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Qu’est-ce que I'épidémiologie
des eaux usées™* ?

* Wastewater-based epidemiology (WBE)



Selles / urines ...

- microbes
- antibiotiques
- antidépresseurs

- drogues illicites...

Eaux de surface




Selles / urines ...

- microbes

- antibiotiques

- antidépresseurs
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Eaux de surface
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John Snow : Epidémie de
choléra de Broad Street (1854)

TF Coetn, L, Sy B Lo

SCALE 30 INCHES TO A MILE.



Une impulsion pour créer les
premiers réseaux d’assainissement
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Egout collecteur construit sous le boulevard de
Sébastopol a Paris,

BT gravure du Monde lllustré (1858)




Un dispositif de suivi des épidémies
de poliomyélite

« La poliomyélite touche surtout les enfants de moins de 5 ans
« Paralysie flasque irréversible (1/200 infections)
« 3 génotypes - 2 vaccins (vivant atténué ou inactivé)

« 52 10% des sujets paralysés meurent (atteintes respiratoires)

Poumon d’acier

La grande salle des poumons d’acier a Los Angeles (1950)



Dans la majorité des cas (99,5%), I'infection est non symptomatique

> Entrée par voie orale
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L Oropharynx — réplication dans les amygdales
m . .
c Circulation
g Sanguine = Rare, mais grave
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S| |ntestin — réolicati S~
y ntestin — réplication dans les plaques de Peyer
o Corne anteérieure
; r . [ Y
a ' de la moelle épiniere
Selles
Paralysie (0,5% cas)

Persistance dans I’eau, les sols humides, variable selon le milieu (pH, chaleur, salinité, facteurs physiques etc.)
-> Réduction 1 Log10 en 20-60 jours (Slade, 1989)
Voir également J.Bae et al. App! Environ Microbiol. Jan 2008; 74(2): 477—484.



Surveillance du poliovirus dans les
eaux usees

1935 : Virus détecté dans les selles durant la phase aigue et la guérison

1939 : Epidémie a Charleston (Caroline du Sud) => collecte d’eaux usées

SEPTEMBER 15, 1939

SCIENCE

TABLE 1

TESTS FOR POLIOMYELITIC VIRUS IN SEWAGE SPECIMENS

Interim bia- Amount of inoculum Monk
Sewage Original tween col- onkey
specimgen amount lection and Intra- Subcu- No. Result
) inoculation peritoneal taneous
22 ce 1229 Abscess of abdominal wall; acute
(A) Pump 3.5 liters 6 and 7 days 36 cc e s, TRihied on 4th ' day.
(B) Har. 0.5 liter 7 days 24 ¢ 1231 Chronicsﬂa:ng acute peritonitis. Died
on ay.
i 120 « 1227 Poliomyelitis. Killed on 10th day.
(€} Pump (1) 8 liters 1 and 2 days 0 Passige to monkey 1248 successful.
(2) 3 days 125 « 1232 Poliomyelitis. Died on 8th day.
Passage not done.
(D) Hosp. (1) 7 “ 5 ¢ 7%« 126« 1239 Infzecéeg abdominal wall. Died on
n ay.
(2) 6 “ . 25 ¢« 46 1240 Abscess of abdominal wall. Killed

on 4th day.

From JR Paul et al. (1939) « Poliomyelitic virus in sewage ». Science.



---- London boroughs [T Positive catchments =] Negative catchments

Sustained detection of type 2 poliovirus in London sewage @
between February and July, 2022, by enhanced |
environmental surveillance

Dimitra Klapsa, Thomas Wilton, Andrew Zealand, Erika Bujaki, Eugene Saxentoff, Catherine Troman, Alexander G Shaw, Alison Tedcastle,
Manasi Majumdar, Ryan Mate, Joyce O Akello, Shahin Huseynov, Ali Zeb, Maria Zambon, Anita Bell, José Hagan, Matthew ] Wade, Mary Ramsay, -
Nicholas C Grassly, Vanessa Saliba, Javier Martin

