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Ce que les eaux usees disent de nous

Frédéric JOURDAIN, Direction des régions, Santé publique France
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Déclaration d’intéréts de 2014 a 2022

Nous déclarons n’avoir aucun lien d’'intérét, direct ou indirect, temporaire ou
permanent, avec le sujet traité

Frédéric Jourdain & Benoit Gassilloud

JNI Grenoble, France, 7 juin 2023
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Historiquement de nombreux travaux scientifiques ont été publiés sur la
détection d’agents pathogenes dans les eaux usées et les boues de stations
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Principe de la surveillance des eaux usées -6 o publique _ 37
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‘Not everybody is tested, but everybody goes to the toilet.’

e |
Prof. Gertjan Medema (KWR - NL) -: ;I i
|

é . * eaux usées brutes

Tests biologiques
médicaux

L

— Tests sur échantillons
environnementaux

QU 24 INI, GRENOBLE « Surveillance populationnellle »
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Epidémie SARS-CoV-2 et eaux usées : oo publoue _ N®

un intérét croissant a I'origine de nombreuses initiatives * ¢ france  ANSES

> COVIDPoops19 summary of Global SARS-CoV-2 Wastewater Monitoring Efforts by UC Merced Researchers
3 o= Dashboards
i . o . . , [IEle] 2
différentes structures (agences, universités, professionnels du traitement de I'eau...) Bl 146
se sont tres t6t impliquées dans le suivi

Universities
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Au niveau de la Commission Européenne G Qe ies

Au niveau international

tupsere: 2 minses 350

Mise en ceuvre d’une initiative visant a proposer
un cadre pour la mise en place de cette surveillance
au niveau européen (mars 2021)

+ Sites

- 93,393

Powered by Esri  Laztu

https://www.covid19wbec.org/covidpoops19

En France, dés mars 2020 EXPERT CONSULTATION
RELATED TO SURVEILLANCE
. . . OF SARS-COV-2 IN

De nombreux acteurs publics et privés ont mis en ceuvre WASTEWATER

des projets de surveillance dans les eaux usées

= GIS Obépine (financé par le MESRI, puis par le MSS)

= COMETE (Marins-pompiers de Marseille)
= Covid-19 City Watch (Suez) et Vigie Covid-19 (Veolia)
— Etd’autres....

RECOMMANDATION (UE) 2021/472 DE LA COMMISSION

du 17 mars 2021
24
JNI concernant une approche commune pour la mise en place d’'une surveillance systématique de la
2023 présence du SARS-CoV-2 et de ses variants dans les eaux usées de I'Union européenne

CELl 24°s JNI, GRENOBLE




Limites de la surveillance des eaux usées

* Ne permet pas d’estimer précisément un nombre de cas humains infectés
* Impossibilité de localiser des clusters de maniére fine si on reste au niveau d’'une STEU
+ Sensibilité difficile a estimer et peut-étre variable selon les sites

* Diversité des systémes d’assainissement installés sur le territoire
* Quelle(s) méthode(s) de normalisation des résultats a adopter pour étre représentatif d’'une situation en cours ?
« Outils de détection a disposition non standardisés a ce jour
» Meéthode(s) de caractérisation des variants a définir pour I'analyse d’échantillons complexes

Différents aspects a prendre en compte
pour un suivi épidémiologiques fiable

“UNI

2023
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Wade et al., 2022
J of Hazardous Materials

°
e 0 2 q
o ® Sante AP
+® o publique
y anses
e @ france
°
Proportion of Population N K
SAI‘:'S'C°:'2 Per-capita etwor!
e ". wastewater
population q E Pumping Rainfall inflow
Population E
HH ?OOIM‘)’ Contribution Groundwater SAENg e
from industrial location in the
infiltration
Cee, effluent network
Cea. Sample
Plopomgz of population  "Cee, Time, frequency s ; volume
vaccinated or previous| \ ample
mfede% ly @ and gural;gnlof pveservpahon
sa collection
Combined sewer = e, L : L .
overflows '~.,A Analysis
Shedding duration Sample
and profile Chemical status Mseal?'?:'eot e, "zr:g?g?:g"
Ot ees ORTiTnT st
Shedding rate of Temperature Number of technical ~ **&
the population and time driven Homogenisation and biological M
o of the sewage e concentration of
Leakage from flow RNA in wastewater
the network Method limit of Inhibition
quantification
and detection




e . Santé )

