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Qualité de l'eau — Détermination de substances per- et polyfluoroalkyles

sélectionnées sur l'eau potable — Méthode par chromatographie

liquide/spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)
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Merci pour 
votre 

attention.
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Les bactériophages : un 
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suivi de la contamination 
virale des eaux
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1 — Les bactériophages d’intérêt pour la surveillance 
des matrices hydriques.  
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Bactériophage (ou 
phage) =

virus bactérien

Génome (ADN ou 
ARN) encapsulé dans 

une capside 
protéique 

Multiplication aux 
dépends des 

bactéries sensibles 
à l’infection

Certains bactériophages infectent 
spécifiquement les bactéries présentes 
dans le tractus intestinal des animaux à 

sang chaud.

Excrétés avec les matières fécales, ils sont 
présents dans les eaux usées brutes, les 

eaux usées épurées et dans le milieu 
récepteur (eaux environnementales).
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Les phages: des virus de bactéries.   

Ratio phage vs bactérie 
:  de 1 à 10  
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Les phages compteraient parmi les systèmes 
biologiques les plus abondants sur terre  

≥1030 phages dans la 
biosphère(1).
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Phages d’intérêt pour la surveillance des matrices hydriques ?

Bacteroides fragilis
Récepteurs spécifiques 
situés au niveau de la

PAROI CELLULAIRE.

Escherichia coli et autres 
bactéries Gram négatif
pourvues de F-pili

Récepteurs situés au 
niveau des 

PILI SEXUELS OU F-PILI.

Escherichia coli
Récepteurs spécifiques 
situés au niveau de la

PAROI CELLULAIRE.

Classification basée sur la nature : 
- de la bactérie hôte susceptible d’être infectée et,
- du récepteur reconnu pour initier l’infection. 

La spécificité d’hôte du phage est étroitement liée à la
spécificité du récepteur qui permet d’initier l’infection

Anaérobie

Phages de 

Bacteroides fragilis

Bactériophages

ARN-f spécifiques

Coliphages

somatiques

TROIS phages d’origine fécale ont particulièrement été étudiés 
pour évaluer leur potentiel en terme d’indicateurs dans les 

matrices hydriques.







Modèle : B40-8

Phage
à ADN

Modèles : MS2 ou Qβ

Phage 
à ARN

Modèle ΦX174 

Phage
à ADN
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Les phages en tant qu’indicateurs :

EAUX USEES BRUTES :

•Coliphages somatiques : jusqu’à 107

•Bactériophages ARN-f spécifiques : jusqu’à 106

•Phages de Bacteroides fragilis : jusqu’à 104

EAUX USEES EPUREES :

•Coliphages somatiques : jusqu’à 104

•Bactériophages ARN-f spécifiques : jusqu’à 102

•Phages de Bacteroides fragilis : jusqu’à 102C
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UE 2020/2184

Indicateurs

CONTAMINATION 
FECALE

EFFICACITE DE 
TRAITEMENT

CONTAMINATION 
VIRALE

Notamment pour 
évaluer les procédés 
de FILTRATION et de

DESINFECTION

Comportement différent des 
indicateurs bactériens usuels –
PROCHE DU COMPORTEMENT 

DES VIRUS ENTERIQUES

++ Facilité de mise en œuvre

C. somatiques   >   ARN-F   >   (B. fragilis)

-

OMS recommande depuis 2018 
que des analyses de coliphages 
soient intégrées au programme  

de surveillance.

UFP/100 ml

UFP/100 ml
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Une introduction récente dans la réglementation 
applicable aux EDCH

Vérification du niveau d’abattement des 
COLIPHAGES SOMATIQUES infectieux 

par la filière de potabilisation

Introduit pour la 
première fois un 

paramètre virologique 
dans le cadre de la 

surveillance des eaux
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Une introduction récente dans la réglementation 
applicable aux EDCH.

Arrêté du 30/12/22 relatif au programme de tests et d'analyses à réaliser dans le
cadre de la surveillance exercée par la personne responsable de la production ou
de la distribution d'eau et aux conditions auxquelles doivent satisfaire les
laboratoires réalisant ce programme, en application des articles R. 1321-23 et R.
1321-24 du code de la santé publique.