Summal

Backg rounryd The international spread of poliovirus exposes all countries to the risk of outbreaks and is designated a Lancet 2022; 400: 1531-38
Public Health Emergency of International Concern by WHO. This risk can be exacerbated in countries using published online
inactivated polio vaccine, which offers excellent protection against paralysis but is less effective than oral vaccine October 12,2022
against poliovirus shedding, potentially allowing circulation without detection of paralytic cases for long periods of ;‘;‘1":{:’:;‘3‘;:?2’; 1)2'11:;2_’9
time. Our study investigated the molecular properties of type 2 poliovirus isolates found in sewage with an aim to

See Comme m&gelﬁl\—J

Findings 118 genetically linked poliovirus isolates related to the serotype 2 Sabin vaccine strain were detected in
21 of 52 sequential sewage samples collected in London between Feb & and July 4, 2022. Expansion of environmental
surveillance sites in London helped localise transmission to several boroughs in north and east London. All isolates
have lost two key attenuating mutations, are recombinants with a species C enterovirus, and an increasing proportion
(20 of 118) meet the criterion for a vaccine-derived poliovirus, having six to ten nudleotide changes in the gene coding
for VP1 capsid protein.

The Lancet, Vol 400 October 29, 2022

RAPID cOMMUNICATION - Euro surveillance

Detection of circulating type 3 vaccine-derived

ine

Wastewater-based
Epidemiology

Stéphanie Raffestin*>", Ambre Tinard>+>", Antoine Enfissi*¢, Marie-Line Joffret>+>, Timothée Lichtenstein¢, Sourakhata
Tirera’, Laura Zanett|3 ‘Marie Barrau®, Francky Mubenga®, Adrien Ortelli®, Chrlstophe N Peyrefitte>* Anne Lavergne?,
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La pandémie SARS-CoV-2 ouvre des
« opportunités » de recherche



Genese du projet Obépine*

* Observatoire épidémiologique dans les eaux usées



Comment détecter / suivre une
épidémie sans test individuel ?



Du SARS-CoV-2 dans les eaux usées ?

COVID-19

4 Portage asymptomatique

(60 % des cas)

Réplication (tube digestif) - excrétion

Stations d’épuration
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X porteurs du virus ?
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Virus dans les eaux usées




De l'idée a la preuve de
concept



Un consortium de recherche multidisciplinaire

(Fevrier-Mars 2020)
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Indilateurs de présence dans les eaux usées pour la station de PARIS SEINE-AMONT
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SCIENCEINSIDER = HEALTH

Science

Coronavirus found in Paris sewage points to early
warning system

Rising levels of SARS-CoV-2 detected in wastewater before corresponding spike in clinical cases

21 APR 2020 - BY CHRISTA LESTE-LASSERRE

Wurtzer S, Marechal V , et al. Euro Surveill. 2020 ;25(50):2000776.
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Une logistique complexe
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Techniques innovantes Modélisation

Quantification results distribution by laboratory and by gene
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1 Marie Courbariaux et al. Frontiers in Applied Mathematics and Statistics, 8, 2022.
2 Nicolas Cluzel et al. Environment International, 158 :106998, 2022.

" Wurtzer et al. (2022-1) STOTEN (dPCR)

2Barbé et al (2022) Frontiers in Microbiology (Whole genome sequencing)

3 Wurtzer et al. (2022-2) STOTEN (dPCR)

* Emergen : Emereaude project (ANRS-MIE)




Construction d’un indicateur
eaux usées (IEU)

Charge virale (UG/L) (QRT-PCR/dPCR)

» Débimétrie
e Pluviométrie

* Données physico-chimiques —

* Incidents de gestion STEU

* Indicateurs viraux (fécaux)

—

Indicateur eaux usées (approx. CV/J)

|

Taux d’incidence

Normalisation
nécessaire



Comment donner du sens a des données bruitées ?