Intéréts de la surveillance des eaux usées -® o publique _ N7
o o France anses

* Indicateur agrégé de surveillance virologique
a moindre coit

» détection précoce (circulation virale,
émergence d’un variant et étude de la diversité génétique)

. . i n . Données
« outil de surveillance sanitaire populationnelle, hospitalizres ‘

indépendant des stratégies de dépistage
« surveillance complémentaire des dispositifs existants

o _
Surveillance des eaux usées
‘NI

2023 WHO 2022, Environmental surveillance for SARS-CoV-2. Interim guidance
24¢ JNI, GRENOBLE




De la nécessite de bien définir ol Q2
les objectifs de la surveillance "¢ France  ANSES

Exemple : objectifs de la surveillance du SARS-CoV-2 dans les eaux
usées a des fins de santé publique

*4® Santé
-@ o publique
.. ? France

1. Détecter precocement la présence du génome du
SARS-CoV-2 et des variants émergents en
population générale

DECEMBRE 2021
MALADIES
INFECTIEUSES

METHODES ET REPERES

. . . : H SURVEILLANCE VIROLOGIQUE
2. Suivre les tendances de la circulation virale au sein U SARG-COV-2 DANS
d'une population LES EAUX USEES EN FRANCE

Protocole pour sa mise en ceuvre dans une perspective
de santé publique - Volet épidémiologique

“UNI
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RECOMMANDATION (UE) 2021/472 DE LA COMMISSION
m 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 I'Union européenne

Au niveau francais : mise en place du réeseau SUM’Eau
(Surveillance microbiologique des eaux usées)

Juillet 2021 : Lancement des travaux de préfiguration pour la mise en place d’'un réseau national de

surveillance, dénommé SUM’Eau, par DGS, DEB, Anses et SpF, en lien avec I'ensemble des acteurs
impliqués dans ce domaine.

* Mise en ceuvre déclinée selon 4 axes :
Echantillonnage (co-pilotage SpF - DEB)
Protocole analytique (pilotage Anses)
Data pour la construction d’indicateurs épidémiologiques (co-pilotage SpF - DGS)

Recherche et innovation (pilotage Anses — appui au pilotage Obépine)

Gl  24°s JNI, GRENOBLE
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1 - Stratégie d’échantillonnage : la résolution spatiale ~ -e, ¢ publique _ =%

o o France anses
»  Objectif

Disposer d’'un réseau de stations sentinelles représentatives du territoires national pour la collecte

d’échantillons destinés au suivi de la circulation du SARS CoV-2

= Enjeux

[dentification d’un réseau de stations sentinelles sur la base de 2 critéres :

La taille de population (cf. recommandation CE)

La représentativité territoriale (cf. cadre de gestion des risques sanitaires)

Proposition d’'un réseau de 126 STEU

70 dans les agglomérations de plus de 150 000 hab.

56 pour assurer une couverture territoriale

“UNI

2023
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1 - Stratégie d’échantillonnage : la résolution temporelle -, ... anses

=  Objectif
Mettre en place un plan de prélévement adapté au suivi longitudinal de la circulation du SARS CoV-2 dans les eaux usées.
= Enjeux

Prise en compte des variations intra-journalieres : prélevement intégré sur 24h.

Prise en compte des variations inter-journalieres : adaptation en fonction des objectifs poursuivis et de la situation épidémiologique
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2 - Protocoles analytiques : détection & quantification E 2RI anses
» Objectif
Disposer de protocoles adaptés permettant

la détection & quantification du SARS CoV-2 dans les eaux usées. N oo iAoyl |

= Enjeux

Diversité importante de méthodes.

Globalement, trois grandes filieres analytiques

Spécificité : en France certaines analyses réalisées sur des faibles volumes

Difficulté de comparaison par manque d’essais Croisés.