Article 4 de l'arrêté du 30 décembre 2022

Annexe
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2 — La méthode de dénombrement des phages 
infectieux. 



Dénombrement par comptage des plages de lyse sur gélose en double couche.

JoVE Science Education Database. <em>Microbiologie.</em> Plaque Assay: A Method to Determine Viral Titer as Plaque Forming Units (PFU). 
JoVE, Cambridge, MA, (2023).
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Méthodes de concentration des phages

UFP/100 ml
=> METHODE DE
CONCENTRATION

RENDEMENTS > à 60 %

jusqu’à 1 L
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Production de bouillon et de 
milieux de culture gélosés

Disponibilité commerciale de : 

- bouillon de culture pour les 
souches hôtes.

- milieux gélosés en 

poudre ou milieux 

semi-solides.

Contrôles quantitatifs

Possibilité de réaliser un témoin 
positif d’extraction par série 

(ex : dopage d’une eau avec une 
aliquote d’eau usée brute 

congelée avec 5% de glycérol )

Disponibilité commerciale de 
matériaux de référence calibrés 

pour la mise en place de carte 
de contrôle (CQI) du témoin +.

Comparaisons inter-laboratoires 
et accréditation

Des EILA sont disponibles au 
niveau français 

Accréditations :

7 laboratoires accrédités pour 
le dénombrement des 
coliphages somatiques 

Environnement qualité
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Limites analytiques

Turbidité (< 2 NTU) ?

Filtrabilité de l’échantillon 
(MES)

Points de vigilance

Conservation des bactéries 
hôtes et de leur stabilité 

(maintien des propriétés de 
résistance aux antibiotiques)

Suspensions stocks très 
concentrées  + Résistance 

des phages à la dessiccation.

Risque accru de 
contaminations croisées

Ensemencement des prises 
d’essais (échantillon et/ou 

concentras) 

au moins en double.

Autres intérêts

Co-concentration des 
bactériophages ARN-f 

spécifiques. 

Limites, points de vigilance, intérêts

Paramètre non réglementaire dans le 
cadre des EDCH mais qui peut 
présenter un intérêt dans les 

démarches visant à améliorer la 
qualité microbiologique des 

ressources superficielles ou profondes

DIAGNOSTIC D’ORIGINE DE 
CONTAMINATION FECALE





Intérêts des phages dans le cadre du suivi de la qualité des ressources



4 — Conclusion
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- Le dénombrement des phages infectieux reste une méthode relativement lourde, plus complexe
que les analyses bactériologiques usuelles, qui implique une organisation adaptée du laboratoire.

- gestion des souches bactériennes « hôtes »,
- production de milieux de cultures divers : milieu gélosé semi-solide, milieu gélosé, bouillon de culture,
- délai d’obtention des bactéries hôtes en phase exponentielle,
- Doubles lectures dans des plages horaires contraintes : 4-6h et 16-20h.

Conclusions

- Plusieurs fournisseurs proposent depuis peu des solutions qui permettent de réduire ces contraintes :
- fourniture de milieux en poudre ou prêt à l’emploi,
- contrôle positif quantitatif.

- L’augmentation du nombre de structures accrédités montre l’intégration progressive de ce
paramètre dans le panel analytique des laboratoires.

- Les coliphages apparaissent comme un paramètre à enjeu pour répondre aux évolutions récentes
de réglementations ou aux stratégies d’amélioration de la qualité microbiologique des ressources :

- règlementation concernant la réutilisation des eaux usées,
- étude de l’origine des sources de contamination fécale, …
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Les approches non ciblées de 
surveillance de la qualité des 
eaux: perspectives et défis 

Sophie LARDY-FONTAN LHN
Anne TOGOLA BRGM-AQUAREF
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SURVEILLANCE DE LA QUALITÉ DES EAUX EDCH 

Approches non ciblées de surveillance 



APPROCHES NON CIBLÉES DE SURVEILLANCE





APPROCHES NON CIBLÉES DE SURVEILLANCE

Prélèvement
Préparation 
échantillon

Analyse MS Bancarisation

Stratégie Assurance Qualité/Contrôle Qualité
Interopérabilité/tracabilité de 

l’information

Étapes les plus exhaustives possibles

! des substances aux propriétés 
spécifiques peuvent être exclues









QUELLE PLACE DANS LA RÉGLEMENTATION SANITAIRE AUJOURD’HUI ?

