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>'analyse  métagénomique des acides
nucléiques présents dans les eaux usées est un
outil épidémiologique prometteur pour suivre la
propagation des virus dans de grands bassins
démographiques. Son utilisation lors de la
pandémie de COVID-19 a permis de surveiller la
circulation du SARS-CoV-2 sans nécessiter la
collecte de multiples échantillons individuels.
Cette approche permet de suivre non seulement
les infections symptomatiques mais aussi les
infections asymptomatiques. Initialement basée
sur une détection par RT-qPCR, Pintroduction
du séquengage métagénomique améliore cette
détection en fournissant des informations
plus détaillées. L'expérience acquise avec la
COVID-19 suggere d’étendre désormais cet
outil épidémiologique puissant a d’autres virus
également détectables dans les eaux usées.
Dans cet article, nous décrivons les différentes
méthodes mises en ceuvre, et nous discutons
les enjeux d’un déploiement rapide a une
échelle internationale pour mieux appréhender
la circulation des virus pathogénes a I’échelle
mondiale. <

Lanalyse des eaux usées est un outil puissant de sur-
veillance environnementale, capable d’identifier et
de quantifier des risques infectieux potentiels pour la
santé humaine. €lle a permis d’étudier la circulation
de dizaines d’agents pathogenes présents dans les
eaux usées [1], mais aussi I’émergence de bactéries
résistantes aux antibiotiques, ou la présence de médi-
caments, de drogues et de molécules toxiques [2].
La détection de séquences d’acides nucléiques d’ori-
gine virale dans des préparations d’eaux usées per-
met d’évaluer leur concentration, et I"analyse des
séquences détectées permet de préciser la présence
d’éventuels variants. Cette approche métagénomique
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permet ainsi d’apprécier le niveau de circulation des
agents infectieux et/ou le niveau d’exposition des
populations (Figure I).

Dés le milieu du xix¢ siécle, les travaux de John Snow!
avaient établi un lien entre le mode de transmission
du choléra et la contamination des eaux. La démons-
tration par Paul, Trask et Culotta d’une transmission
du poliovirus par les eaux usées conduisit Melnick
a mettre en place une surveillance épidémiologique
du poliovirus a partir de 1947 [3, 4]. Cette approche
fut ensuite étendue a d’autres virus dans les années
1980 [5, 6]. Une identification directe des virus &
partir de la détection de leurs acides nucléiques se
mit alors progressivement en place, fournissant de
nouvelles informations sur leurs niveaux de circula-
tion dans la population et permettant d’alerter en
cas d’émergence épidémique. Pendant la pandémie
de COVID-19, de telles mesures réalisées par RT-qPCR
(PCR quantitative apres transcription inverse) ont

1 John Snow (1813-1858) est un médecin britannique, pionnier dans les domaines de
I’anesthésie, de I’hygiéne et la santé publique (ndlr).
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Figure 1. Schéma bilan illustrant les étapes du processus de surveillance de la circulation des séquences virales basé sur le séquengage des eaux

usées.

ainsi permis de surveiller la propagation du SARS-CoV-2 dans la
population générale et de prédire des remontées épidémiques avant
que celles-ci ne soient observables cliniquement [7, 8]. Cette ana-
lyse épidémiologique indirecte est réalisable en temps quasi réel, et
elle peut facilement s’étendre a tout virus excrété dans les urines ou
les selles.

Un avantage majeur de cette approche est de fournir des indica-
tions sur les infections asymptomatiques et pré-symptomatiques
sans devoir recourir a des mesures individuelles sur un grand nombre
d’individus [9], ainsi que sur des réservoirs non humains [10]. Chaque
mesure étant représentative d’une large population, le prix de revient
de telles analyses est extrémement bas. €n revanche, 'analyse
métagénomique ne fournit aucune information sur la contribution a
I’échelle individuelle.

La plupart des approches actuelles se basent sur des séquences virales
de référence a partir desquelles sont déduites les amorces utilisées
pour détecter les agents pathogenes par RT-gPCR. Un séquencage de
plusieurs amplicons répartis sur toute la séquence permet de docu-
menter les différents variants. Un séquencage « shotgun »? de toutes
les séquences génomiques présentes est en principe possible, mais
la prédominance de séquences d’origines bactériennes et eucaryotes
limite la sensibilité de la mesure des virus [11, 12].