Caractérisation des variants : peu de compétences

Obtenir des données de comparaison sur les méthodes employées au

Niveau national => Etude pilote

“UNI

2023
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2 - Protocoles analytiques : Essais Inter-laboratoire g publiue s

o ° France

= Photographie
Résultats de I'essai interlaboratoire organisé en juin 2022

31 laboratoires participant

Wastewater sample : concentration in Genome copy/L (E Target ) performed par RT-qPCR (blue Bars) or

Echantillons :

1 étalon de quantification
) . ] )
. :::(::Ipal :?::10", Ultrafiltration Ultarcentrifugation Direct extraction

2 échantillons d’eaux usées

de différentes concentrations.

i
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24 (PC) | (PC)  (PC) (UF) (UF) | (UF)  (UF) (Uc) (uc) (uc) (uc) (uc) (uc) (uc) (uc) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (PD) (UF) (UF) (FM) (PD)
JNl ipitati / Ultrafiltrati 7 Ultracentrifugation / Direct extraction / Data not available
Floculation
2023
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2 — Protocoles analytiques : Essais Inter-laboratoire el POYE 9nses
= Objectif :
Mise en place d’essais de validation et d’aptitudes sur des échantillons 4
d'eaux usées visant a evaluer la capacité des laboratoires a détecter et quantifier : . ) K€ }.9
les particules virales de SARS CoV-2 dans cette matrice complexe. 'ﬂ --- I - 0 ' %ﬁ
= Enjeux saa’ili . ~ 8
‘:":""“"""" "EEE - wa ) (-‘¢ W 1
Tenir compte des capacités analytiques (nombre de laboratoires) sy = "§ v
Tenir compte de spécificités en lien avec la matrice W"‘ 11
Représentativité des échantillons envoyés au laboratoires
Organisation respectant des lignes directrices éprouvéees
b\ )
“r §} e cinarm ANSEAT
anses . i
e | Gulde méthodologique et statistique relatif aux essals
24es JNI, GRENOBLE inter-laboratoires d'aptitude
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2 - Protocoles analytiques : caractérisation des variants % P20

Objectif

e @ France
@

Disposer de protocoles adaptés permettant la caractérisation des virus dans une matrice complexe.

Enjeux
Echantillon complexe : mélange de virus
Concentrations décelées potentiellement faibles

Présence de nombreuses molécules interférentes

Procédures non standardisées ....

Expérience en routine faible

v‘
anses

Contents lists available at ScienceDirect

The Lancet Regional Health - Europe

journal homepage: www.elsevier.com/lanepe

Research paper

Monitoring SARS-CoV-2 variants alterations in Nice neighborhoods by
wastewater nanopore sequencing

Géraldine Rios*', Caroline Lacoux*"', Vianney Leclercq?, Anna Diamant’, Kévin Lebrigand’,
Adele Lazuka®, Emmanuel Soyeux®, Sébastien Lacroix’, Julien Fassy’, Aurélie Couesnon?,
Richard Thiery*, Bernard Mari', Christian Pradier®, Rainer Waldmann', Pascal Barbry'-*

Au niveau des laboratoires utilisation principalement de Rt-PCR de criblage
Séquencgage : acquisition de compétences importantes chez certains laboratoires (IPMC - UMR7275) sur Nanopore
EMERGEN Recherche, WP One Health intégrant les eaux usées



2 - Protocoles analytiques : Standardisation des procédures
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Disposer de protocoles méthodologiques harmonisés, fiables et robustes permettant la détection et la caractérisation du

SARS CoV-2 dans les eaux usées.

Enjeux

Tenir compte de I'expérience acquise au niveau national (AFNOR)
Tenir compte de I'expérience acquise au niveau International (ISO)

Partage d’informations au niveau Europén (EU4S — Town Hall)

24es JNI, GRENOBLE

m European |
Commission

Joint Research Centre

SG2 - Concentrati

Norme NF XP 90-804

Norme SO 7014

ISOMTC 147/SC AWG 26N 1
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Suivi de la circulation du SARS CoV-2 au niveau du territoire par amplification génique (dPCR)

 Phase préparatoire a la mise en place du réseau cible

» 12 STEU suivies sur 'ensemble du territoire

1 prélevement / semaine depuis fin juillet 2022 . 3y =
* Fourniture aux exploitants des flaconnages e 2 _—
* Organisation du transport des échantillons (Société TSE) S
o .
* Cibles génomiques suivies : genes E et N1 mesurés par dRT-PCR ik ‘
* Mesure du NH4 et récupération des données de débit % e \
pour normaliser les résultats T

24es JNI, GRENOBLE
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3 — Gestion des données et production d’indicateurs % publiae ohses

= Production d’indicateurs

* Nécessité de normaliser (contextualiser) les résultats analytiques pour tenir compte de certaines variations
(débits dus a la pluviométrie, fluctuations des tailles de population) pour comparer les résultats dans le temps

et — dans une moindre mesure — dans 'espace

« Différents types d'indicateurs
« Détection / non détection
« Suivi des tendances de la circulation virale
* Intensité de la circulation virale

* (Déclinaison au suivi des variants)

« Restitution d'indicateurs a différentes échelles géographiques

24es JNI, GRENOBLE



3 — Gestion des données et production d’indicateurs

Suivi des tendances selon une échelle géographique donnée
Agrégation de différentes STEU et comparaison aux indicateurs individuels
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Détection du virus dans les eaux usées

)
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Surveillance des eaux usées,

quelles perspectives au-dela du SARS-CoV-2 ?