Valeurs mesurées (RT-qPCR)
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Comment donner du sens a des données bruitées ?

valeurs 'réelles'
(inconnues par definition, mais peuvent étre estimées)
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Comment valider un algorithme de lissage ?

valeurs 'réelles’

Valeurs mesurées (RT-qPCR)

Peut-on générer un algorithme
qui retrouve les valeurs réelles ?
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Smoothing for an indicator : work with G. Nuel and the team Smiles-4-Obepine

We have developed a Kalman-smoothing algorithm adapted for the Obepine data.

This one allows to find an autoregressive process of which we observe only a noisy and censored version.

X =nX,_ +oN(0,1)
v/ = X, +fN<o 1)
Y, = max(Y] . c)

In our case, we are looking for an estimate of the "real" concentrations in the wastewater, X, of which we only observe noisy and
censored measurements, Y .

The proposed method also allows to provide the a posteriori law of the underlying process, and thus intervals in which the "true"
concentration is found in 99%, 95%, 50%, . . . of the cases.

Courbariaux et al. submitted



Comment donner du sens a des données bruitées ?

correction censure et valeurs aberrantes
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Sampling frequency in days

Un échantillon composite (24h) deux fois par semaine

Cluzel et al. 2022



Evaluer I'incidence dans les eaux usées
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3 Cluzel N, Courbariaux M et al. (2021) Environment international
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Quelle est la sensibilité du dispositif ?

6=

Log (UG/L)

A Regional correlation

T T T T

o Log (Incidence)

.......

-> Limite évaluée a 7 cas /100 000 hab

mmmmm= Raw data

memmms Corrected
data

Cluzel et al. 2022



Peut-on anticiper la dynamique épidémique ?

Indicateurs de présence dans les eaux usées pour la station de PARIS_SEINE-AMONT
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Des traces du SARS-CoV-2 dans les eaux usées a
Paris interrogent sur un possible retour de
I'épidémie

Les résultats des derniers préléevements montrent une résurgence du virus, a des niveaux minimes.

Lincidence de I'infection remonte également dans certains départements d’lle-de-France, mais il est trop
tot pour parler d’'un rebond épidémique.

Par Chloé Hecketsweiler et Denis Cosnard

Publi¢ le 08 juillet 2020 4 03h54 - Mis & jour le 08 juillet 2020 4 09h56 - & Lecture 5 min.

Reste a comprendre exactement le phénomene. « Sagit-il d'un signe quavec le
déconfinement, lépidemie repart ? s'interroge Anne Souyris, 'adjointe a la Maire de
Paris chargée de la santé. C'est I'inquiétude, mais nous avons besoin déléments
complémentaires. » Méme prudence au sein de I'agence régionale de santé (ARS)
d’lle-de-France. « Nous avons pris connaissance de ces analyses, mais nous devons
construire la méthode pour les exploiter. Nous ne voulons pas nous engager sur de
fausses pistes », souligne Aurelien Rousseau, le directeur de I'ARS.



Taux d'incidence (log)

Le suivi dans les eaux usées donne des signaux précoces
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Acces aux données*™

* 200 rapports hebdomadaires
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Un site internet ouvert au public

Trend over last 30 days (week 12)

* https://www.reseau-obepine.fr



Surveillance du porte-avions Charles de Gaulle

Boni M. et al Bull Acad Natl Med 206 (2022) 1011—1021


https://www.google.fr/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.aerobuzz.fr%2Fculture-aero%2Fle-charles-de-gaulle-immersion-a-bord-du-porte-avion-nucleaire%2F&psig=AOvVaw3BR_6h7TemYnhsw_JHAgy2&ust=1627490095600000&source=images&cd=vfe&ved=0CAoQjRxqFwoTCNj8_6HXg_ICFQAAAAAdAAAAABAD

Premiere campagne (février—mai 2021)
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2¢ campagne (novembre—décembre 2021)
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Figure 4 Suivi de la concentration en équivalents-génomes/L des genes RdRP et E dans la caisse D350. L’élevation de la concen-
tration dans les eaux usées précede ’identification des cas cliniques et d’autant plus que les cas sont nombreux. a.11 novembre
2021 : 1 cas positif (logement en tranche O) ; b.18 novembre 2021 : 4 cas positifs (logement en tranche S) ; c. 24 novembre 2021 :
1 cas positif (logement en tranche 0).