Les mesures s’operent sous de multiples contraintes : intrinseques,
comme le type de virus (& génome ADN ou ARN, enveloppé ou non) ;
extrinseques, comme la température de stockage, et I"impact des

% €n génomique, le séquencage « shotgun », littéralement « fusil de chasse » est une méthode utilisée
pour séquencer des brins d’ADN aléatoires.
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contaminants organiques ou microbiens. La standardi-
sation des mesures et des analyses menées a partir des
eaux usées est essentielle, depuis la collecte jusqu'a
'analyse des données. Le présent article fait un état de
I’art des protocoles développés, compare I'efficacité et
les limites de différents protocoles d’échantillonnage
et de purification des virus, d’extraction des acides
nucléiques, de préparation des banques et d’analyse
bio-informatique (Figure 2).

Méthodes d’échantillonnage,
d’enrichissement et d’analyse

Une recherche bibliographique sur PubMed a identifié
les articles utilisant la détection dans les eaux usées,
par PCR ou RT-gPCR ou séquengage, du SARS-CoV2, des
coronavirus saisonniers, des rhinovirus, du virus respi-
ratoire syncytial, des virus de la grippe, des virus des
hépatites A et €, du virus mpox, ainsi que d’autres virus
responsables d’infections respiratoires et gastro-intes-
tinales (Tableau 1).

Echantillonnage et prélevement

Les extraits obtenus a partir des eaux usées different de
ceux obtenus a partir des échantillons cliniques du fait
de la présence de multiples virus, a des concentrations
variables, provenant d’un grand nombre d’individus.
Leurs interactions avec les matiéres en suspension
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Figure 2. Détails des étapes du processus de surveillance de la circulation des séquences virales basé sur le séquengage des eaux usées.

dans les eaux usées, et la présence possible de contaminants, tels
que I'acide humique, interférent directement avec les mesures géno-
miques. Les caractéristiques propres des stations d’épuration, la den-
sité des populations desservies, mais aussi la pluviométrie, la tempé-
rature, et la présence de certaines molécules chimiques peuvent aussi
causer des différences compositionnelles importantes [13], imposant
une normalisation.

La fréquence d’échantillonnage doit étre adaptée a la taille et au
taux de renouvellement du bassin de collecte, qui dépend notamment
des niveaux de précipitations, et de la configuration géographique.
Un pompage en continu sur 24 heures paraft plus adapté qu’un pré-
levement ponctuel pour fournir des informations représentatives,
reproductibles et avec un niveau de sensibilité élevé, méme lorsque
les niveaux de circulation viraux sont faibles [14]. Une fréquence heb-
domadaire de prélévement est habituellement suffisante, mais peut
étre augmentée en cas d’émergence épidémique [13]. Des volumes
suffisants de collecte (40-1000 mL) sont indispensables pour per-
mettre la détection de virus faiblement abondants ou la présence
de variants minoritaires. €n revanche, I’augmentation des volumes
analysés, de méme que I’utilisation de matieres plus concentrées mais
plus complexes comme des boues, augmentent aussi la concentration
des inhibiteurs enzymatiques et peuvent détériorer la qualité des ana-
lyses [15].

Préparation des acides nucléiques

Toutes les manipulations effectuées ont lieu dans des espaces confi-
nés, afin d’assurer la sécurité des manipulateurs et empécher toute
dissémination. La concentration du SARS-CoV-2 dans les feces de
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patients infectés peut atteindre 107 copies/mL. €lle peut
descendre a moins de 10° copies/mL dans les eaux usées
non traitées [16]. Moins de 1 % des séquences obtenues
par séquencage non ciblé sont d’origine virale, avec une
forte représentation de bactériophages et de virus envi-
ronnementaux [12]. Uenrichissement des échantillons
par des méthodes basées sur la taille, ou par précipi-
tation différentielle est donc primordial. La purification
des virus non enveloppés (tels que les rotavirus, ou les
virus de I’hépatite A et €), plus résistants, est déja bien
décrite [17]. La purification des virus enveloppés (tels
que le SARS-CoV-2), plus fragiles, s’est notablement
améliorée avec la pandémie du COVID-19 [15].

