . \
- Fi § -
1.Predivernant & chagque pas = e

de temps de étude ’. h ﬁ.h ll B

4- Préparation et mesures 3
chaque pas de temps de létude
|condition de Dichs=lin
intermediaire)

Tl T2 T3 Tn
Temps

illustration schématique de I'érude de stabilité chronologique

Protocole géndral d'étude de la cinétique d’abattement :

Ce travail est basée sur des travaux réalisés par AQUAREF' et repris dans le projet de norme 150/TD
56567 :25.

De maniére générale, il est recommands :

1) Séparation du lot de boue brute en batchs selon le nombre de conditions testées et le
nombre de pas de temps de I'étude.

On évite généralement de revenir prélever dans le méme flacon pour ne pas engendrer de biais.

Afin de rationaliser le nombre de flacons a préparer, il est proposé de réaliser les analyses de
réplicats au sein d'un méme flacon.

A minima un nombre de 20-21 batchs [flacons) doit étre prépare.

! 5ophie Lardy-Fontan et Béatrice Lalere — Lignes directrices pour la conduite et la validation d'études de
stabilité des parameétres physico-chimiques dans le domaine de I'eau - Rappart AQUAREF 2006 —45 p

. - S e essre—
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Saisine n°® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines liées n® 2020-SA-0037, 2020-SA-0043, 2020-SA-0056,
2020-5A-0059

2) AJO:
# Caractérisation de |a teneur virale en bactériophages ARN F-spécifiques et en

coliphages somatigues.

# Caractérisation de 'homogénéité (intra et inter batch| de I"échantillon
indispensable pour pouvoir interpréter les résultats des études cinétiques. Le
nombre de répétitions nécessaire 4 |a caractérisation de I'homogénéité dépend des
performances de la méthode.

=13 flacons sélectionnés aléatoirement avec 3 prises d'essai par flacons, Soit un nombre total de 9
mesufes pour chague type de phages.

7 Caractérisation d'un lot de boue brute en matiére séche.
='1 détermination par flacon soit 3 analyses

3) Placer les différents flacons de boue dans les différentes conditions de temperatures (2],
Idéalement |la température doit &tre testée entre les bornes sulvantes température
minimale et température maximale observées dans les silos de stockage au cours d'une
année sur les STEU de 2000 équivalent habitants,

Proposition: 5°C et 20"C
La température dans les enceintes de stockage doit &tre suivie tout au long de I'étude
4] Durée de I'étude &t pas de temps
Etude sur 3 mois.
Pas de temps - J7, J14, )21, J28, )42, 157 et I72.
5] Approche chronologique : analyse a chaque pas de temps de I'étude

Sélectionner de maniére aléatoire un flacon dans chague condition de I'étude {temperature) et
réaliser une analyse en triplicats pour chaque type de phages, et les matiéres séches

Four un pas de temps : 6 analyses par type de phage et matiéres seches

Que ce soit 4 JO et pour tous les pas de temps de I'étude, il convient d'homogeéngiser le flacon avant
de procéder a toute prise d'essal.

Le mombre et la fréquence des QC devront étre adaptés afin de garantir la qualité des données et les
performances des méthodes sur I"ensemble de I'étude.

. —_— — o aesa—
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Appui scientifique et technique de I'’Anses
Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines lides n® 2020-SA-0037, 2020-5A-0043, 2020-5A-0055,
2020-5A-0059

18/05/20 Prélevement de 20 L de boues liquides = STEU de Reims (470 000 EH)

o

Receprion des 20L de boues liquides
Homogeénéisation et répartition des boues liguides dans 20 flacons
3 flacons, 3 prises d'échantillon par flacon pour analyses

19/05/20

Condition de temperature : 5°C

Condition de tempeérature : 20°(

17

26/05/20

1 flacon, 3 prises d"échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d'échantillon pour analyses

114

02/06/20

1 flacon, 3 prises d"échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d'échantillon pour analyses

121

09/06/20

1 fiacon, 3 prises d"échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’echantilion pour analyses

128

16/06/20

1 flacon, 3 prises d'échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d"échantillon pour analyses

Ja2

30/06/20

1 flacon, 3 prizes d'echantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d'échantillon pour analyses

157

15/07/20

1 flacon, 3 prises d"échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prizes d'échantillon pour analyses

172

11/08/20

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

1 flacon, 3 prises d’échantillon pour analyses

- N

Meéthodes d'analyses :

Les analyses a réaliser concarneront a [a fois les bacteriophages ARN-F spécifiques et les coliphages

somatiques.