20
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“The reason for collecting,
analyzing, and disseminating
information on a disease is fo
control that disease. Collection
and analysis should notf be
allowed to consume resources if
action does nof follow.”

—William Foege, 1976

Photo: Kay Hinton, Emory University

Foege WH, Hogan RC, Newton LH. Surveillance projects for selected diseases. Int J Epidemiol 1976;5:29-37

2023
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Eaux usées et autres agents pathogenes " santé AN

L publique
exemple du mpox «* @ France

= Constats

Dés mai 2022, plusieurs pays confirmaient la circulation de mpox dans les eaux usées de pays ou
la circulation n’est pas endémique (suivi rétrospectif puis prospectif)

Référence Location Date
Wolfe et al. 2022 Californie, USA - STEU 19 juin — ler ao(t 2022
i CDC, 2022
de Jonge et al. 2022 Amsterdam, NL — STEU & aéroport A partir du 23 mai 2022
La Rosa et al. 2023 Rome, IT - aéroport A partir du 30 mai 2022
Wourtzer et al. 2022 Paris, France - réseau A partir du 23 mai 2022
Giron Guzman et al. 2022 Espagne - STEU 9 mai - 4 aolt 2022

= Objectif et enjeux

Détection d’'une émergence

Absence of standard method for

|dentification de quartiers plus a risque (e.g. Californie) T

245 NI, GRENOBLE Contribuer au suivi de 'élimination du mpox



Eaux usées et autres agents pathogenes
exemple du poliovirus a partir d’événements internationaux récents

Londres, UK | #8% UK Health Security Agency m
- 118 PVDV?2 isolés entre 02 et 07/2022 dans différents G
quartiers de Londres Through our

. Qg ) sewage surveillan
Séquencgage -> cPVDV2 we have fountil

- Mise en evidence d’une circulation locale en 'absence de  BRVTat N 1a e]ale o)1)
cas clinique

- Mise en oeuvre d’une réponse de Santé Publique :
renforcement de la surveillance + campagne de
vaccination [PV

For some children this may
be an extra dose of polio
vaccine, on top of their
routine vaccinations. In
other children it may just

24+ INI, GRENOBLE bring them up to date.

> Alerte, detection précoce, orientation de la réponse




Eaux usées et autres agents pathogenes
exemple du poliovirus a partir d’événements internationaux récents

POLIO IS SPREADING
New york, USA INROCKLAND COUNTY

A young adult with @ As of August ath it's
Polio paralysis was confirmed, Polio is

confirmed on July 21st spreading in Rockland
County wastewater.

Analyse des eaux usées : B

—

18/07/2022 : identification d’un cas de PFA (cPVDV2)

Rétrospectivement : échantillons positifs 25 jours avant
Prospectivement dans 13 comtés, 48 basin d’assainissement (11M hab)

1 076 prélevements eaux usées, 89 (8.3%) positifs a PVYDV2 dans 10 bassins
d’assainissement / a faible CV

Réponse : renforcement de la surveillance + campagne de vaccination IPV

» Caractérisation de la zone de circulation

24es JNI, GRENOBLE



Eaux usées et autres pathogenes
exemple du poliovirus a partir d’événements internationaux récents

ﬁéfy Inspectie Gezondheidszorg en Jeugd
438 Ministerie van Volksgezondheid,
Welzijn en Sport

Utrecht, Pays-Bas

Novembre 2022 : wPV3 dans eaux usées

Poliovirus gevonden in riool Science Park Bilthoven
Nieuwsbericht | 28-11-2022 | 16:10

- Site technique de Utrecht Bilthoven

Deze maand is op het Utrecht Science Park in Bilthoven poliovirus in het
riool gevonden. Het gaat om een wildtype-variant van het virus die

- SOUChe VaCCin IPV gebruikt wordt voor de productie van poliovaccin.

