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Intitulé.
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hydrométéorologiques dans la survie et le transferta I'échelle bassin versant, de
populations de bactéries fécales bovines.
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Ce projet se rattache a I'AXE 2 « pratiques agesat qualité des eaux »

Résumé

Le projet « Pastor » traite da survie et de la dynamique du transfert de contaminants
microbiens des sols aux eaux de surfacel’objet d'étude spécifique est la contamination
microbiologique des eaux par le paturage, en zenmantagne (alpagelle modéle biologique ed.
coli, indicateur classique de contamination fécale eul’

La demande sociétale concernant la qualité mictopique des eaux est récurrente, notamment et
paradoxalement, dans les Alpes du Nord, régionidérée comme un « chateau d’eau » et portant une
forte image d’eau pure. En fait, le milieu montaghast propice au développement de contaminations
microbiennes qui perturbent les fonctions de sesfergs comme ressource en eaux potables (question
rendue cruciale localement par le développementodusme), en eaux a usages agro- alimentaires
(risque pour les fabrications fermiéres) ou commngpsrt d’activités récréatives (sports d’eaux vjves
Les pollutions sont en partie dépendantes desgpetipastorales. Un point préoccupant est la présen
chez les bovins (porteurs sains) de souchHesali potentiellement pathogénes pour I'homme et dont la
dissémination liée au parcours des troupeaux estagée. La maitrise de la qualité des eaux en dene
paturage est aussi posée de facon plus généraelelaadre de la réflexion en cours sur les systéme

d’exploitation durable des ressources fourrageraisigles.
Les recherches réalisées dans « Pastor » portent su

1) la dynamique et I'évolution des structures géjués des populations de coli, y compris les
souches pathogéenes STEC, lorsque celles- ci sonmises aux conditions et contraintes de
I'environnement montagnard ; il s'agit de carac@riles lieux des stockages consécutifs a I'apgert
déjections par les bovins, les survies et les éwmis éventuelles dE. coli ; la comparaison avec la
dynamique de bactéries telluriques types, Psgudomonagluorescents, permet de mieux typer les
stratégies adaptatives Becoli;

2) la nature et le fonctionnement des zones cartivils aux contaminations fécales des eaux de
surface du bassin versant paturé; ceci consiséetniner I'intensité des transferts vers les eapartir
des divers types de stocks pour établir un liemeewariabilité des teneurs et flux de contaminants
I'exutoire, fonctionnement pastoral et états hydgajues du bassin.

Les résultats obtenus mettent en évidence desdoneiments inattendus. En premier lieu, il existe
un stockage a long termekltoli dans les premiers centimétres organiques de lacgudes divers sols
sous paturage, avec des effectifs constants quelsajent, la saison, la proximité d’une bousetelfisité
du paturage ou le contexte bioclimatique. Cetteadyique correspond a celle d'une population
naturalisée; elle est expliquée par référence aweqmi de capacité d'accueil. Notre bactérie tejlui



type présente une dynamique totalement différeraequée par une forte variabilité représentative de
stratégies opportunistes.

Plus en profondeur, la présence durable de popnfathaturalisées ne s'observe que dans les
situations de sols particuliers, peu drainantsf{aén) et riches en matiere organique. Dans laleasols
drainants, les effectifs bactériens sont fugadlsssemblent résulter de transferts advectifs spefisifs ;
les temps de résidence sont faibles ; les popogti&pondent a des contréles biotiques et abiatique

Les déjections constituent d’'autres lieux de stgekaElles sont susceptibles d’inclure des
pathogénes porteurs de facteurs de toxi&tédli O157:H7). La survie deB. coliy est limitée surtout
par la dispersion physique et biologique des bowglesdépend de ce fait de lintensité de la desdion
et se maintient sous la couverture neigeuse.

Les variations de la structure génétique des ptipakdE.coli dans les différents stocks du bassin
versant résultent de dynamiques adaptatives. Leslgtons naturalisées de la rhizosphére de sudace
des milieux confinés s’'averent spécifiques et tiéf@érentes de celles des dépbts fécaux. Ces desnie
présentent, a l'inverse des précédentes, un fgrédde similarité avec les populations isoléesestum
des bovins ou retrouvées en profondeur dans Issdsalnants. Les stocks different aussi en terme de
propriétés et notamment de susceptibilité vis-is-de I'extraction par les écoulements, ruisselienoe
infiltration. Les déjections récentes sont les letoles plus extractibles. La dessiccation des lsogse
traduit pas une baisse de ce potentiel de contéomndes eaux, alors que la teneurEncoli reste
équivalente. Les stocks HElcoli naturalisées des sols, bien qu'assez élevés, sontaassi peu
mobilisables par le ruissellement. Ces propriétés discutées en terme d’état physique des makeetu
de relations bactérigsipports.

La spécialisation et la naturalisation des popotegtidans le sol requierent probablement 1) une
inoculation continue de cellules bactériennes,a&piésence de microsites refuges qui protégent ces
derniéres de la pression prédatrice, 3) I'appayuliér et continu de substrats organiques, procless
composés fécaux de I'environnement primaire du tligestif et 4) un laps de temps suffisant pour que
les populations ainsi protégées et alimentées gniisequérir ou exprimer un métabolisme adaptagg
conditions sont facilement réunies dans le casrdeigs paturées ou la bouse est un facteur de co-
introduction chronique de bactéries et de subsratiecteurs. Ceci distingue les apports par larpge,
des apports par épandage de lisier ou fumier.

« Pastor » comprend aussi une analyse du fonctioemedu bassin versant paturé comme systeme
de transfert des contaminants fécaux et une matiélis de ces flux bactériens. Les connaissances
acquises concernent les régimes d’exportation Ruttére, les facteurs de transfert et les zones
contributives. Elles servent de base pour disclggractions possibles en vue d'une protection des
ressources en eau, en zone paturée.

Le travail de modélisation prend en compte 1jolde hétérogénéité qui marque les systémes
paturés extensifs en ce qui concerne la répartitéors I'espace et dans le temps des déjectionsaabasm
et des potentiels de contamination associés 2lubesl’eau ; sous prairie, du fait d’'une forte p&abilité
des horizons de surface des sols, le ruissellemgdrficiel est généré par la saturation des solsad
fond 3) le devenir des bactéries fécales duramtttansport entre bouses et réseau hydrographéiyee,
la définition de fonctions relatives (i) aux stockie bactéries mobilisables en relation avec le
vieillissement et le remaniement des dépbts féddilg leur mise en suspension dans les lamesidea
mouvement et (iii) a leur rétention / mortalité air leur trajet jusqu’aux milieux aquatiques réeeps.

Toutes ces fonctions sont paramétrables et évaldéas nos conditions a partir d’'un jeu
d’'observations relatif : (i) a la distribution dbsuses dans I'espace selon le faciés de végét@ifian
I'évaluation, sous pluies simulées, des stocks algébies potentiellement mobilisables pour lessétat
typiques d’'évolution des dépbts fécaux; (iii) aubhidité des sols et au débit du bassin et a leurs
modeélisations par I'hydrologie des sources vargbl@v) a la mesure des flux bactériens a I'exetaiu
bassin versant pour différentes conditions d’'étabassin versant (troupeaux et hydrométéorologie).



Le traitement des données montre que le milievi€trsente un tres fort potentiel tampon vis-
a- vis des pollutions microbiologiques de I'eausguie c’'est une part infime et momentanée, de geelqu
%0 a quelques % du stock total de bactéries féoddmssbouses, qui est transférée a I'exutoire. Les
écoulements de surface lors des crues estivalessggent le mécanisme dominant de contaminatisn de
eaux a I'exutoire. La présence de bouses fraicttedéterminante, ce qui explique les évolutionédesp
des niveaux de contamination des eaux de surfaee,larrivée ou le départ des troupeaux. En étege
en fonte des neiges, les teneurs restent faiblésusrpoints du bassin, exutoire compris.

Les secteurs contributifs actifs, critiques en gde contamination, sont restreints et localisés au
niveau des zones de production de ruissellemest- @- dire dans I'environnement immédiat desdwerg
des cours d'eau ou les fonds de talwegs ou se otroe les écoulements latéraux et la pression
pastorale. Les sols drainants alimentant des nagmudésndes (complexes alluviaux a forte porosité de
constitution) sont a I'origine de pics d'exportatsopost crues, mais de faible ampleur comparatineme
ce qui est généré par le ruissellement des verdaats notre contexte, les apports directs danéskau
semblent négligeables. La signature génétique aeefies retrouvées a I'exutoire est en générkd del
populations ayant une structure proche de celleddgections récentes, situation révélatrice detesu
durées de passage dans le bassin versant et ssscomtributivesLe fonctionnement global du systeme
de transfert & I'échelle du bassin versant se irafdunc par une spécialisation des populatiors atili
stockées avec, d'une part des populations natéealjpeu mobilisables par les flux d’eau, a trankfat
voire nul et d'autre part, une population primairggn ou peu modifiée par son passage dans
'environnement, caractérisée par des cheminenmmisgs et rapides et finalement impliquée dans la
contamination des ressources en eau.

Les conséquences opérationnelles de « Pastor ercamt la prévention des pollutions fécales
des eaux de surface et I'utilisatiorEctoli comme indicateur. Des approfondissements sur tiectién
dans les aquiféres récepteurs nous semblent n&esspaur améliorer les systémes de surveillance et
d’alerte (valeur indicatrice & coli, détections des divers types de pics de teneurstous liés a des
changements de débits). La connaissance des zatigesafournit des indications sur les bonnes
pratiqgues en matiere d'aménagement des circuigfitieage, d’équipement des points d’abreuvement et
des zones de franchissement des cours d’eaugai@sur la mise en place de fils d’éviction loddisles
troupeaux. Il s'agit pour I'essentiel de mesuragdes a mettre en ceuvre qui font ressortir le tar@ac
paradoxal des pollutions microbiologiques diffusgse proportion trés réduite de contaminants trésesm
aux aquiféres, ayant des conséquences tres lotanaesn terme de santé humaine et animale, etlaont
maitrise (partielle) suppose des moyens humaifigagtciers relativement élevés.