Les méthodes de détection &t dénombrement devront reposeéss sur les principas des normes NF EN
150 10705-1" pour les bactériophages a ARF spécifiques et NF EN 150 10705-2" pour les coliphages

somatiques.

La méthode de préparation des échantillons de boues avant analyse est critigue. En effet, les

méethodes de préparation classiqguement mises &n ceuvre pour 'analyse des enterovirus (paramétres
réglementés dans les boues| ne sont pas adaptées, Il est recommandé de suivre le protocole D2 45
HOR-HYG développé dans le cadre du projet HORIZONTAL-HYG : Horizontal Standards on Hygienic
Microbiclogical parameters for Implementation of EU Directives on Siudge, Soil and Treated

Biowastes.

La prise d'essai devra étre fixde en amont de I'étude. En régle gendrale, il est recommandé 25 g de

bowue.

La détermination de matiére séche devra étre basée sur les principes de la NF EN 12880 -2000" ou
equivalent. Le taux de matiére séche sera aussi systématiguement deéterminé pour chague
eéchantilion de boue a chague pas de temps.

qafac

Afin de fiabiliser les donndes de I'étude, des contrdles qualité seront ass0ciés 4 chaque analyse selon

les recommandations des normes en vigueur, A minima : 1 témoin positif &t 1 témoin négatif pour
bactériophages ARN F-spécifigues et coliphages somatigues

I NFEN OO 107031 Quaite o Mesy DEUECTOR BT SEACTIFETENT S5 SRCTENS Shages Farte 1 DENSMEreTErT 8 JNCTRSIRAQED AR F

1pedif et

" w20 107032 Qualité Oe 'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 2 - dénombrament

:Its coliphages somatiques
NF EN 12880 Caractérisation des boues - Determination de la teneur en matiére séche &1 de |a tenéur &n eau
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Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines liées n* 2020-SA-0037, 2020-SA-0043, 2020-5A-0056,
2020-3A-0059

Le LNE prépare un tableau de restitution des résultats de mesure unique afin d'harmoniser les

modes de rendus des résultats et le traitement des données de etude.

Le laboratoire devra fournir pour chague série d'analyse:s les résultats de ses controles gualité. Les
résultats seront restitués avec leur incertitude élargie (k=2). Le laboratoire sengage & fournir au
travers d'un document synthétique les principaux €léments de |a validation de méthode Les
performances des méthodes d analyse bactériophages ARNM F spécifiqgues et coliphages somatiques
{adaptées ou non de ces normes) devront étre connues avant le début de I'étude - limite de
guantification, répétabilité, fdélité intermédiaire & minima. Ces derniéres devraient étre
déterminées &n sulvant les principes de la norme 10705 :3°

Traitements des données

QOutil : Droite de tendance

L'extrapolation au-deld de la durée testée ne pourrs pas étre réalisée. || est donc nécessaire de bien
définir la durée maximale de I'étude pour couvrir "ensemble des situations. De la méme maniére
I'interpolation entre 2 bornes d'un pas de temps n'est pas autorisée.

Etude de facteurs d'mfluence : Température et temps

Qutil : Selon la qualité du jeu de données :
Tests parametrigues ANOVA et test Dunert

Tests non parameétriques Kruskal Wallis et boites a encoche

Etude d'estimation de la perte du titre viral au cours du stockage :
Caleul; Logua (COfC) =3
CO : concentration initiale ¢n bactériophage / g de matigres séches

C : concentration aprés la durée de stockage / g de matiéras siches

* wE En 30 37000 Qualite de |'eau - Détection et dénombrement des bactenophages - Partie 3 validation des
méthodes de concentration des bactériophages dans 'eau
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Saisine n® 2020-SA-0068 et 2020-SA-0069

Saisines lides n* 2020-SA-0037, 2020-5A-0043, 2020-5A-0056,
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B. Etude de I'abattement des bactériophages dans les boues de STEU de 2000 EH environ

Ume étude complémentaire sur site pourrait étre réalisée en analysant les bactériophages ARN F
spécifiques et les coliphages somatigues, ainsi que le taux de matiére séche, sur les bouss avant
stockage (J0] et aprés stockage (X Semaines) sur une sélection représentative des types de STEU de
2000 EH environ, avec participation des collectivités concernées,

Ceci permettrain d'acquerir des donnees en conditions réelles sur les petites stations.

Sélection des stations

D'aprés des etudes en cours (France expérimentation) et protocoles normatifs ou de références, un
nombre minimal de 30 - 50 stations serait a intégrer.