Etude de cas : surveillance de l'ile d’Yeu




Tests massifs (ARS Vendée- (ARS)
mmmmmm) 990 individus testés => 6 porteurs non-symptomatiques
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Compatible with data from Univ. Arizona (August 25th-28th 2020)
=> 3 non-symptomatic students among approx. 300 (collective housing)



Peut-on suivre les variants ?



VOI - VOC

e Variant of Interest : Variant présentant une ou plusieurs mutations ayant
possiblement un impact sur l'infection, sa prévention, son diagnostic ou son
traitement (modification de la protéine Spike, échappement aux anticorps
neutralisants, efficacité vaccinale réduite, impact sur le traitement, la
transmission ou la sévérité)(ex: mu)

* Variant of Concern : Variant pour lequel un impact a été prouvé (ex: alpha,
beta, delta, gamma)

e Variant of High Consequence : Variant mettant en échec les stratégies de
prévention ou de soin actuelles (aucun)
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Evaluation du risque sanitaire

ﬁ Boues résiduaires
Egouts

Stations

e

"Wurtzer et al. (2022) Viruses
2\Wurtzer et al. (2021) Water Research
3Verbanov et al. (2021) STOTEN

4 Desdouits et al (2021) STOTEN

Eaux de surface




Apport de I'épidémiologie des eaux
usées

Approche ancienne, mais qui n’a jamais eté exploitée a cette echelle, en
France et ailleurs.

Les données eaux usées reflete les données d’incidence, et les anticipe
souvent.

Le rapport bénéfice/cout est exceptionnel (cf janvier 2022)
* 40% de la pop. francaise suivie pour 330 000 euros (Obepine - MSS)
* 46 millions de tests => 1,6 milliards euros (S.S.)

Il faut revoir les attendus des deux approches en fonction du contexte
Il est nécessaire d’ouvrir une réflexion éthique




De la recherche a I’action publique
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Covid-19: les autorités sanitaires tardent a
intégrer ’analyse des eaux usées

Par Marc Cherki
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Réponse institutionnelle

Recommandation Européenne (mars 2021)

SUM’Eau (DGS-ANSES/SPF) doit se substituer a Obépine pour assurer la

surveillance réguliere
* Depuis Octobre 2023, Sum’eau suit 12 collectivités
* Aux Pays-Bas, 300 stations sont suivies

Obepine assurera le développement des techniques innovantes
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Covid-19: la surveillance des eaux usées intégrée
aux indicateurs épidémiques

Dans un premier temps, le systéme de surveillance reposera sur les prélévements effectués dans douze
stations d’épuration en France métropolitaine, soit une par région, a 'exception de la Corse.

Par Julien Lemaignen
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Prélevement, labo : comment Santeé
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Par Marius Matty
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Le futur d’Obepine :

Premier ministre

plateforme Obepine+

Secrétariat
général pour
l'investissement
: Q
Q SORBONNE eau
UNIVERSITE b . UNIVERSITE
de Paris DE LORRAINE
5 w
Institut Pasteur ACTALIA LCPME
de la Guyane 5
& 7®) Station Biologique
: ¥ de Roscoff ¢ : o
Institut Pasteur S sxwsine T | Louis Pasteur
de Nouvelie-Calédonie . :
Institut universitaire de technologie
| Université de Strasbourg |
Ifremer >\{’CNGRGIK-I
oM
UNIVERSITE
Clermont (6)
Auvergne VEOUA
env+ velérlnolre \(‘J}f
® | = eni= 2
r
INRAZ @f
B e L]
~SIAAP
Inserm Hépitaux de Toulouse ' A G E e
S - - - S




3l P
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Objectifs d’Obepine+*

Secrétariat
général pour
l'investissement

» Développer des outils pour anticiper de futures épidémies
» Promouvoir des projets innovants (académiques et industriels)

» Collaborer avec d’autres réseaux pour une réponse intégrée
v (i.e. Sum’Eau, Prezode, Emergen, CNR, réseaux sentinelles...)