Les acides nucléiques sont purifiés a partir d’extraits
concentrés. Une ultrafiltration tangentielle permet
de concentrer les virus [15]. Les complexes de virus
enveloppés et de matieres en suspension peuvent par
exemple &tre récupérés par centrifugation (30 minutes
x 10,000 g) [18]. Des ultracentrifugations a plus de
100,000 g pendant plusieurs heures permettent de
culotter tous les virus, mais I’acces limité a des équi-
pements d’ultracentrifugation restreint leur utilisa-
tion [19-21]. La procédure « Viradel » d’adsorption-
élution des virus fonctionne bien pour les virus non
enveloppés, plus résistants aux pH acides [15, 22, 23]
. La protonation des protéines des capsides virales
a pH acide facilite leur adsorption sur membrane
électronégative, particulierement en présence d’AlCls
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Virus d’intérét  Pays Période Prétraitement
(1) PEG(8000)/
2 : Nov. 2020 — NaCl précipitation;
SARS-CoV-2 Etats-Unis .
Janv. 2021 (2) capture directe
par résine de silice
20 Déc. 2021 — Aluminium
SARS-CoV-2 Espagne ] Lo
3 Janv. 2022 adsorption-€élution
g PEG(8000)/NaCl
SARS-CoV-2 Etats-Unis 2020 — 2022 ) ( ; ) a4
précipitation
Oct. 2020 —
SARS-CoV-2 France ¢ Ultracentrifugation
Mars. 2021
Viradel
Arabie 23 mars. 2020 — Ir,u ¢ .
SARS-CoV-2 . (virus adsorption-
saoudite Sept. 2022 o
élution)
2 : Oct. 2020 — PEG(8000)/NaCl
SARS-CoV-2 Etats-Unis L
Avr. 2021 précipitation
SARS-CoV-2, EVD- -
- 20ct. 2021 — Aluminium
68, NoVGlI, HAdV41, Royaume-Uni .
29 mars 2022 adsorption-élution
HAV, MeV, IA)
Hépatite € (HEV), - Oct. 2019 — i i
. Royaume-Uni , Ultracentrifugation
Norovirus Févr.2020
Virus respiratoires, ; . 6 Janv. 2022 — ) )
L o Etats-Unis , Ultrafiltration
entériques, urinaires 29 Déc. 2022
. i a ) Mai 2022 — . )
Virome humain Etats-Unis ) Centrifugation
Févr. 2023

Technologie

Détection . Références
de séquencage

RT-qPCR lllumina MiSeq [26]
[llumina

Séquengage  MiSeq, MinION [37]
(Oxford Nanopore)
MinION

RT-ddPCR 27
(Oxford Nanopore) [or]
PromethION

RT-gPCR 19

E (Oxford Nanopore) [15]

GridION

RT-gPCR . [23]
(Oxford Nunopore)

RT-qPCR Illumina NextSeq 500 [28]
[llumina MiSeq,
NovaSeq SP / S4,

RT-gPCR _ [12]
MinION
(Oxford Nanopore)

RT-PCR MinlON [20]

g (Oxford Nanopore)

RT—qPCR, [lumina [43]

séquencage NextSeq 2000

RT—qPCR, [lumina [42]

séquencage NovaSeq 6 000

Tableau 1. Sélection d’études utilisant le séquencage d’acides nucléiques viraux sur des échantillons d’eaux usées. Entérovirus D68 (EVD-68), noro-
virus groupe Il (NoVGll), adénovirus humain 41 (HAdV41), Hépatite A (HAV), virus de la rougeole (MeV), virus de la grippe A (1AV).