La sélection des stations sera réalisée conjointement par |3 FP2E et la FNCCR qui solliciteront les
exploitants de stations pour participer & cette étude sur la base du volontariat

Les critéres a considérer pour la sélection des STEU :

Nembre Equivalents habitants (majortairement compns antre 1500 et 5000, avec
guelgues stations plus grandes)

Localisation geographigue [répartition 3i possible sur le territoire national)

Type de stockage des boues (silos, biches, bassins ou autres. etc)

Idéalement, |a selection des stations participantes doit étre la plus représentative possible des
differentes situations &t contextes de stockage des boues liguides existants sur le territoire national,
Notamment, si la grande majoriteé des stations utilisent des silos pour le stockage des boues liquides,
alors ce type de stockage doit étre prépondeérant parmi les stations sélectionnées. Il est aussi
nécessaire, autant que cela est possible, de selectionner des stations utilisant d’autres modes de
stockage, méme 5i de maniére minoritaire (3 minimum par type de stockage), afin d’obtenir un panel
large de tous les modes de stockage (par exemple stockage non aeré de bouss liquides, filtre planté
de roseaux, boues chaulées, digestion anaérobie mésophile, Serre solaire ou avec plancher
chauffant, etc. .

39 stations ont été sélectionnées (liste du 13 ma: 2020}, avec la répartition suivante selon k& type de

stockage :
MNombre de

PR AR stations
Stockage non aéré de boues liquides 10
Boues chaulées

= Filtre presse 5

- Postchaulage 5
Filtre planté de roseaux

rhizofiltration 3

- rhizocompostage 6
Serre solaire 4
Serre avec plancher chauffant 3
Digestion anaérobie mésophile 3

B S O S o e ——
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Prelevements et analyses

Les prélévements des boues brutes et des boues aprés stockage seront réalisés par les exploitants
des stations, conformément aux prescriptions de Farrété du & janvier 1998 (voir Annexe). Dans le cas
des boues chaulées, des prélevements de boues stockees 3 1-3 semaines et a 3 mois seront realisees,

Les analyses de bactériophages ARN F-spécifigues, coliphages somatiques et de matiére séche seront
a la charge des exploitants des stations.

Le nom de la station, la date de prélévement et l& type de boues échantillonnées (bouss brutes,
boues aprés stockage, boues chaulées] devront étre précisés avec tout envoi d'échantillens au
laboratoire. Le LNE propose de préparer avec l& laboratoire retenu un formulaire d'envoi
d'échantillon (& joindre dans |a glaciére &t & envoyer par email au laboratoire).

Afin de limiter les effets laboratoire, et aussi facilité I'exploitation des données, les analyses de
bactériophages ARN F-spécifiques, coliphages somatiques et de matiére séche seront réalisées par
un laboratoire unique. Le laboratoire mettra en ceuvre les mémes méthodes et QA/QC que ceux
specifies dans le protocole A

Le code projet commun PHAGESBOUES sera @ inclure lors de la commande par les collectivités et les
exploitants afin de garantir |a collecte de 'ensemble de: données auprés du laboratoire.

Le laboratoire sélectionné aura |a charge d'envoyer des flacons stérilisés et de gérer le transport en
conditions réfrigérées |{5°  3°C)) des échantillons préleves.

Le laboratoire doit effectuer un contréle des échantilions & réception lors de I"enregistrement. Ce
controle porte sur lintégrité des echantillons, Ia conformité de INidentification, du nombre de flacons,
du délai entre I'échantilionnage et la réception et de la température de I'enceinte frigorifique (S
3*C). Ce contréle doit étre enregistré. En cas de non-respect du délai entre échantilonnage et
analyse (maximum 96 heures) et/ou de la température de 'enceinte [supérieure & 8°C ou inférieure a
2C), e laboratoire avertira le LNE &t le demandeur qui pourront ne pas admattre les échantillons.

Le LNE prépare un tableau de restitution des résultats de mesure unique afin d'harmoniser les
modes de rendus des résultats et le traitement des données de 'étude.

Le laboratoire devra fournir pour chaque série d'analyses les résultats de ses contrdles gualité. Les
résultats seront restitués avec leur incertitude élargie (k=2). Le laboratoire s"engage a fournir au
travers d'un document synthétigue les principaux éléments de la validation de méthode : limite de
guantification, répétabilte, fiddlite intermédiaire, justesse, incertitudes.