» Promouvoir cette approche dans les pays a ressources limitées
v Afrique (Projet AFP-Pasteur-Obépine)
v" Inde
v Brésil (Déploiement d’un plan national de surveillance)
v' Mexique...

* 10 millions d’euros — 5 ans (ANR)
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MALADIES INFECTIEUSES EMERGENTES

INTEGRATED SURVEILLANCE in PRIMARY CARE AND OF
WASTEWATERS (2.5 millions €)

Wastewater data General practitioners

Metagenomic on used tissues in the population
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Well-being and HeAlth Observatory within Urban

trajectories (2 millions €)

. Investigating microbes and molecules
in Paris sewers (drugs, anti-depressive,
analgesic, antibiotics, STls ...)

. Map social inequities with sociologists




Au-dela de la COVID-19...
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First Detection of Monkeypox Virus Genome in Sewersheds in
France: The Potential of Wastewater-Based Epidemiology for
Monitoring Emerging Disease
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Création d’un laboratoire dédiée a la WBE a
I"Institut Pasteur de Guyane

Guyane : LARS lance une campagne de
rattrapage vaccinal contre la poliomyélite et
une surveillance environnementale pendant

O ~3 min lecture

LARS de Guyane a annoncé le lancement d'une campagne de
rattrapage vaccinal contre la poliomyélite dans les communes de
Cayenne, Rémire-Montjoly, Matoury et Saint-Georges. Cette initiative
fait suite a la détection du poliovirus dérivé d'une souche vaccinale
dans des échantillons d'eaux usées prélevés en juin et aoit, dans le
cadre d'un projet de recherche sur la surveillance environnementale.
Aucun cas de poliomyélite n'a toutefois été signalé sur le territoire
guyanais a ce jour. En paralléle, 'ARS prépare un programme de
surveillance environnementale d'un an sur les eaux usées.



RAPID COMMUNICATION - Euro surveillance

Detection of circulating type 3 vaccine-derived

polioviruses in French Guiana, May to August 2024

Stéphanie Raffestin*>*, Ambre Tinard>+5", Antoine Enfissi>¢, Marie-Line Joffret>45 , Timothée Lichtensteiné , Sourakhata
Tirera?, Laura Zanetti8 , Marie
. . tz’s)** .o




DEPLOYER LA SURVEILLANCE EN ABSENCE DE RESEAU D’ASSAINISSEMENT

(PROJET ATLANTES)

INSTITUT
PASTEUR

de Guinée

PASTEUR NETWORK

(l) INSTITUT
PASTEUR

Le Pennec et al. in prep.
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DETECTION PRECOCE DE LA ROUGEOLE (CONAKRY-GUINEE)
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CARTOGRAPHIE DYNAMIQUE DES ZONES DE DETECTION DU VIRUS
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Le Pennec et al. in prep.
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Peut-on suivre des IST via
I"analyse des eaux usées ?



SUIVI DES PAPILLOMAVIRUS ONCOGENES EN TEMPS REEL

* 12 HPV oncogénes, 1 HPV probablement oncogene, 11 HPV possiblement oncogenes
* Le vaccin francais (Gardasyl 9) protege seulement contre 7 HPV-HR et 2 HPV-BR

* Levirus est transmis surtout dans les populations jeunes (H+F) qui ne font I’objet d’aucun
suivi systématique

* Les cancers se développent apres plusieurs années/décades d’infection persistante