ou de MgCl, [23, 24]. Apreés filtration de grands volumes (> 1 litre) sur
une membrane, les virus sont élués en solution alcaline [7, 15], ou
aprés adsorption sur membrane électropositive [15, 24]. Les variations
des points isoélectriques entre virus, voire entre souches, peuvent
nécessiter certaines adaptations [24, 25]. La précipitation au polyé-
thylene glycol (PEG) permet de purifier le SARS-CoV-2, le monkeypox
virus, et le norovirus [22, 26-29], qui sont alors concentrées par filtra-
tion ou centrifugation [30]. Les particules virales peuvent aussi étre
complexées a de I’hydroxyde d’aluminium, pour étre ensuite collectées
par centrifugation en un temps de préparation réduit [12, 29, 31]. La
floculation organique a été tres utilisée avec les virus non envelop-
pés (norovirus, adénovirus et polyomavirus) [15]. Une alternative
consiste a adsorber directement les acides nucléiques sur des billes
de silice dans un milieu de forte concentration ionique, et d’extraire
directement les acides nucléiques des eaux usées, sans nécessiter
d’équipements, tout en restant compatible avec une analyse par
séquencage [15].

Le choix des méthodes dépend de la nature des échantillons, des
virus recherchés, et de I’équipement disponible dans le laboratoire.
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Dans tous les cas, il s’agit de diminuer au maximum
la concentration en inhibiteurs de I’étape de PCR [7].
De nombreux kits commerciaux d’extraction des acides
nucléiques ont été spécialement adaptés au traitement
des eaux usées.

Détection de virus d’intérét

Détection et quantification par PCR

La quantification par PCR en temps réel (qPCR), ou
par PCR digitale (ddPCR : digital droplet PCR) utilise
des amorces qui ne sont pas encore systématiquement
standardisées (i.e. les génes N, & S pour SARS-CoV-2;
les genes C22L, F3L, F8L pour le virus mpox). Les eaux
usées constituant un mélange complexe, une norma-
lisation des extraits viraux en fonction de multiples
parameétres décrits est essentielle, par exemple en
calculant le rapport entre le virus d’intérét et un indi-
cateur présent en abondance et de niveau stable dans



les eaux usées. De différences importantes sont toutefois observées
en fonction du normalisateur choisi [32]. Le virus de la marbrure
légere du piment (PMMoV), la créatinine (CRE), I"acide 5-hydroxyindo-
leacétique (5-HIAA), la caféine et son métabolite paraxanthine sont
autant de biomarqueurs possibles [33]. Certains parameétres hydro-
chimiques tels que I’ammonium (NH4*) [34] ou d’indicateurs fécaux
comme £.coli [15, 31, 35] ont aussi été utilisés. Cependant, "absence
de standardisation sur Iutilisation des biomarqueurs rend difficile la
comparaison des études.

Génotypage

Un génotypage peut étre réalisé par séquengage ciblé d’une zone cri-
tique amplifiée par PCR ou par la production de multiples amplicons
chevauchants, répartis sur tout le génome. Un alignement de I’en-
semble des séquences obtenues sur une référence connue permet
ensuite de suivre I"émergence éventuelle d’un variant a partir d’une
mesure de la fréquence de mutations [36].

Détection par séquencage

Les plateformes de séquencage de type Illumina géneérent des
séquences de moins de 300 bases. Méme si les séquences génomiques
présentes sont déja fragmentées avant séquencage, des lectures
plus longues produites avec la technologie Oxford Nanopore, per-
mettent d’améliorer la couverture, avec une précision actuellement
supérieure a 99,49 % pour des flowcells Nanopore (contre 99,98 % sur
lllumina) [37]. Différents outils bio-informatiques d’analyse comme
Freyja [38], LoFreq [39] ou iVar [40] permettent d’établir la fré-
quence des différentes mutations, indépendamment de la technologie
de séquencage employée.

Lidentification des virus repose sur I’alignement des séquences
générées (reads) avec une base de données de référence des virus
d’intérét. Lutilisation combinée de la gPCR ou ddPCR
(PCR digitale) [41] (=») pour la quantification et
du séquencage pour la détection et I'identification

(=) Voirm/s n° 2,
2015, page 180

des nouveaux variants permet une description compléete des échan-
tillons [27].