Abstract

The « Pastor » project deals wihrvival and dissemination microbial contaminants fom soil
to surface water. It focuses on microbial contamination of water By coli (indicator of fecal
contamination) in alpine meadows in relation taylgrazing.

Society demand in terms of water microbial quai#tyimportant, including in northern French
Alps, a water reservoir region. Indeed, microb@htamination is a key issue in mountainous areéh, w
regards to water resources in aquifers (especiailly development of tourism), water usage in the
agrifood sector (risk for farm- based manufacturirend recreational activities (whitewater sports).
Pollutions are partly related to grazing practicksvorrying issue is the occurrence of cattle syonpt
free carriers oE. coli strainspotentially pathogenic to humans and whose diss&mim by farm animals
is possible. Water quality in grazed areas falé® ahto a larger debate on sustainable managenfient o
foraging resources in meadows.



Research carried out in « Pastor » deals with:

1) the dynamics and genetic structureEofcoli populations, including pathogenic STEC strains,
when released in the mountainous environment; tective is to characterize survival and storage
compartments oE. coli in soil following release by cattle dejectionsdan compare with population
dynamics of typical soil inhabitants (the fluorescé®seudomonaspp.) for appraisal of adaptive
strategies irk. coli;

2) the identification and characterization of pestareas contributing to fecal contamination of
surface water in an alpine watershed; this wasiethmout by quantifyinge. coli transfers from the
different pasture areas to water, with the aimin& E. coli stocks and flux at the watershed outlet,
pasture functioning, and hydrologic propertieshaf watershed.

This project gave unexpected results. First, Iaagn storage oE. colitakes place in the organic-
rich first few cm of soil in the different pastuseils, with constanE. colinumbers regardless of season,
proximity to cow pat, grazing intensity or bioclitr@a situation. This points to the occurrence of a
naturalized, stable soil population Bf coli. In contrast, the fluoresceRseudomonaspp. displayed
contrasted population levels in time, which coroegfs to an opportunistic lifestyle.

Deeper in soil, the stable occurrence of naturdlizecoli populations takes place only in certain
soil, which are poorly- drained and rich in orgamiatter. In well- drained soils, presencesotcoli below
the surface horizon seems related to inputs from pat; E. coli numbers fluctuate in relation to
advective and dispersive transfer events, withtglesidence times.

Cow pats represent another storage compartmeit. fooli. Pathogenid&. coli strains (O157:H7)
with virulence factors can be preseht.coli survival is mainly limited by physical and biolegi turn-
over of cow pats. It depends on desiccation bstaible under winter snow cover.

Variability in the genetic structure &. coli populations in the different watershed compartiment
results from adaptive dynamics. The naturalizedufains in the topsoil rhizosphere or in poorly-
drained bulk subsoil are specific and distinct frémose in cow pats. Only the latter display high
similarity with populations from cattle rectal sae or those occurring in well- drained bulk subsoi
Cow pats contain higk. coli numbers, which diminish with pat decompositioroc®s of naturalizedt.
coli populations in soil are relatively high, but setenbe little mobilized by water flux.

Specialization and naturalization &. coli populations in soil probably require 1) continuous
inoculation of bacteria, 2) the presence of favierahicrosites, wher&. coliis protected from predation,
3) steady inputs of organic substrates, and 4)icserit time for adaptation of protected populations
These conditions are readily met in the case otegtgpastures, where cow pats regularly bring both
bacteria and organic matter.

« Pastor » includes also an analysis of the funcigof the watershed in terms of transfer of fecal
contaminants and modeling of bacterial flux. Théimation needed for modeling includes export
regimes at the watershed outlet, transfer conditiaithin the watershed, and release potential ef th
various pasture units. The output of the model wdl important for improved management of water
resources in alpine meadows.

Modeling takes into account 1) the high hetereggrof alpine meadows in terms of distribution
in space and time of cow pats and contaminatioeriat, 2) water flux; topsoil is very permeable in
meadows, and run- off results from saturation adantying soil layers especially in lower areastt®
fate of fecal bacteria during dissemination frontsga surface water. This needs to consider (ijeved
stocks that can be disseminated in relation togagid decomposition of cow pats, (ii) the transfigpat
pierces in suspension in run- off water, and dagrterial retention / mortality during transfemiater.



These functions can be described quantitatively estomated based on data related to: (i) the
distribution of cow pats in the different pastuneits, (ii) the estimation of bacterial stocks tlzae
potentially transferred, (iii) soil water contemdawater flux, and (iv) measurement of bacteriak fat
the watershed outlet.

Data analysis shows that alpine meadows displaigla huffering capacity towards microbial
pollution of water, because only a very small antaafncow patE. coli (a few %o to % of total stock)
actually ends up at the watershed outlet. Water ofinduring summer spates is the main mechanism
leading to water contamination. The presence ahfigats is important, which explains why changes in
contamination level of surface water are rapidelation to seasonal arrival and departure of edutrd.
During low water and snow melting, levels remaiw leverywhere in the watershed, including at the
watershed outlet.

The areas contributing most to contamination astricted to those where run- off takes place,
that is near streams or in talweg bottom, whererdtmovement of water and grazing pressure are
higher. Water from well- drained soils can reacbugidwater and accounts far coli export peaks after
the spate, but these peaks are smaller than these¢odrun- off. Here, direct contamination of sogfa
water seems negligible. The genetic signature ofebbia found at the watershed outlet is generdtigec
to that of populations in fresh cow pats, indicgti short transit time in the watershddhe overall
functioning of the transfer system in the watersleedls thus to specialization Bf coli populations. On
one hand, naturalized populations are transfeittel by water flux, and on the other hand, a fiaciof
cow pat populations is quickly transferred to scefavater.

The practical significance of « Pastor » concenevgntion of fecal pollution of water and the
relevance ofE. coli as indicator of fecal contamination. Further assesnt of the groundwater
compartment is needed to improve our understandirtg. coli ecology especially with regards to the
outlet peaks unrelated to spates. The knowledgeootamination- active zones is important for
management of grazing circuits, cattle drinkingagrand stream crossing areas, as well as fencingkof
areas. These containment measures are rather togthplement. However, despite the fact that g ver
small proportion of microbial pollutants reach swé water, they may have very significant
consequences in terms of animal and human health.
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1. INTRODUCTION

L’ambition scientifique générale du projet « Pastoest d’'apporter des connaissances
concernant le transfert et le comportement dansdéset les eaux, de contaminants bactériens
introduits par I'élevage. Dans ce cadre, notre alfjeest decomprendre la survie et de
modéliserla dynamique de transfert des sols aux eaux, d’'uroataminant type, Escherichia
coli (E. coli), apporté par des troupeaux paturant un bassin versarde montagne.

Notre objet d’étude global est donc la contamimaties eaux de surface du fait du
paturage c'est- a- dire leselations milieux - sols - pratiques pastorales - wplité
microbiologiqgue des eaux Le niveau de synthése choisi pour la conceptitais et la
modélisation des connaissances eshileeau bassin versant, ce quérmet d’envisager des
développements opérationnels relatifs a la maitiésepollutions diffuses dues a I'élevage.

Les questions et enjeux scientifiques qui sousderhcette thématique de recherche sont
de divers ordres. lls se rapportent tout d’aboftd problématique déintroduction de micro-
organismes dans I'environnement et en particulier dns le solet en second liea celle des
transferts diffus des contaminants dans les bassingrsants.

L'introduction de micro- organismes peut résulter2dactions différentes :1) I'apport de
souches microbiennes telluriques, sélectionnées Ipats effets bénéfiques sur les plantes ; on
parle alors d'inoculation, 2) I'apport de microgamismes lié a l'usage, en milieu agricole, de
matériaux d'origine biologique contenant des pdjria d'organismes issus, soit directement de
résidus animaux, soit du traitement biologique ée matériaux préalablement a leur dépot sur
sol ; il s'agit alors de « contamination », cagtutle dans ce projet.

Quel que soit le mode d’introduction on s’interrog la survie et la dispersion des
populations introduites - ici des microorganismésalix- dans I'environnement: quels sont les
taux de survie ? Y a- t- il colonisation du milieudonc reprise de la multiplication cellulaire ?
Quels contrbles physiques et biologiques se mettemtiace ? Quel est I'état physiologique des
bactéries « contaminantes » par rapport a celubatdéries telluriques indigenes ? Quelles
propriétés du milieu récepteur, en l'occurrence s, influencent le comportement des
contaminants ? Quels sont les lieux de « stockayéférentiels et en conséquence, quelle est la
répartition de ces organismes dans I'environner@e@Quelle est la labilité de ces stocks et
comment cette propriété est- elle distribuée daspace et le temps ?

Quelgues caractéristigues générales de la dynamitpse populations microbiennes
introduites sont bien connues :

1) I'existence d'une co- introduction simultanéendnilieu auquel les populations introduites
sont adaptées, est un élément favorable a la sguvigvite une compétition immédiate et directe
avec les micro- organismes indigenes et retard@da en oeuvre de mécanismes d'adaptation au
milieu telluriqué. La contamination via les déjections animaesun cas type: certains micro-
organismes saprophytes ne peuvent survivre queumiche;

1 KIVISAAR M., 2003. Stationary phase mutagenesisechanisms that accelerate adaptation of microbial
populations under environmental stress. [Reviewki®nmental Microbiology. 5(10): 814- 827.

2JENSEN, G. B., HANSEN, B. M., EILENBERG J., MAHIQN J., 2003. The hidden lifestyles of Bacillus cere
and relatives. Environmental Microbiology(8): 631- 640.




2) les sols présentent une capacité d'hébergemeaip@cité biotique ») qui régit I'optimum de
densité microbienne dans un volume (ou une mass&)édde sdl; l'inoculation & un niveau
supérieur a cette capacité biotique limite la sudes populations introduites ; a l'inverse une
densité trop faible ne permet pas le maintien gmfaulation introduite.