* Le dépistage virologique systématique n’est fait que chez les femmes > 30 ans

* Levaccin—dont le déploiement est tres insuffisant en France - pourrait modifier I’écologie
virale et favoriser I’émergence d’HPV a haut risque non couverts par le vaccin

Le dépistage/typage chez les femmes > 30 ans est insuffisant pour apprécier la dynamique virale

Il est essentiel de disposer d’un outil de suivi en temps réel, incluant les populations H+F jeunes




PROJET PAPILLEAU*
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* Projet soutenu par TANRS-MIE



QUANTIFICATION GLOBALE DES HPV MUQUEUX (2024)*

42-Ct

——HPV —e—Crassphage —e—mtDNA

* Suivi bi-hebdomadaire — Station Paris Seine Centre



QUANTIFICATION GLOBALE DES HPV MUQUEUX (2024)*

Lissage par adaptation du modéle de Cluzel, N. et al (2022) Env. Int.



FREQUENCE DE DETECTION DES HPV (2024)*
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* Suivi bi-hebdomadaire — Station Paris Seine Centre



PROJET PAPILLEAU* - SUIVI EN ILE DE FRANCE (2024)
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FREQUENCE DE DETECTION DES HPV (2024)*
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ABONDANCE RELATIVE DES HPV (2024)*
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PREUVE DE CONCEPT : SUIVI D'UN CAMPUS PARISIEN

Wastewater Paris Campus — June 2024 Wastewater Paris Campus — Nov. 2024
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DETECTION D’HPV INTEGRES AU VACCIN NONAVALENT

Wastewater Paris Campus — June 2024
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Wastewater Paris Campus — Nov. 2024
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HPV-HR NON COUVERTS PAR LES VACCINS

Wastewater Paris Campus — June 2024
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Perspectives

Les HPV-HR peuvent étre quantifiés et typés dans les eaux usées

La diversité régionale et la variation interannuelle, notamment en réponse a la
vaccination, seront évaluées (projet Papilleau 2026 - en cours)

Le projet sera déployé en Tunisie (projet Atlantes) a I'occasion du lancement de la
vaccination en 2025 (filles agées de 9 a 14 ans).

Le projet sera proposé a I’échelle européenne dans le cadre de la création d’un
observatoire européen des IST via les eaux usées (4EU+)




WWBE raises legal and ethical
Issues
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pubs.acs.org/est Policy Analysis

Journal of Law and the Biosciences, 1-11

doi:10.1093/jlb/152a039
Advance Access Publication 24 June 2020
Original Article

Legal and ethical implications of

wastewater monitoring of SARS-CoV-2
for COVID-19 surveillance Ethics Guidance for Environmental Scientists Engaged in
Surveillance of Wastewater for SARS-CoV-2

Steve E. Hrudey,* Diego S. Silva, Jacob Shelley, Wendy Pons, Judy Isaac-Renton, Alex Ho-Shing Chik,

Lance Gable!"', Natalie Ram®?* and Jeffrey L. Ram>***

ISchool of Law, Wayne State University, Detroit, MI 48202, USA and Bernadette Conant
2 University of Maryland Francis King  Law, Baltimore, MD 21201, USA
3Department of Physiology, Sch lle Isle Aquarium Field Research Laboratory,
W niversity, Detroit, MI 48201, USA

author. E-mail: jeffram@wayne.edu

Cite This: Environ. Sci. Technol. 2021, 55, 8484-8491 I: I Read Online
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® The paradigm is changing: wastewater is not only a waste, it is a resource
=> Who owns the wastewater?

° Global monitoring by WWBE does not require individual agreement but may lead to individual
measures

* Individual testing on a specific population => possible discrimination?
® Local vaccination campaign
[ J

Local mobility restrictions such as targeted containment

* WWABE allows us to trace the infected persons
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nature > news > article

NEWS | 26 September 2022

These scientists traced a new
coronavirus lineage to one office —
through sewage

Researchers are hunting through waste water for heavily mutated SARS-CoV-2 variants
that could be the next Omicron.
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