Enrichissement et séquencage

Pré-amplification par PCR

La production de multiples amplicons chevauchants, répartis sur tout le
génome, permet d'acquérir des informations sur ’ensemble du génome.
Les dizaines d’amplicons obtenus fournissent une couverture génomique
homogene sur tout le génome, avec une profondeur suffisante pour
discriminer les différents variants [12, 42]. Plusieurs jeux d’amorces
spécifiques ont été utilisés pour le SARS-CoV-2 [12].

Enrichissement par capture aprés hybridation

Plusieurs industriels proposent des kits d’enrichissement par capture
des régions ciblées par hybridation. Uenrichissement permet d’iden-
tifier de nombreux virus simultanément dans les eaux usées, avec une
couverture correcte des génomes d’intérét [21]. Cela a été notamment
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appliqué pour les polyomavirus, les astrovirus et les
norovirus [43]. Uenrichissement par capture d’hybrides
constitue une méthode robuste pour le suivi épidémio-
logique simultané d’un large panel de virus.

Dans un séquencage métagénomique non ciblé, les
séquences virales représentent moins d’l % de tous
les reads [37]. La sensibilité est alors le plus souvent
insuffisante pour permettre la détection des variants
viraux, méme avec une forte profondeur de séquencage.

Analyse bio-informatique

Les pipelines d’analyse automatisés développés par
le consortium ARTIC (https://artic.network/) ou par
Oxford Nanopore (EPI2ME labs, https://github.com/
epi2me-labs) sont utilisables pour la classification
sous forme de scripts qui automatisent I'identification
des séquences et des variants sur des serveurs distants.
ARTIC et EPI2ME, tout comme la plupart des outils exis-
tants traitent des données issues de divers types de
séquenceurs. Ils reposent sur des ressources nucléoti-
diques comme celles du NCBI (GenBank), ou de GISAID
(global initiative on sharing all influenza data).

Applications et perspectives

Actuellement, la surveillance des eaux usées permet
non seulement la détection de virus a tropisme intes-
tinal, responsables des gastro-entérites [12, 20, 42,
43], mais aussi de certains virus respiratoires tels que
le SARS-CoV-2, les virus de la grippe, le virus respira-
toire syncytial et les coronavirus humains. La qPCR et
la ddPCR [41] sont utilisées pour déterminer la concen-
tration virale. Des séquengages permettent ensuite de
détecter les variants circulants [12, 13, 15, 19, 23, 26-29,
31, 35, 37, 42-44]. Uapproche a récemment été appli-
quée aux adenovirus, aux polyomavirus mais aussi au
suivi de I’épidémie du virus mpox en 2022 [22, 42, 43].

Corrélation entre données cliniques et eaux usées

La concentration virale dans les eaux usées est tres
bien corrélée a I'incidence des cas dans la popu-
lation générale. Ceci a été démontré dés 2013 avec
la surveillance du poliovirus [45]. Plus récemment,
plusieurs études ont montré que les concentrations
des virus de la grippe A, du SARS-CoV-2, ou encore du
virus respiratoire syncitial (VRS) dans les eaux usées
étaient directement liées a I’incidence observée dans
la population [7, 21, 31, 46].

La concentration virale dans les eaux usées précédant
Ilaugmentation de I"incidence dans la population,
peut servir d’indicateur précoce comme démontré en
2014 pour les norovirus et le virus de "hépatite A [47].
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Figure 3. Premiére identification du variant BA.2.86 (Pirola) par analyse des eaux usées de Nice en septembre 2023, effectué a partir d’un préle-

vement de la station centrale d’épuration de la Métropole Nice Cote d’Azur, qui collecte les eaux usées d’environ 400000 habitants (non publié,

source IPMC).

Pour le SARS-CoV2, 'augmentation des concentrations dans les eaux
usées précede d’une semaine I’augmentation de 'incidence des cas
cliniques [28].

Uanalyse des données sur les eaux usées présente I’avantage de
donner une image globale de "ensemble des cas d’une population, y
compris les cas pré-symptomatiques et asymptomatiques.