Ces connaissances, souvent acquises a I'échelléctiantillon de sol ou de la parcelle,
sont difficiles a extrapoler a I'échelle ou se pudes problemes relatifs a la gestion de la g@alit
microbiologique de I'eau, c’est a dire pour desliaside territoire plus vastes correspondant a
des bassins hydrologiques complexes. De ce failldenées disponibles dans la bibliographie
représentent souvent plus des éléments de réfleriportants pour batir des hypothéses de
travail, que des réponses abouties.

Dans le projet « Pastor », la prise en compte tte danension spatiale des phénomeénes
de contamination est un souci constant. En cons&guées questions scientifiques traitées dans
ce projet se réferent aussi a la thématique généralransfert diffus de polluants dans les
bassins versants®. Il s agit, dans ce contextde comprendre les mécanismes qui régissent les
transferts sols- aquiferes de ces colloides bigloggs que sont les bactéries fécales: quels
écoulements sont impliqués ? Quels en sont lesdexctde contréle? Comment se traduisent- ils
a l'exutoire en terme de variabilité de la contaation des eaux ? Comment distinguer les
sources critiqgues de contamination ? etc... Phauad, en lien avec la nécessaire adaptation que
suppose la persistance dans I'environnement d’'opelption entérique, on s’interroge aussi sur
la sélection de souches spécifiques pendant lesephde stockage et sur la possibilité qui en
résulterait de différencier, a I'exutoire, la cantaation par des bactéries récemment entrantes et
la contamination par les bactéries ayant séjourdées le sol.

Toutes ces questions complémentaires se rapp@tefuanctionnement du bassin versant
comme un systeme de transformation et de trandfent signal de pollution particulier ; les
bactéries fécales. Peu d'études abordent la conddiom microbiologique des eaux sous cet
angle. Le concept de «systeme de transfert »is@tppour rendre compte et comparer la
dynamique de divers polluants des eaux a traverstheictures des bassins versants, pourrait,
une fois adapté, constituer un cadre utile pounédiser et organiser I'information acquise

Bien évidemment le projet d’étudier la dynamique amtaminants fécaux en zone
pastorale de montagne et a I'échelle bassin verggoind aussi a demnjeux sociétaux.Les
contaminations microbiologiques des eaux sont uredl@matique mondiale pour la santé
humainé. Dans le contexte particulier de la montagne alpiles problémes créés par la
contamination microbiologique de I'eau sont d’'umap#eur particuliere. Dans les Alpes du
Nord, la contamination microbiologique des eauxsddace est d'ailleurs le principal probléme

¥ DEJONGHE W., BOON N., SEGHERS D., TOP E. M. andREFRAETE W., 2001. Bioaugmentation of soils
by increasing microbial richness: missing linksviEsnmental Microbiology3 (10) : 649- 657.

* Dupray G et P Servais, 1999- Bilan des sourcemd@mination fécale et premiers essais de modélisa
Rapport Piren- Seine , Paris 14p -

®> Campbell et al, 2004. Input- ouput budgets of gamic nitrogenfor 24 forestswatersheeds in N.E WSrview
Water Air Soil Pollution Springer, New York, NY, 1873- 396, (2004).

® WANG D., DORIOZ J. M., TREVISAN D., BRAUN D. C., WIDHAUSEN L. J., VANSTEELANT J. Y., 2003.
Using a landscape approach to interpret diffusesphorus pollution and assist with water quality eagament in
the basin of Lake Champlain (Vermont) and Lac Lérffanrance) In T. O. Manley and P. L. Manley (edsaké&
Champlain in the New Millennium (tentative titl&)}ater Science and ApplicatioWol. 2. American Geophysical
Union.

"EGLI T., KOSTLER W., MEILE L., 2002. Pathogenicambes in water and food: changes and challendggd. F
microbiology reviews 26 : 11- 112.
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de pollution des eaux relevé par les utilisateurss pollutions fécales perturbent certains usages
de I'eau, en premier lieu I'eau potable. A titrexkmple, les services sanitaires de Haute Savoie,
estiment que pres de 30% des unités de distribdioieau potable ont des taux de conformité
médiocres (entre 50% et 80% d’analyses confornadsis que 24 % sont de mauvaise qualité
(moins de 50% d’'analyses confornfed)a question de la qualité de I'eau potable estitelht
plus cruciale que la montagne s'urbanise, queuléstoe hivernal se développe et qu'une partie
des réserves est mobilisée pour la neige de culbette demande ne peut que s’ampfifler
D’autres activités sont également dépendantes giedlité microbiologique de I'eau, notamment
les usages agro- alimentaires (alimentation desip&@ux, risque pour les fabrications
fromageres fermiéres) ou les usages récréatifgribde, sports d’eaux vives). La mauvaise
situation sanitaire actuelle des eaux n’est évideninpas en accord avec l'image largement
répandue de I'eau pure des montagnes ; elle nastpn plus compatible avec les fonctions
portées par cet espace, celle de chateau d'ed&uepe, celle d’'une politique agricole basée
sur la haute qualité des proddits

En montagne, il existe tout un ensemble de pragmiétydrogéologiques (couverture sol
discontinu et milieux fissurés) peu favorables filli@tion des micro- organismes. Ceci explique
'ampleur des contaminations microbienrservéesDu fait des pentes, les aquiféres sont en
outre fortement et rapidement connectés entre @est le cas en particulier au niveau thtes
de bassins ces territoires fragiles qui supportent une fatévité pastorale et sont en général
les lieux de production de la ressource en ealbfmtant une importance particuliere pour les
probléemes associés aux contaminations. Un poirdcptgpant est la présence chez les bovins
(porteurs sains) de souche&.dbli potentiellement pathogénes pour 'homme telles lgae
E.coli productrices de shigatoxines (désignées sous riretale STEC pouiShiga toxin-
producing E.col. La dissémination de cette souche en relatio dage parcours des troupeaux
n'a jamais été envisagée, alors qu'elle a déjd'ddiet d'investigations dans les cas d'apports
ponctuels de fumure organique en conditions cogest*>

Face aux constats mettant en avant les risqueégtadhtion des ressources alpines en eau
du fait d’activités agricoles, des recherche- déppément sur destes pilotes de montagnent
été mis en place par le « GIS Alpes du Nord » ¢stire associant des Instituts de Recherche et
le Développement agricoldttp : //www. alpes- du- nord. com/gis/index. htmiEn raison
d’attentes spécifiques, les travaux ont porté awaractérisation de la charge contaminante des
effluents d’élevagé, l'incidence des épandages d'engrais de ferrae les risques liés aux

8 BALIAN E., 1995. Problémes de Qualité des eauxemtagne. GIS Alpes du Nord, Chambéry, 30p + arsiexe

° DDASS 74, 1998. Les eaux de distribution publigneHaute Savoie. Qualité microbiologique. Etat darvier
1998. Plaquette Ministére de I'emploi et de ladaiité. Préfecture de Haute Savoie.

19 E.  DUGLEUX, A. L. ROUX, 2002. Impact de la prodiact de neige de culture sur la ressource en edliehu

en Montagne. Gestion intégrée des Hauts Bassisaner Megeve, 4,5,6 septembre 2002.

1 ELEURY P et al., 1999. Activité agricole et quélidle I'environnement dans les Alpes du Nord. Iacherche,
Agriculture et développement régional ”, conventibiRA Rhone- Alpes26 octobre 1999, Lyon, INRA éditions,
Paris: 79- 108.

12BOLTON DJ, BYRNE CM, SHERIDAN JJ, MCDOWELL DA, BLIR IS. (1999) The survival characteristics of
a non- toxigenic strain of Escherichia coli 01573 Appl Microbiol. 86(3):407- 11.

13 JIANG X, MORGAN J, DOYLE MP, 2002. Fate of Escluia coli 0157:H7 in manure- amended soil. Appl
Environ Microbiol. 68 (5): 2605- 9.

14 GONNOR F., 2000. Gestion des risques de contaioimbactériologique par les effluents d’élevagesdarP. N.

R. du Vercors. Mem. Dess, Espace Rural et Envinmeme, Univ. Dijon, 48p + annexes.

15 TREVISAN, D., J. Y. VANSTEELANT, J. M. DORIOZ, 2@0 Survival and leaching of fecal microorganisms
after slurry spreding on mountain hay meadows seqoences for the management of water contamineikn
Water research36 : 275- 283.
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épandages agricoles de boues de station d’épulfaticm portée générale de cet ensemble de
références techniques est cependant réduite daddibbsence de connaissances scientifiques
intégratrices abordant globalement le devenir diesoorganismes fécaux dans I'environnement
De telles connaissances permettraient de dévelogesr outils d’évaluation des relations
pratigues d’élevage- qualité des eaux, point cle mdlexions en cours sur la durabilité des
systemes d'utilisation agricole des territoiresyintagne. Au dela du cas alpin, c’est I'ensemble
des surfaces pour lesquelles I'extensification dtugage est pressentie comme une alternative
adaptée aux enjeux territoriaux et environnementgukserait concerrié Nous proposons de
contribuer a ces réflexions en développant deseétadr des objets modeles conjuguant diversité
des conditions de milieux et relative unité d’stliion agricole: les unités pastorales de type
alpage.

2. OBJECTIFS DETAILLES

Notre projet s’inscrit dans les enjeux scientifigi@ opérationnels évoqués précédemment
sans pour autant les reprendre tous en détaileMNudjectif est d’apporter des connaissances et
des références sur trois volets complémentaires.

Déterminer et caractériser lesux de stockage, la survie et I'état deis.coli dispersés par
les activités pastorales sur les divers types tedsoterritoire étudié. Une comparaison avec la
dynamique de bactéries telluriqgues types, Rseudomonadiuorescents est effectuée. La
détermination du potentiel de survie dans les diveols de sous- populationsEdoli
potentiellement pathogénes (STEC), compléte lendistic sur les réservoirs environnementaux
pour ces micro- organismes indicateurs et/ou aesq

Comprendre lalynamique desE.coli a I'échelle sols et bassin versarfin d’établir un
modele reliant le fonctionnement du systeme de transfeydrologie, dispersion pastorale,
stockages) avec la variabilité de la qualité mimllgique des eaux a l'exutoire. La
modélisation ouvre la possibilité de tester le poitks divers facteurs, d’identifier ainsi les
pratiques a risques, les zones et époques critijigtade des régimes d’exportation d’eau et de
matieres du bassin versant fournit d’autres infdlona sur le comportement saisonnier du
systeme étudié.