RÈGLEMENTATION MATÉRIAU CONTACT DE L’EAU (MCDE)







Besoins :
cadre méthodologique : harmonisation, normalisation, accréditation
montée en compétences + expertises 



QUELLES PLACES DANS LA RÉGLEMENTATION SANITAIRE AUJOURD’HUI



https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2023.8194
Publié 28 aout 2023

 𝑒𝑥

Travaux en cours au LHN, en lien avec UERE

https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2023.8194


QUELLES PLACES DANS LA RÉGLEMENTATION AUJOURD’HUI: SUCCESS STORY

CHLOROTHALONIL R471811

Conclusions
 « Suspect screening with a high-quality suspect list

comprising more than 1000 experimentally observed
pesticide TPs ...

 The suspect screening identified 27 pesticides and
pesticide TPs […]. The TPs of chlorothalonil, nicosulfuron,
fipronil, terbuthylazine, bixafen and fluxapyroxad ..

 Chlorothalonil TPs were widely present in
groundwater.[…] detected in all samples [….] In 20 out of
31 samples, concentrations exceeded 100 ng/L. »



QUELLES PLACES DANS LA RÉGLEMENTATION AUJOURD’HUI: SUCCESS STORY

CHLOROTHALONIL R471811
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Introduction du screening non 
ciblé en environnement

4
7

Présentation des 

approches et 

intérêts dans la 
surveillance

Actions 

méthodologique
s

Actions de 
démonstration

Application dans la 

surveillance 

règlementaire?

2015

2016

2017

2018

2019

2020

Évolution vers la mise en œuvre 
opérationnelle
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→ Un réel gain d’informations en termes de « prospective 
chimique » par les substances « non règlementées »

Un premier exercice sur 20 stations, par 3 laboratoires sur 
les mêmes échantillons:
• Faisabilité
• Contrôles qualité nécessaires lors de l’analyse et lors 

du traitement

2642 molécules recherchées , 413 molécules identifiées 

→ Impact de la base de données de 
« suspects »
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→ Besoin d’expliciter le résultat
Qualification des niveaux de confiance dans l’identification

Restitution dans le rapport

Informatif… mais très incertain.. comment 
communiquer ?

Niveau 1
Niveau 2 A/B
Niveau 3
Niveau 4
Niveau 5

→ Besoin de mettre en place de nouveaux QC, d’assurer 
la traçabilité de plus de métadonnées
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ACTION NTS-EMNAT 2018

Objectifs : 
Anticiper les applications du screening environnemental en constituant une spectrothèque 
des eaux superficielles

Moyens : 
Bénéfice de l’infrastructure de prélèvement du Réseau de surveillance 
prospective lors de la campagne Prospective EMNAT 2018

Résultats : 
Empreintes NTS acquises en LL GC/HRMS et SPE UPLC/HRMS
Sur 85 stations ESU et Sur 6 STEU + ESU connexes
1 campagne toutes stations + 2 campagnes sur 15 stations
Traitement  des données « démonstratif » pour 7 substances

Résultats comparables à ceux obtenus par 
analyse ciblée
Soutien pour établir des listes dédiées par 
agence ?
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ACTIONS 2023-2024 de réutilisation des 
données de 2018

Travaux en appui à la campagne nationale Perturbateurs endocriniens ( Projet RDI-RSP)
Identification des stations du Réseau sur lesquelles des PE sont identifiées
Identification des PE les plus fréquemment détectés

Travail à partir de différentes bases de données de recherche
Aide pour la stratégie de monitoring  : choix stations/ molécules

Travaux sur la problématique PFAS ( Projet RDI-RSP)
Identification de « nouveaux » PFAS par rapport à la surveillance mise en place ?
Identification de hot spot ?

Limitations !!
Données acquises en 2018 !! Evolution des connaissances et des pratiques au fil des 
retours d’expérience, non pris en compte
Evolution des pressions non prises en compte
Données acquises a priori = non spécifiques des problématiques inhérentes aux 
familles chimiques!

Éléments INFORMATIFS
demandant confirmation
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