Génotypage des variants des virus

La surveillance des virus dans les eaux usées par séquengage assure
la possibilité de suivre les variants viraux en circulation. La clé de ce
suivi repose sur une couverture suffisante des régions critiques et sur
un échantillonnage suffisant du matériel génétique [42].

Cette approche permet aussi la détection précoce de variants émer-
gents. €n septembre 2023, la détection de 825 reads sur un total de
361675, soit 0,2 % de toutes les séquences spécifiques du variant
BA.2.86 (Pirola) du SARS-CoV2 dans les eaux usées de la région de Nice
(Alpes Maritimes), a permis de caractériser sa présence alors qu’aucun
cas n'avait encore été rapporté a I’hdpital (Figure 3).

€tude des interactions potentielles des communautés virales

Le séquengage des eaux usées permet d’analyser globalement I’évo-
lution des communautés virales et de décrire leur saisonnalité [42,
43]. €n séquencant 1408 échantillons composites, issus de 12 points
de collecte différents, Smith et al. ont montré les variations de com-
munautés virales des eaux usées en fonction des saisons et des zones
de collecte [43]. Uexistence d’un effet de saisonnalité est en accord
avec les observations cliniques faites pour certains virus intestinaux
et respiratoires. Les virus respiratoires syncytiaux, les virus parain-
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fluenza, les norovirus et les astrovirus ont été détectés
plus fréquemment en automne, en hiver et au début du
printemps, c’est-a-dire au méme moment que les épi-
démies saisonnieres. A contrario, quelques virus comme
le coronavirus humain hCoV-229€ montrent un décalage
entre leur concentration virale dans les eaux usées
et le nombre de cas rapportés. Ce type d’études peut
également permettre de mettre en évidence certaines
interactions entre espéces [43], contribuant ainsi @
fournir une image plus précise de la circulation virale
entre différentes populations hotes.

Du point de vue épidémiologique, la surveillance des
virus dans les eaux usées par séquencage constitue
un outil trés important. €n améliorant notre connais-
sance sur les multiples voies de transmission des virus,
de nouveaux champs d’études sur les mécanismes de
compétition ou de symbiose entre variants et entre
especes sont en train de s’ouvrir. Uapplication d’ap-
proches similaires aux eaux noires des avions a été
proposée pour cartographier la propagation mondiale
des virus lors des vols internationaux [48]. Méme si
I’organisation du transport aérien rend difficile un tel
suivi en ce moment, quelques expérimentations en vie
réelle ont exploré une telle faisabilité [49]. Au-dela
des seules approches génomiques, un dernier enjeu
important est constitué par le développement d’ou-
tils complémentaires pour surveiller la dissémination
des antibiotiques, des médicaments antiviraux, ou la



présence de polluants et de molécules toxiques. Le suivi global de tous
ces marqueurs et leur intégration permettra certainement d’améliorer
significativement le suivi de I’état général de grandes populations.

Le succes de I'utilisation du séquengage dans la surveillance des virus
des eaux usées repose désormais sur un déploiement approprié, y
compris dans des régions confrontées a de mauvaises conditions sani-
taires. Cette approche pourrait alors contribuer a détecter plus préco-
cement de futurs risques sanitaires et a empécher le déclenchement de
nouvelles épidémies. ¢

SUMMARY

Molecular epidemiology of viruses sequenced from wastewater

Virus surveillance using metagenomic analysis of sequences from
wastewater appears to be a promising epidemiological tool for moni-
toring the spread of viruses in large populations. Its use during the
COVID-19 pandemic enabled the monitoring of SARS-CoV-2 circulation
without requiring the collection of multiple individual samples. This
approach allows both symptomatic and asymptomatic infections to be
monitored in a highly cost-effective way. Initially based on PCR detec-
tion, the introduction of nucleic acid sequencing has improved this tool
by providing more detailed metagenomic information. Experience with
COVID-19 pandemics suggests that this epidemiological tool should
now be extended to other viruses detectable in wastewater. This review
discusses the different methods used, highlighting the challenges of a
rapid deployment on an international scale to better understand the
global circulation of viral pathogens. ¢
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