Evaluer dans quelle mesure laatroduction dans I'environnement peut représenter
un stress pour les bactéries fécaleaboutissant a sélection de certaines populatdaptées
et/ou a la modification de leur état physiologiglis:agit de déterminer si les (sous) populations
d’E.coli présentes dans les sols des différentes sougsypastorales sont semblables ou non a
celles des bouses et a celles de l'eau a I'exutoivestigations qui pourraient permettre de
trouver une « signature » identifiant les origidesla contamination de I'eau. Notre objectif est
dans cet optiqgue de comparer la structure génétgagopulations &. colidans les différents
compartiments du bassin versant, dans les bouseseds), les sols des différentes unités
pastorales étudiées et I'eau a I'exutoire du baasisant (sorties), afin de contribuer a identifier
les sources potentielles de contamination de l&é#axutoire. Il s’agit aussi de mettre au point
des outils d’analyse de I'état physiologiqgue demmmnautés bactériennes, qui permettent

16 VANSTEELANT J. Y, 2004. Evaluation des risquesamtaminatino microbiologiques liés aux épandages d
matiéres organiques sur prairie de montagne, ThéseUniv. Savoie, Chambéry, 171p.

" DURU M., B. HUBERT, 2003. Management of grazingsteyns : from decision and biophysical models to
principles for action. Agronomie, 23 : 689- 703.
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d’analyser et suivre la réponse des populationsébanones aux changements des conditions
environnementales.

Intégrer les connaissancesthéoriques acquises par le projet dans un cadre plu
opérationnel a destination des gestionnaires @ & des exploitations agricoles, c'est- a- dire a
I'échelle bassin versant. L'objectif est de faeilitle développement de concepts et
d'indicateurs utilisables pour une gestion de l'espace pastawtaptée aux enjeux de la qualité
des eaux. Ceci suppose de replacer 'ensemblenttasniations obtenues dans une perspective
d’analyse globale du systéme, c'est- a- dire da®htexte des relations milieux- végétations-
troupeaux.

Pour traiter ces objecsif Pastors’intéresse a un “ modeéle naturel ” constituéyabassin
versant (environ 200 ha, 1500- 2000 m, étage su)atigcupé par une seule unité pastorale
installée dans ce vallon depuis plusieurs centalf@mées (alpage laitier de Bise, situé dans les
pré- alpes calcaires du Chablais, avec prés de uti@s de gros bétail —UGB- ). La
conceptualisation et la formalisation du fonctiomeat de ce territoire en tant gegstéme de
transfert de contaminants fécauxorienteront les travaux de synthése et en assurene
portée générale et opérationnelle.

3. ETAT DES CONNAISSANCES

Diverses informations sont disponibles dans larkiure concernant la contamination des
eaux de surface en relation avec le fonctionnerhgdtologique et agricole des sols. Une
analyse succincte de ces références permet ungreadrage relatif aux divers objets d’étude
qui structurent cette problématique, aussi biercemui concerne les dynamiques globales de
'environnement pastoral que les processus qui gnment place, en l'occurrence le
comportement des microorganismes dans les sols.

3.1. L'agrosystéme pastoral: un « objet » agronomige bien connu.

Les alpages sont des unités pastorales d’altitindéssen général a I'étage subalpin c’est a
dire dans un contexte a fortes contraintes climasqLa pratique du pastoralisme est séculaire;
elle s’effectue dans des milieux herbacés tréssifies et associés a une large gamme dé®sols

Les alpages sont des agroécosystemes. Les rechemhigrieures décrivent le
fonctionnement global de ce systeme. Les intenastiols- végétations- troupeaux s’averent
toujours structurantes au plan agronomique et gaple. La disponibilité et I'appétence de
I'herbe orientent le parcours des troupeaux etclesix des bergers. Elles dépendent de la
topographie (accessibilité, phénologie et topod)reides sols. En retour, I'intensité et le mode
de paturage modifient profondément le fonctionndnetna dynamique du couvert végétal a
moyen et court terme (exemple: refus dus aux déjegit A long terme, ce sont les propriétés
biologiques des sols (cycles de N et C, dynamiquéXet parfois leurs propriétés physiques
(porosité) qui évolueHrreur ! Signet non défini..

Selon la position dans I'alpage, le role des dieeiigteractions et la hiérarchie des facteurs
changent. Ainsi, I'état calcique ou acide du sainardle crucial a la périphérie des alpages en

18 van OORT F., et DORIOZ J. M., 1991. Approche agdglogique des zones pastorales sur calcshistes
sédimentaires (Beaufortain- Alpes du Nord). 1 Ca&ras de l'altération, propriétés hydriques et lpsrassociées.
Agronomie 11, p. 293- 303.
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contrblant I'absence ou la présence d’espécesvidés vis de I'appétence du fourrage pour les
animaux. Les facteurs clés sont différents a prdgindes batiments: dans des conditions
d’enrichissement généralisé des sols par les d@ect la phénologie et la vitesse de
déneigement apparaissent souvent comme les factéiasninants pour I'état des végétations et
leur utilisation par les animatix Cette diversité et les gradients spatiaux quirésultent,
déterminent un nombre limité defacies pastoraux», unités agroécologiques caractérisées par
une vegeétation type (composition, productivité, rmaiégie), un sol type et traduisant un
équilibre sur le moyen terme (quelgues annéesje enbde de fréquentation par les animaux
(intensité relative du prélevement et des restilgj piétinement) et un état trophique du sol
(S/T, CIN...). Les travaux antérieurs fournissentrédérences nécessaires a la différenciation de
ces facies sur le terrain. Leurs dynamiques d'démiusont également connues. Fait important
pour les choix méthodologiques de Pastor, saufgdraent drastique de pratique, les types de
végetation et I'état des sols sont stabilisés ahtéle de 4 a 3 ans. Enfin, on dispose de
typologies des sols, des associations végétatissatratiques-?*

L’ensemble des données agronomiques sur les alpasesctuellement pleinement
valorisé dans le cadre de la caractérisation desireet de la biodiversité (travaux du GIS alpes
du Nord). Comparativement, les connaissances surdations entre pratiques pastorales et
gualité des eaux dans ces milieux situés en tétbadsin versant, sont tres fragmentaires et
insuffisantes pour des applications concretes.

3.2. Le bassin versant. un cadre conceptuel classig pour I'étude de la
pollution diffuse.

L'étude des pollutions hydriques a I'échelle d'uaste territoire se heurte a deux
difficultés: 1) la variabilité spatiale (des méanes, des états, des apports); 2) 'émergence de
processus nouveaux lors des changements d’écheeattions, couplages - découplages entre
polluants, érosion des berges, effet du transpari.e$ difficultés a extrapoler sur de grands
espaces, les informations recueillies a I'échellesgsteme plante- sol, expliquent le succes de
'approche bassin versant en matiere de recherckde enesure de la pollution, notamment de
pollution diffuse agricol&?34

L’approche bassin versantonsiste a enregistrer a I'exutoire des signauxrésiltent
d’'une intégration spatiale des processus et quigrgletre traduits en bilans ou en typologie de
fonctionnement reliant, état du bassin, entréesxpbrtations. En terme de recherche sur les
processus élémentaires, le bassin versant condiigsi un cadre précieux qui permet de

Y DORIOZ J. M., et J. P. PARTY., 1987. Dynamiquelégimue et typologie de territoires pastoraux désea du
Nord. Acta Oecol8: 257- 280.

ZLEGROS J. - P, PARTY J. - P., DORIOZ J. M., 198%épartition des milieux calcaires, calciques ifiés en
haute montagne calcaire humide - conséquencesagigues et écologiques. Doc. cartogr. Ecol., 3037- 157.
21 TREVISAN D, DORIOZ J. M., 1995. Couverture pémphue et surfaces fourragéres de montagne. Guide
simplifié d'observation du profil de sol. GIS Alpéis Nord, 25 p.

22 LEITE L. A., 1990. Réflexions sur I'utilité desodéles mathématiques dans la gestion de la polldtiffuse
d’origine agricole. Thése doctorat, Ecole Natiorgds Ponts et Chaussées, 342 p + annexes.

23 GRIL J.- J., DORIOZ J.- M., 2002 — Des bassiasants de recherches aux bassins opérationngdss; loppssins
versants pour connaitre et maitriser les pollutitiffeses ? Ingénieries, 39 p. 3- 16. (843)

24 AQUAE 2004. Effets de la gestion des bassinsards sur les transferts particulaires et dissbsarda qualité
biologique des eaux de surface en zone d'élevatienastructurante Inra — cemagref « aquae » : Rappoord.
Dorioz J.M. et Ombredanne D. 28 p.
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replacer toute étude de processus dans un contedescopique représentatif vis- a- vis des
impacts sur les milieux aquatiques et des duréésadsferts’.

En écologie, depuis les travaux de Likkens (1978 fur les écosystemes forestiers, le
bassin versant sert d’observatoire pour I'étudefalestionnements biogéochimiques. Sur la base
de bilans et d’études des relations concentratiat&bits, on détecte et évalue, a partir du signal
a I'exutoire, des perturbations dues aux pratigquétsirales forestieres, aux phénomenes globaux
comme les « pluies acides », a l'intensification I'dgriculture ou encore au réchauffement
climatiqué®?”. Le bassin versant peut aussi servir de disposkiférimental pour tester des
aménagements ou des nouvelles pratffueEnfin, c'est une échelle privilégiée pour
I’actiorkgcontre la pollution des eaux, ce qui perrage bonne résonance entre recherche et
gestiori”.