Par ailleurs, les conditions de stockage de chaque station participante devront étre deécrites (stockage
non aéré de boues liquides, filtre planté de roseaux, boues chaulées, digestion anaérobie mésophile,
serre solaire ou avec plancher chauffant, etc.).), ainsi gue I'historigue du stockage devra étre fourni,
notamment les volumes ajoutes et dates d'apports de boues liguides dans le temps. Pour cela, le LNE
prépare un formulaire & envoyer a chagque station participante sur les conditions et I'historique du
stockage &t les informations sont collectees par la FP2E et la FNCCR

- S—
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Etude d estimation de la parte du titre viral au cours du stockage :
Caleul: Log,, (COfC) = 3
CO0 ; concentration initiale en bactériophage / g de matiéres séches

C : concentration aprés |a durée de stockage / g de matiéres séches

Annexe —Protocoles de prélévement des boues selon I"arrété du 8 janvier 1998

2. Echantillennage des boues

Les boues font l'objet d'un eéchantillonnage représentatif. Les sacs ou récipients destinés &
I'embaliage final des échantillons doivent étre inertes vis-a-vis des boues, résistants 4 'humidité et
#tanches 3 I'eay &1 3 |2 poussiére.

2.1. Boues liguides

Celles-ci doivent étre homogeénéisées avant prélévement, soit par recirculation, soit par agitation
mecanique pendant une durée comprise entre trente minutes &t deux heures selon leur érat. Les
échantilions représentatifs des boues soumis & I'analyse sont constitués de quatre séries de 5
prélévements éiémentaires de deux litres, a des hauteurs différentes ¢t en des points différents, Les
différents prélévements élémentares sont meélangés, homogeénéisés et réduits 3 un echantilion
global d'un volume minimum de deux ltres.

2.2, Boues solides ou piteuses
Deux options sont possibles :

- g#chantillonnage sur un lot : Les échantillons représentatifs des boues soumis & l'analyse zont
constitués de 25 prélévements élémentaires uniformément répartis en différents points et
différentes profondeurs du lot de bouss destindes i étre épandues. Les prélévements sont effectuds
4 'aide d'une sonde en dehors de |a crodte de surface et des rones ou une accumulation d'eau s'est
produite. Les prélevements élémentaires sont meélangés dans un récipient ou sur une biche et
donnent, aprés réduction, un échantifion d'un kilogramme environ envoyé au laboratoire

« #chantillonnage en continu : Les échantillons représentatifs des boues soumis 3 lanalyse sont
constitués de 25 prélévements élémentaires réguhiérement &spacés au cours de 13 peéricde séparant
chague envoi au laboratoire. Chague prélévement elémentaire doit contenir au moins 50 grammes
de matiere séche, &t tous doivent étre identiques. Ces échantillons Elémentaires sont conserves dans
des conditions ne modifiant pas leur composition, puis razsembleés dans un récipient sec, propre et
inerte afin de les homogendiser de fagon efficace & l'aide d'un outil adéquat pour constitusr un
échantillon composite qui, aprés réduction éventualle, 85t envoyd au laboratoire.

L'échantillon pour laboratoire représente 500 grammes a un kilogramme de matiére seche.
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ANNEXE 4

CAPACITE D'EVALUATION INDIRECTE POUR LE SARS-COV-2 DANS LE SMATRICES RESIDUAIRES : SUIVI DES
BACTERIOPHAGES SELON LA NORME NF EN ISO 10 705

(Anses, 2020d) Non publié

{22 réponses) Matrices Bactencphages Accréditation
ARN- T 3
Baux propres ef eaux résiduares - . =
oul 7
ARM- 4
Boues ou matrices simiaires 0
Somatiques 3
NON 16

Concernant la quantification de bactériophages a partir d'échantillons résiduaires, les bactériophages ARN-
F spécifiques disposent de la plus grande capacité analytique avec 7 laboratoires qui déclarent étre en
capacité de réaliser cette analyse sur les eaux résiduaires. contre 5 laboratoires pour la quantification de
coliphages somatiques. Pour la matrice eaux résiduaires, 3 laboratoires sont accrédités et uniguement pour
le paramétre bactériophages ARN-F spécifiques. Dans les boues et matrices similaires la capacité analytique
est réduite a environ la moitié de la capacité sur eaux résiduaires avec respectivement 4 et 3 laboratores
pouvant pratiquer l'analyse pour les bactériophages ARN-F spécifiques et pour les coliphages somatiques.
Aucun laboratoire n'est accrédité pour la détection des bactériophages dans les boues.
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