- Investigations mises en oeuvre ont permis d’identifier un employé
d’un site de production de vaccin excrétant du PV

- Mesures : contact tracing, quarantaine

> Mise en evidence d’une rupture de confinement

24es JNI, GRENOBLE
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Pathogens Surveilled in Wastewater

(- )

c : Adenoviridae 5o Calciviridae (Norovirus,
oronaviridae . Astroviridae X

(Mastadenovirus) Sapovirus)
c
5 Lo . Cryptosporididae Enterobacteriaceae Hepeviridae (Hepatitis E
5] Filoviridae (Ebolavirus) e o :
< (Cryptosporidium) (Salmonella, Escherichia) virus) H P L4 2 3/eD
S . Travalil initié pour identifier
g ;::;C’ilr:i?e (Denguevirus, Herpesviridae Hexamitidae (Giardia) Matonaviridae . ye s A
les cibles d'intérét
k3 . P Py Py
£ Picornoviridae (Enterovirus || Papillomaviridae Parvoviridae Poxviridae 4 H
ks Including Poliovirus, en Sante pu bllq ue
3 Parechovirus, Hepatitis A Reoviridae Retroviridae Togaviridae .
2|1 Ve Kobuvirs, pour une surveillance
e Cosavirus, Salivirus)
3 e
% Retroviridae (HIV/AIDS) deS eaux usees
= - -

Kilaru et al., Am J Epi 2021 y N

k Orthomyxoviridae )
- (Influenza)

Mycobacteriaceae (Tuberculosis)

Plasmodiidae (Malaria)

Objectif et enjeux
Pouvoir détecter des émergences

Alcaligenaceae (Whooping Cough)

Paramyxoviridae (Measles)

as5e9sI(] JO USpIng 1sejeals)

Suivi de la circulation de pathogénes d'intéréts au travers de la population

Surveillance « Grands évenement »

“UNI

bl . 1 GRENOBLE Acquisition de connaissances scientifiques
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Quelles cibles possibles . e N

pour une surveillance des eaux usées ? *e France ~ ANSES

o Epidémiologie de la maladie
¢ Incidence, gravité
o Population ciblée/couverte

o Détectabilité du
pathogéne dans WW

e Existence de méthodes
analytiques
(idéalement
standardisées)

e Persistance dans
'environnement

o Validation/calibration
possible
avec des données
épidémiologiques
individuelles

e Disponibilité d’autres sources de données

e Plus value des données WW pour
interpréter les indicateurs disponibles
(asympto, recours au dépistage, etc.)

o Ultilité des données pour orienter
la réponse de SP

e Précocité du signal eaux usées ?

‘NI
il .. NI GRENOBLE D'apreés Wastewater-based Disease Surveillance for Public Health Action, National Academic Press, 2023
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Les eaux usees, une matrice « integrative » ..:,: S iaue e

Nombreux marqueurs chimiques et biologiques d’origine anthropique permettant un suivi épidémiologique * © France

Wastewater-Based
Epidemiology

Choi et al., 2018. TrAC Trends in Analytical Chemistry - Wastewater-based epidemiology biomarkers: Past, present and future

24es JNI, GRENOBLE
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Les eaux usées, une matrice « intégrative » ..j;: bublique _ %%

Nombreux marqueurs chimiques et biologiques d’origine anthropique permettant un suivi épidémiologique * ® France anses

Mobile phone

AR Exogenous

Endogenous

Indirect (e.g. flow)

Population
Markers

“UNI

2023 Choi et al., 2018. TrAC Trends in Analytical Chemistry - Wastewater-based epidemiology biomarkers: Past, present and future
24es JNI, GRENOBLE
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Nécessité d’un appui de la part des acteurs de la recherche LR rF»ublique an‘s'es
e O rance

= Objectifs

Articuler les travaux de recherche et les actions de surveillance, pour répondre aux enjeux de la surveillance des agents
pathogenes et des problématiques de santé publique

Proposer des axes de déploiement structurés

Partager les outils de diagnostics a disposition, partager des échantillons issus « d’ Aquathéques » référencées
= Enjeux

Favoriser une interface entre les développements technologiques issus de la recherche et les besoins des acteurs sanitaires
dans le cadre d’'une approche analytique « One Health »

Accompagner les acteurs sanitaires dans la valorisation des résultats issues des analyses et I'exploitation des données

= Partenariats : lien avec ANRS MIE, EMERGEN 2.0, Obépine +

24es JNI, GRENOBLE
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