Pour les hydrologues, le bassin versant est unstemsye ouvert, non linéaire, non
stationnaire » qui opére une transformation deldgéepsignal d’entrée) en un deébit (signal de
sortie) et dont les composants sont organisés esseade ». Les hydrologues portent une
attention de plus en plus grande a la géométriesydieéme, a la distribution spatiale des
phénomeénes et notamment auzones contributives »qui représentent les zones qui, au sein
d’'un bassin, contrélent les processus hydrologigDesis les bassins forestiers et de prairies,
lorsque les contaminants sont transférés par desdé ruissellement de surface, ces zones
contributives correspondent le plus souvent a desesg saturées, dont le fonctionnement et
I'extension sont analysés avec des concepts eelatifhydrologie des sources variabifes
Difféerents modéles s’y rapportent, tels TOPMODEL igtegre des propriétés morphométriques
des bassins, ou encore TN et SMDR® qui proposent une approche distribuée du probléme,
ou I'espace est discrétisé et le comportement dgudh maille élémentaire analysé pour rendre
compte de I'évolution des nappes et des flux d@auraversent la couverture pédologique.

Dans ce contexte théorique et opérationnel, leseptations de I'objet bassin versant en
tant que «wysteme de transfert> de la pollution considérent souvent le bassin mermun
ensemble qui produit, consomme, transforme, stoakdyref « métabolise » avant de transférer,
en différé, a 'exutoir¥. Ce schéma, qui propose une représentation dinhassant comme un
ensemble de compartiments fonctionnels, varie tarmetail selon la substance étudiée et les
échelles de travail. Les processus hydrologiquasgquvernent les transferts dépendent de

25 JORDAN MEILLE L., DORIOZ J. M., WANG D., 1998.nalysis of the export of diffuse phosphorus from a
small rural watershed. Agronomie,18: 5- 26

26 |dem 23

27 Hornung M., Reynolds B., 1995 The effects ofirgtand anthropogenic environmental changes osystem
processes at the catchment scale, Trends Ecol. E¥¢1995) 443- 449.

28 MEALS D. W, and D. C. BRAUN, 2006. Demonstratimihmethods to reduce E. coli runoff from dairy naem
application sites. J. Environ. Qual. 35: 1088- 1100

29 DORIOZ J. M., TREVISAN D., 2001. Transfert deoghhore des bassins versants agricoles vers lasdeau
surface : I'expérience du bassin [émanique et sg¢@générale. Agrosol vol 12 n°2 IRDA Québec p.85

30 MEROT P., 1998. Agriculture intensive et quallss eaux. Collection Sciences Update, INRA EdisP287p.

31 Durand P, Gascuel- Odoux C. et Cordier M.O.,220®@arametrisation of hydrological models : a revend
lessons learned from studies of an agriculturallgaent (Naizin, France). Agronomie 22, 217- 228%§0).

32 BAUJOUAN V, DURAND P., RUIZ L., 2001. Modellinghe effect of spatial distributino of agriculturel
practices on nitrogen fluxes in rural catchmentslégical modelling 137: 93- 105.

33 MARCHANT P. G., W. D. HIVELY, T. S. STEENHUIS,006. Distributed hydrological modelling of total
dissolved phosphorus transport in an agricultaatiscape, part I: distributed runoff generationdélyEarth Syst.
Sci., 10: 245- 261.

34 CASSELL A., KORT R.. L, MEALS D. W., ASCHMAN %5., ANDERSON D. P, ROSEN BH and DORIOZ J.
M., 2002 Use of mass balance modelling to estinptesphorus and bacteria dynamics in watershedserWat
Sciences and Technology vol 45, N°9 pp157- 168
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certaines propriétés des substances transférges:les matieres en suspension et polluants
associés sont transportés par les écoulements réicesules formes dissoutes sont surtout
transportées via linfiltration et 'écoulement deappes, y compris en subsurface. Dans le cas
du phosphore et des matiéres en suspension, le @tincipal est situé dans les sols du bassin
versant ; il évolue sous l'effet des pratiquesext dsages et est a l'origine de toute une série de
stockages secondaires au niveau des structuresraexdon, telles que les fossés ou micro-
dépressions.

Le transport de contaminants dans le réseau hyajshgiue permanent, peut donner lieu

a d'autres stockages et a des transformationsgioies ou physico- chimiques qui s’operent par
exemple au niveau des sédiméni§ Les transformations ne se manifestent vraimeatgjes
durées de transport sont suffisantes. Les stockd@esndent fortement des caractéristiques du
lit des rivieres et de I'hydrologie. lls sont fasl en régime torrentiel. Il existe également des
processus qui modifient les substances dissoutesileur transfert par les eaux souterraines;
ils sont souvent plus difficiles a investiguer mkagr hétérogénéité et leur importance ne sont
pas moins grandes.

Des concepts équivalents peuvent étre en théopikgaps au cas de la pollution par les
bactéries fécalesla compréhension du transfert suppose alorsrdiftey comment s'élaborent
des stocks dans l'espace du bassin versant, qaetsles lieux privilégiés de stockage (en
relation notamment avec les pratiques agricoles),nttre en évidence les conditions de
rétention , de considérer les connections permpggsl’état hydrique des sols et I'état des
ecosystemes aquatiques transporteurs. Il est gkgible, a chaque étape, de prendre en compte
la disparition des populations de bactéries comtantes par compétition, mortalité et/ou
prédation. Les bactéries fécales peuvent, a paesr sols, étre mobilisées par infiltration ou
ruissellement, selon les propriétés physiques dieuniporosité, fissuration, comportement
hydrologique). Les transferts verticaux sont aasésiten présence de fissures et de fentes de
retrait ou de sols cailloutet’x D'une facon générale, le fonctionnement hydrique disol est
un déterminant clé pour lintensité et les modalité des transferts des bactériesLes
transferts sont plus rapides et sur de plus gradi#ances, lorsque les écoulements sont de
nature gravitair®. A I'échelle du bassin versant, des possibilitésstbckage des bactéries
fécales a moyen terme existent, certes dans Ieg\smt ci- aprés) mais aussi dans les sédiments
fins®® quand I'hydrologie permet leur rétention.

L’approche bassin versant commence a étre applipogel’ étude et la modélisation de la
contamination fécale des eaux de surface. Les fieti®cales sont souvent assimilées a des
suspensions en raison de leurs propriétés colkddat leur aptitude a l'adsorption sur les

% WANG D., DORIOZ J. M., TREVISAN D., BRAUN D. C., WIDHAUSEN L. J., VANSTEELANT J. Y., 2003.
Using a landscape approach to interpret diffusesphorus pollution and assist with water quality agement in
the basin of Lake Champlain (Vermont) and Lac Lérffarance) In T. O. Manley and P. L. Manley (edsaké
Champlain in the New Millennium (tentative titl&)ater Science and ApplicatioWol. 2. American Geophysical
Union.

% KAY D., Mc DONALD A., 1980. Reduction of colifornbacteria in two upland water supply reservoirs. The
significance of distance decay relationships. Wegsearch14: 305- 18.

3" DICKINSON RA, 1991. Problems with using existingrisport models to describe microbial transpogpidrous
media. In modelling the environmental fate of mamganisms, C. J. Hurst Ed, Am. Soc. for Microbiol,
Washington.:21- 47.

3 SMITH M. S., THOMAS G. W., WHITE R. E., RITONGA D1985. Transport of Escherichia coli trough intact
and disturbed soil columns. J. Env. Quat:1, 87- 91.

39 KAY D., Mc DONALD A., 1980. Reduction of colifornbacteria in two upland water supply reservoirs. The
significance of distance decay relationships. Wedeearch, 14: 305- 18.
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particules du séf. Les investigations partent souvent de fonctionpigques reliant les teneurs
moyennes des eaux et le mode d’occupation des @misjdérant qu'en tout point d'une unité
d'occupation des sols il existe un stock homogenemnes d’effectif bactérien, de potentiel de
mobilité et d’aptitude & la sur/it***® Dans une perspective d’amélioration des modéles,
suivis plus fins et des interprétations plus di&ed sont nécessaires pour cadrer les zones actives
et l'effet des pratiques (effets des épandagestseffle I'accés des animaux au réseau
hydrographiqu#). La tache est particuliérement ardue dans leeso@fortement hétérogéne des
prairies paturées et a notre connaissance, pertadauk incluent la dynamique et le couplage
des processus de stockage et de transfert, eionetatec le calendrier pastoral, la conduite des
troupeaux et le comportement animal. La prise enpte de ces phénomenes et des logiques de
distribution spatiale, nous semble étre enjeu scientifique clédans l'objectif de progres
conceptuels et appliqués.

3.3. Comportement des bactéries fécales dans I'erasmmnement.

Les facteurs susceptibles de contréler la survie gansfert des bactéries fécales dans et a
partir des sols, ont fait I'objet d’études expénmades de laboratoire ou de suivis de plein
champ®>* Ces approches donnent une premiére connaissancentportement des bactéries
fécales dans I'environnement. Les potentiels degiswg'avérent tres variables, en relation avec
les facteurs biotiques et abiotiques du sol. Ladgtién par les protozoaires du sol et les
interactions de compétition et d’antagonisme azemicroflore indigene du sol jouent un réle
déterminant dans le contrdle des niveaux des ptpugades bactéries fécales introdiife€es
effets biotiques pourraient varier selon la gramétrie des sols et notamment s’atténuer dans
les conditions argileus&s'®D’'une maniére générale, les propriétés édaphimfesncent les
survies qui varient selon la texture, la structomeles conditions physico- chimiques du sol (en
particulier le pH, la matiere organique et l'aéaji Enfin, les conditions bio- climatiques
stationnelles sont également déterminantes, notamstress lié aux UV, a la dessiccation et a
la température. Les travaux antérieurs montreneégant que I'optimum de densité Hecoli se
situe dans les premiers centimétres du sol, aanide mat racinaire. Aprés épandage, la survie
au niveau de la biomasse végétale aérienne edintitée.

“0 JAMIESON R., R. GORDON, D. JOY, H. LEE, 2004. Assiag microbial pollution of rural surface waters.
Areview of current watershed scale modelling apphea. Agricultural Water Management 70: 1- 17.

“I FRASER R. H., P. K. BARTEN, D. A. K. PINNEY, 199Bredicting stream pathogen loading from livestock
using a geographical information system- basedeiglimodel. J. Environ. Qual. 27: 935- 945.

“2 HAYDON, A., A. DELETIC, 2007. Sensitivity testingf a coupled Escherichia coli — Hydrologic catchimen
model. J. Hydrol338: 161- 173.

“TIAN Y. Q., P. GONG, J. D. RADKE, J. SCARBOROUGE02. Spatial and temporal modelling of microbial
contaminants on grazing farmlands. J. Environ. (RB60- 869.

** HUNTER C., MCDONALD A., 1991. Seasonal changethia sanitary bacterial quality of water drainingraall
upland catchment in the yorkshire dales. Water &ebe 25(4), 447- 453

> SMITH M. S., THOMAS G. W., WHITE R. E., RITONGA D1985. Transport of Escherichia coli trough intact
and disturbed soil columns. J. Env. Qual. 14:1 98-

“ TREVISAN D., J. Y. VANSTEELANT, J. M. DORIOZ, 2005urvival and leaching of fecal microorganisms
after slurry spreding on mountain hay meadows sequences for the management of water contamineskn
Water research, 36 : 275- 283.

“"MARINO R. P., GANNON J. J., 1991. Survival of fécaliforms and fecal streptococci in storm draguisnent.
Wat. Res. 25:1089- 1098

“8 ENGLAND L. S., H. LEE, AND J. T. TREVORS. 2003. &arial survival in soil: effect of clays and prata.
Soil Biol. Biochem. 25:525- 531.

“9 GERBA C. P., BITTON G., 1994. Microbial polluantsheir survival and transport pattern to groundatn
Groundwater pollution microbiology, Krieger publish compagny, Malabar, Florida: 65- 85.
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Des conclusions équivalentes peuvent étre tiréssétiedes sur le comportement de la
souche pathogerte coliO157 : H7. Les facteurs tels que la températerdepbré d’humidité, la
flore de compétition ou le ratio sol/fumure semblgmer un réle dans la survie du pathogene
dans le sdf. Ainsi, E. coliO157 : H7 est capable de persister durablemerst lgarsols (jusqu’a
231 jours dans des sols sous praifjed.a survie est prolongée dans les sols argilauxiches
en matiére organiqde Pour autant, I'apport de fumier ne favorise pgsté&natiquement la
survie des entérobactéries, notamment lorsqueolssssnt déja riches en éléments nutrifs
L’application intensive de fumier au sol peut antcaire se traduire par une forte inactivation de
E. coli du fait de laugmentation des densités des floreédairices, antagonistes et
compétitived®. Ces mémes auteurs montrent que le gel, mémeeslandues périodes, permet
de conserver la viabilité B. coliO157:H7.

Les pratiqgues de fertilisation agricole semblenha@voir une incidence forte sur le
devenir des micro- organismes fécaux, soit indm@ent par leurs effets sur la biomasse
végeétale ou sur les propriétés structurales, pbysibimiques et biologiques des sols (matiere
organique, nutriments), soit plus directement, eation avec la distribution, I'épaisseur et la
nature des amas organiques a la surface des b jhhysique de ces derniers, notamment leur
plasticité, épaisseur... est déterminant dansridesdes bactéries fécales & la surface des’sols
Un certain nombre de travaux rapprochent d'aillétias physique des bouses (en relation avec
leur vieillissement) et survie des bactéries f&&fE A notre connaissance, les investigations
doivent étre poursuivies pour mieux caractérisecdmportement des populations de bactéries
fécales au sein et au voisinage des bouses, atddalités d’introduction des bactéries dans les
sols ou les eaux, a partir de celles- ci.

3.3.1. Etat des micro- organismes fécaux dans ld.so

La densité de bactéries dans un échantillon egrglement détermingear des méthodes
de culture sur milieu synthétique; il s’agit deagis nutritives comportant ou non des éléments
"électifs" (qui permettent d'enrichir les bactérmstivables en populations qui présentent un
intérét particulier). Les résultats sont exprimés «UFC » pour unités formant colonies.
L’évolution du nombre de micro- organismes ainsied@iné en fonction du temps, permet
d'exprimer un taux de survie. Cependant, a ce mune dispose pas de numération totalement
fiable, car les UFC varient considérablement séktat physiologique dans lequel se trouvent
les bactéries ciblées et selon le groupe nutrigbanquel elles appartiennent. Il existe en fait de
bactéries viables non cultivableg« VBNC »); cette notion est rarement prise en gienadans la
démarche de suivi des bactéries introduites damsitbnnement sol. Le développement de

*® FREMAUX B., PRIGENT- COMBARET C., VERNOZY- ROZANLEL. Long- term survival of Shiga toxin-
producingEscherichia colin cattle effluents and environment: an updateitre Vet. Microbiol., in press

*1 JIANG X., MORGAN J., DOYLE, M. P., 2002. Fate Bicherichia coliO157:H7 in manure- amended soil.
Appl. Environ. Microbiol. 68: 2605- 2609.

*2 FENLON D. R., OGDEN I. D., VINTEN A. SVOBODA |.,@0. The fate oEscherichia coliandE. coli 0157
in cattle slurry after application to land. SymprSSoc. Appl. Microbiol. 88: 149S- 156S.

3 GAGLIARDI J. V., KARNS J. S., 2002. Persistencescherichia coliO157:H7 in soil and on plant roots.
Environ. Microbiol. 4: 89- 96.

** JIANG X., MORGAN J., DOYLE, M. P., 2002. Fate Bicherichia coliO157:H7 in manure- amended soil.
Appl. Environ. Microbiol. 68: 2605- 2609.

% VANSTEELANT J. Y., 2004. Evaluation des risquesatetamination microbiologiques liés aux épandaiges
matiéres organiques sur prairie de montagne, ThéseUniv. Savoie, Chambéry, 171p.

* KRESS, M., G. F. GIFFORD, 1984. Fecal colifornesale from cattle fecal deposits. Water Resour. BOll61-
66.

*"SINTON L. W., BRAITHWAITE R. B., HALL C. H., MACKENZIE M. L., 2007. Survival of indicator bacteria
in bovine feces on pasture, App. Environ. Microhi@B(24): 7917- 7925.
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méthodes enzymatiquepermettant la détection de bactéries non cultegbt*® représente

une alternative encore peu employée bien qu'adaptéaumeération des bactéries fécales dans
les milieux riches en particules. Il est égalenpgsible d'apprécier le nombre total de bactéries
viables grace aux méthodes moléculaires de MpP&- PCR (nombre le plus probable). Le
nombre de cellules viables de la population d'igitéest estimé indépendammeté la
cultivabilité, en réalisant des dilutions successivde I'échantillon, ceci jusqu’a I'obtention
d’'une dilution a partir de laquelle il n'existe pld'amplification d'une séquence caracteéristique
de la population cibfé.

Les raisons pour lesquelles la cultivabilité nestibne pas un support totalement fiable
pour évaluer le taux de survie de micro- organisngesont encore que partiellement connues.
Dans les conditions naturelles, les bactéries doivemn effet s’adapter constamment a des
changements de disponibilité en éléments nutribifs a des conditions de stress (chocs
osmotique, oxydatif ou thermique, exposition auyormements ultraviolets). Aprés une
exposition a des conditions de stress, la croigsdractérienne est fortement réduite voire
stoppée avec, le cas échéant, entrée des celiuf@sase de dormance. A I'heure actuelle, mise a
part la prise en compte de I'état VBNC, il n'exigt@s de méthode permettant d’évaluer d’'une
facon plus fine Etat physiologique(état de division ou dormance) dans lequel se &oules
populations microbiennes dans les sols. Mais awecdéveloppement des techniques
moléculaires, des pistes de travail semblent primmses. |l existe en effet une possibilité
d’apprécier cet état physiologique a partir du sdiv niveau d’expression de génes indicateurs
soit d’'un état de division ou au contraire d’unt &ationnaire. Ainsi les genes rpoZz, fis et ftsZ
sont des marqueurs plus fortement exprimés en ghasmentielle de croissance tandis que les
genes rpoS, rmf et dps sont plus exprimés en tasennaire. Le géne rpoZ code la sous- unité
w de I'ARN polymérase ; sa transcription est maxaniairs de I'entrée des cellules en phase
exponentielle de croissance et nulle en phasestairé”. Le géne fis code une protéine de
liaison & I'ADN impliquée dans la coordination de dynthese des ARN ribosomaux avec la
croissance bactérientiell présente un niveau d’expression transitoir@lease exponentielle de
croissanc¥. Le géne ftsZ code une protéine impliquée darfisrtaation du septum au cours de
la division cellulaire. La transcription de ce geest restreinte a la phase de division des
cellule$® et, au cours du cycle de division, est maximais te la réplication de 'ADRF®”. Le

* FIKSDAL L., M. POMMEPUY, M. P. CAPRAIS, I. MIDTTUN1994. Monitoring of fecal pollution in coastal
waters by use of raid enzymatic techniques. App. Eficrobiol., 60 :5, 1581- 1584.

* GEORGE I., M. PETIT, P. SERVAIS, 2000. Use of enayic methods for rapid enumeration of coliforms in
freshwaters. J. Applied Microbiol., 88 : 404- 413.

® GEORGE I., P. CROP, P. SERVAIS, 2001. Use of B-gBlactosidase and B- D- glucuronidase activitis f
guantitative detection of total and fecal coliformsvastewaters, Can. J. Microbiol., 47 : 670- 675.

®1 RECORBET G, PICARD C, NORMAND P, SIMONET P., 199@netics of the persistence of chromosomal
DNA from genetically engineered Escherichia califaduced into soil. Appl Environ Microbiol. 59: 42894

%2 TRAVERS A., MUSKHELISHVILI G., 2005. DNA superciiig—a global transcriptional regulator for
enterobacterial growth? Nat. Rev. Microbiol. 3: 1589.

% NILSSON L., VERBEEK H., VIJGENBOOM E., VAN DRUNENC., VANET A., BOSCH L., 1992. FIS-
dependent trans activation of stable RNA operorsscherichia coliunder various growth conditions. J. Bacteriol.
174: 921- 929.

® MALLIK P., PRATT T. S., BEACH M. B., BRADLEY M. D. UNDAMATLA J., OSUNA R., 2004. Growth
phase- dependent regulation and stringent confris@re conserved processes in enteric bacteria atdvéna
single promoterf{s P) inEscherichia coliJ. Bacteriol. 186: 122- 135.

% DEWAR S. J., KAGAN- ZUR V., BEGG K. J., DONACHIE WD., 1989. Transcriptional regulation of cell
division genes ifescherichia coliMol. Microbiol. 3 : 1371- 1377

% GARRIDO T., SA'NCHEZ M., PALACIOS P., ALDEA M., \NCENTE M., 1993. Transcription oftsZ
oscillates during the cell cycle Bscherichia coliEMBO J. 12; 3957- 3965.

67 ZHOU P., HELMSTETTER C. E., 1994. RelationshipvbetnftsZ gene expression and chromosome replication
in Escherichiacoli. J. Bacteriol. 176: 6100- 6106.
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gene ropS code un facteur sigma qui s’associe &NApolymérase pour permettre la
transcription de génes cibles lors de I'entrée akiles bactériennes en phase stationnaire de
croissance ou en réponse a des stress environremént En phase stationnaire, le nombre
d’ARN messagers rpoS est plus important du fait'degmentation de la demie- vie des
transcrits rpo% (pour revué’). Le géne rmf code le facteur de modulation deesomes qui
participe a la dimérisation des ribosomes 70S em forme ribosomale 100S inactive. Son
niveau de transcription est inversement proporgbrau taux de croissance; il est maximal en
phase stationnaifé Enfin le géne dps code une protéine de liais6ABN dont elle protége
l'intégrité en conditions de stress, sa transaipgst induite en phase stationnaire et lors détat
de carencé™

A notre connaissance, aucune donnée n’est disgodibis la littérature en ce qui concerne
les variations des niveaux d’expression de ces weamg in Situ. La mise au point d’'une
méthode utilisant ce tragcage moléculaire seraitdore avancée dans le contexte des études de
la contamination des sols et des eaux.

3.3.2. Structure génétique des populations dans iieironnement.

Différentes études mettent en évidence la structomeplexe des populationskltoli dans
les matiéres fécales et dans I'environnerftéfit’ La structure génétique dempulations
d’E.coli varie en fonction de I'espece animale hote, deégm) de son régime alimentaire ou de
son origine géographigf&"' Sianetnon défini.78 | sintroduction de matiéres fécales dans le sol ou
I'eau peut conduire a la sélection de certaines-spopulationsl’E.coli adaptées a la croissance
dans des milieux plus oligotrophes que les matigeses.

L’étude de la typologie du peuplement microbien st outil incontournable pour
caractériser un apport, un milieu, un stade foncigb. Parmi les déterminants de cette typologie

% RAO N. N., KORNBERG A., 1996. Inorganic polyphosid supports resistance and survival of stationatrgise
Escherichia coliJ Bacteriol. 178: 1394- 400.

% DESNUES B., CUNY C., GREGORI G., DUKAN S., AGUILAN H., NYSTROM T., 2003. Differential
oxidative damage and expression of stress defagedans in culturable and non- culturaBlscherichia colicells.
EMBO Rep. 4: 400- 404.

0 ZGURSKAYA H. I., KEYHAN M., MATIN A., 1997. The sima S level in starvingscherichia colicells
increases solely as a result of its increasedl#jaliespite decreased synthesis. Mol. Microb?dl: 643- 651.
"MHENGGE- ARONIS R., 2002. Signal transduction aegulatory mechanisms involved in control of thevsgS)
(RpoS) subunit of RNA polymerase. Microbiol. MolioB Rev. 66: 373- 395.

2 Makinoshima H., Nishimura A., Ishihama A., 2002aétionation ofEscherichiacoli cell populations at different
stages during growth transition to stationary phi&d. Microbiol. 43; 269- 279.

8 SHIMADA T, MAKINOSHIMA H., OGAWA Y., MIKI T., MAED A M., ISHIHAMA A., 2004. Classification
and strength measurement of stationary- phase peosnby use of a newly developed promoter cloniagtar. J.
Bacteriol. 186: 7112- 7122.

4 Makinoshima H., Nishimura A., Ishihama A., 2002aétionation ofEscherichiacoli cell populations at different
stages during growth transition to stationary ph&&s. Microbiol. 43: 269- 279.

5 Johnson, L. K., M. B. Brown, E. A. CarruthersAl.Ferguson, P. E. Dombek & M. J. Sadowsky, 20Gmgle
size, library composition, and genotypic diverséijmong natural populations @&scherichia colifrom different
animals influence accuracy ofdetermining sourceecdl pollution Appl. Environ. Microbiol.70: 4478- 4485.

" shii, S., W. B. Ksoll, R. E. Hicks & M. J. Sadokys 2006. Presence and growth of naturaligsdherichia coli
in temperate soils from Lake Superior Watershéggl.Environ. Microbiol.72: 612- 621.

" Byappanahalli, M. N., R. L.Whitman, D.A.Shively, .M.Sadowsky & S.Ishii, 2006. Population structure,
persistence, and seasonality of autochthoiaeherichia colin temperate, coastal forest soil from a Great kake
watershedEnvironmental Microbiology: 504- 513

8yang, H.- H., R. T. Vinopal, D. Grasso & B. F. 38)€004. High diversity among

environmentaEscherichia colisolates from a bovine feedldppl. Environ. Microbiol.70: 1528- 1536.
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figure d'abord la structure du peuplement microbign est généralement décrite via des
éléments conservés du génome bactérien ou fongignes ou intergénes ribosomiques (IGS) a
valeur "taxonomique": 16S chez les bactéries (08 IBS- 23S) et 18S chez les fonges. Les
comparaisons de profils DGGE (électrophorése suregegradient dénaturant), ou A- RISA
(analyse du polymorphisme de lintergéne 16S- 28@)t a I'heure actuelle des méthodes
adaptées a I'évaluation des perturbations appatépsuplement bactérien.

Les profils obtenus représentent plus des « emteseimoléculaires » qu'une typologie
exacte sous tendue par une répartition connue, rpantiellement, des taxons. Il est cependant
possible de comparer la typologie de groupes fonngls ou des populations bactériennes cibles
lorsque les empreintes génétiques sont réaliséedesugenes de fonctions (tels que le gene phl
pour les bactéries productrices de phloroglucinolsXes genes spécifiques de certains taxons
(tels que le gene uidA pour I&scoli). La DGGE uidA est une technique qui a été validée par
différents groupes, pour I'étude des populatiois dblidans de I'eau ou des sédiments. A notre
connaissance, son application au suivi de la streaies populations . coli dans le sol n'a
jamais été validée. Son application a I'étude depufations entériqgues dans les différents
compartiments bouses (entrées)/sol (stockagesfgeaties) du bassin versant devrait permettre
de différencier des origines de contaminationseauifoire et d’évaluer les zones du bassin qui
contribuent le plus a la contamination des eaux.

4. CADRE CONCEPTUEL: modeles biologiques, systemetudie,
hypotheses et démarche de travail

Le tour d'horizon réalisé dans le chapitre précedeuligne d’'une part, la grande diversité
des objets d’étude, des échelles et des conceflisahles pour les recherches sur la
contamination fécale des eaux et dautre part, ¢demiel d’innovation lié aux outils
moléculaires actuellement disponibles. Dans urcaekexte, la mise au point d’'une démarche
cohérente d’ensemble est une étape clé de notjet.plos’agit notamment d’articuler des
stratégies de recherche et de suivis relevantsigptines différentes : sciences du sol, écologie
microbienne, hydrologie et écologie pastorale. &mséquence, des la conception du projet, nous
définissons avec soin des choix méthodologiqueswuams, partant de points de vue partagés sur
les objets d’étude complémentaires. Ces choix tésentations, confrontés a la réalité du
terrain et aux réponses inattendues, ont évolug dier I'étude; ils méritent donc d’étre ré-
explicités. Il s’agit du choix:

1) relatif auxmodeéles biologiques E.coli est au centre de ce projet; sa dynamique est
comparée dans la mesure du possible a celRsdadomonafiuorescents et a celle des souches
deE. coliSTEC ;

2) de représentations conceptuellescdtysteme étudi® construites progressivement aux
différents niveaux ou sont organisées les invetstiga et/ou les synthéses: niveau €lémentaire
de la rhizosphére, systeme sol- végétation a lléctstation et niveau intégrateur du bassin
versant;

3) d’'une démarche prenant en compte au mieuxlivarsité spatiale et temporelle
biophysique et agronomique, inhérente au cadre agoatd et au systeme pastoral, ce qui
suppose de définir la variabilité et les typologide paramétres locaux (végétation,
comportement animal, écoulements...);

21



4) d’intégrer lamodeélisation dans notre démarche, pour rendre compte des gagpla
entre hydrologie, agronomie et microbiologie, maissi pour analyser les transferts a I'échelle
bassin versant et tester ainsi certaines hypotlsesdes zones actives du systeme.

4.1. Modéles biologiques

Dans ce travail, nous avons choisi d’étudier deoputations bactériennes différentes : la
premiére en tant qu’indicateur de contaminatiorali§&cla seconde en tant que population
tellurique de référence.

Les coliformes fécaux ou thermotolérants sont lescjpaux indicateurs de contamination
fécale utilisés en Europe. lls correspondent a aus-s groupe des coliformes capables de
fermenter le lactose a 44°C. Ce groupe bactérienpoend certaines especes des genres
Citrobacter, Enterobacter etKlebsiellaainsi que I'espéckE. coli. Cette derniére représente 80 a
90% des coliformes thermotolérants généralememictid dans I'eau. Bien que la présence de
coliformes fécaux témoigne la plupart du tempsadprésence de contamination fécale, tous les
coliformes fécaux ne sont pas d'origine féCalE. coli est considérée classiquement comme
'une des rares espéces de ce groupe, présenseale $pécifique dans le tractus intestinal des
animaux & sang chaud, fortement excrétée dansdeéres fécales (environ 1par gramme de
matiére seche chez les bovins) et semblant ne vservjue de facon transitoire dans
'environnement. Ces caractéristiques for.dcoli un indicateur idéal de contamination
fécale (Edberg et al, 2000). Il est de fait classiquemdiiisé pour le contrble de la qualité
microbiologique de I'eau (norme AFNOR NF T 90- 4&t)les alimenfs

De plus, méme si la majorité des souchds.atlli sont commensales, certaines sont a
I'origine de diverses pathologies intestinales xdtae intestinale¥ ce qui fait également H:
coli un indicateur d’'un risque sanitaire potentiel. [Eescoli pathogénesde l'intestin sont
subdivisés en six groupes différents parmi lesquekntérohémorragiques (EHEC),
entérotoxigenes (ETEC), entéroinvasifs (EIEC), mmuathogenes (EPEC), entéroaggrégatifs
(EAEC) et a adhérence diffuse (DAEC). Les EHEC somrisidérés comme l'un des plus
importants groupes de pathogenes responsablesxdeirttections alimentaires. lls sont a
I'origine de pathologies plus ou moins séveredoation de I'état de santé du patient et de son
age, allant d’'une diarrhée peu hémorragique a dées hémorragiques ou des syndromes
hémolytiques et urémiques (SHU) chez l'enfant. IEHSEC possedent différents genes de
virulence dont les genes stx codant les shigatexih&ensemble des bactéries possédant au
moins un géene stx représente le groupe des STECShigatoxin- Producindt. coli. E. coli
0157 : H7 est le principal sérotype a l'origine pthologies chez 'lhomme. Les bovins sont
porteurs sains en STEC avec des prévalences poéuantsupérieures a 70% des animaux
testé&% Depuis ces 10 derniéres années, I'environnenstrdeeplus en plus incriminé dans les
épidémies & EHE®. Les épidémies d'origine hydrique sont généraldmassociées a la

" Foppen, J. W. A. & J. F. Schijven, 2006. Evaluatid data from the literature on the transport andrival of
Escherichia coliand thermotolerant coliforms in aquifers undeussted conditions. Water Res. 40: 401- 426.

8 Vernozy- Rozand C., Roze S., 2003. Bilan des dssances relatives atBscherichia colproducteurs de Shiga-
toxines (STEC). Agence Francaise de Sécurité Sanities Aliments. (A.F.S.S.A.). Maisons- Alfort. ERPages
220p.

81 (Orskov et al., 1992) Orskov, F. & I. Orskov, 19&&cherichia coliserotyping and disease in man and animals.
Can. J. Microbiol.38: 699-704.

82 Cerqueira, A.M., Guth, B.E., Joaquim, R.M., anddfade, J.R., 1999. High occurrence of Shiga toxidpcing
Escherichia col(STEC) in healthy cattle in Rio de Janeiro StB@gzil. Vet Microbiol 70: 111- 121.

8 Strachan, N.J., Dunn, G.M., and Ogden, I.D., 20QRantitative risk assessment of human infectiamfr
Escherichia coli0157 associated with recreational use of animabpadnt J Food Microbiol75: 39- 51.

22



consommation d’eau de boisson (provenant de pdé#ssources priveées ou de réseaux de
distribution d’eau non traitée) ou a l'ingestiorcidentelled’eau lors de baignades (dans des
étendues d’eau naturelle en raison de la sengibilEE. colia la chloration).

Les effectifs enE.coli dans les sols et I'eau sont comparés a ceux daapeilation
hétérotrophe tellurique témoin: I€seudomonaspp. fluorescentsproducteurs d’antibiotiques
tels que les phloroglucinols. Il s’agit de popuwas dominantes dans la rhizosphéere des
graminées et adaptées a ce biotope. Elles sonbleapde contrdler par compétition et par
antagonisme la communauté microbienne rhizospheeduale lutter contre des phytopathogénes
majeurs (tels qu&aeumannomyces tritigiesponsable du piétin échaudage du Blé&arium
oxysporumresponsable de fusariose, etc) améliorant aiét|sanitaire des plantes. Le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG) est une molécule fortgique produite par une large diversité de
Pseudomonas fluorescents. Cette molécule possati@mt des propriétés antibiotiques vis- a-
vis d'entérobactéries telles quPectobacterium carotovorith Les Pseudomonas spp.
fluorescents producteurs de DAPG nous servent danda fois comme populations
rhizosphériques référentes mais également commelgiams potentiellement capables de
réguler les populations B: colidans les sols.

4.2. Le systeme étudié, représentations et compartgentation.

4.2.1. La rhizosphere, un niveau élémentaire.

La rhizosphere correspond a la partie du sol sodkience directe des racines vivantes. Il
s’agit souvent d’'une couche de sol de l'ordre denth d’épaisseur autour des racines.
L’'importance quantitative des systémes racinaiegsdpnc de la rhizosphere) varie selon les
caractéristiques pédoclimatiques et celles de lmnmonauté végétale, avec des densités
racinaires jusqu’a 100- 200 cm de racines pardensol dans des sols de prditie

Dans la rhizosphere, la plante libere une paréie photosynthétats sous la forme de
rhizodépodts organiqus et la disponibilité de ces nutriments conduitré stimulation des
microorganismes associés a la plante, ce qui carserétiser par une augmentation des effectifs
(atteignant de 'ordre de Y@ bactéries par g) et des niveaux d’activité physjmjué’. Selon le
mode de libération des rhizodépodts dans le soldistingue les exsudats (au sens actuel du
terme) ou diffusats (composés de faible dimenssmhbles ou gazeux, libérés par transport
passif), les sécrétions (composés activement toatesphors des cellules racinaires), les lysats
(composés libérés lors de la lyse des cellules’@mderme voire du cortex, et des cellules
exfoliées, qui sont détachées de la coiffe racaiet le mucigel (polysaccharides végétaux,
auxquels se rajoutent des polysaccharides micrspferD’'un point de vue quantitatif, les
rhizodépots représentent 15- 20% du carbone organmet issu de la photosynthése, c'est- a-
dire de l'ordre de 50% du carbone organique vébBicudrs les parties racinaif@s Les
rhizodépobts organiques comprennent (i) des subssiaiples, a savoir un tres grand nombre
d’acides aminés, d’acides organiques, de sucresjd#s gras, de stérols, de dérivés d’acides

8Cronin, D., Y. Moénne- Loccoz, A. Fenton, C. DunbeN. Dowling & F. O'Gara, (1997) Ecological inaetion
of a biocontrolPseudomonas fluorescestrain producing 2,4- diacetylphloroglucinol withet soft rot potato
pathogerErwinia carotovorasubspatroseptica FEMS Microbiol. Ecol23; 95- 106.

®Callot G., Chamayou H., Maertens C., Salsac L. 1882ux comprendre les interactions sol- racineidances
sur la nutrition minérale. INRA, Paris, 325 p.

8 Nguyen C. 2003. Rhizodeposition of organic C langs : mechanisms and controls. Agronomie 23 : 396-

87 Garbeva P, J. A. van Veen, and J. D. van Elsa84.2Microbial diversity in soil : Selection of miial
populations by plant and soil type and implicatiémsdisease suppressiveness. Annual Review ofophitiology
42 : 243- 270.
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nucléiques, etc., (ii) des polymeres insolubledlymse, etc.), (i) des vitamines et autres
facteurs de croissance (biotine, inositol, thiamie&.), (iv) des phytohormones (auxines,
cytokinines, etc.), (v) des protéines enzymatigaesylases, phosphatases, protéases, etc.), (vi)
des toxines (par exemple des calystégines) et despasés de défense (comme des
phytoalexines, etc.), et (vii) des signaux susbégsid’agir sur les microorganismes, comme des
chimioattractants (sucres, acides organiques, &tdés inducteurs de transcription (par exemple
des flavonoides), €tt.

Pour certains pathogenes de 'homme ou l'anime$ propriétés trophiques sont un
facteur favorable a la survie, et la rhizosphéreceltaines plantes pourrait correspondre a un
réservoir environnemental pour ces pathog&nBeautres caractéristiques de la rhizosphére sont
favorables a la survie de certains pathogene&diten effet d’'un milieu tamponné, en raison
de la présence du sol (phase solide poreuse) etutigel racinaire (couche gélatineuse a la
surface de la racine et composée de polysacchamdgtaux et microbiens). Le mucigel facilite
egalement I'adhésion entre racine, particules tetsmicroorganismes.

Par contre, d’autres propriétés de la rhizosphent susceptibles de limiter les capacités
de survie des pathogéenes de I'homme ou de l'animabommencer par des propriétés
directement liées au fonctionnement de la racirda @iclut (i) la libération de toxines et autres
composés antimicrobiens par les racifie@i) I'appauvrissement en nutriments minéraus &
la nutrition de la plante (absorption racinairefiii) I'acidification racinaire de la rhizosphéfe
et (iv) les phénomenes de respiration racinairenfetobienne), qui conduisent a une diminution
de la concentration en oxygene. De plus, certailesspopulations rhizosphériques produisent
elles- aussi des composés antimicrobferomme par exemple le 2,4- diacétylphloroglucite!
nombreux Pseudomonagluorescents (antagonisnig) Les microorganismes rhizosphériques
exercent également des phénomenes de compétitiom @ concerne les rhizodépobts. Enfin, la
porosité racinaire est généralement favorable atixi@s de prédation par les protozoaifes

4.2.2. Le systeme étudié a I'échelle stationnell@mécanismes et interactions

La contamination débute a I'échelle stationnellastation est une unité sol- végétation-

pratiques (déjections). Nous fixons a cette unigude les frontieres suivantes: biomasse
aerienne végeétale et sous sol ou horizon B (linkétéa zone racinaire dense).

Lesentréesdans le sous- systeme ainsi défini (figure 1) ltéat d’apports d& coli sur le
sol et sa végétation sous forme de bouses qui &guiva des apports tres localisés et tres
concentrés (10E.coli g %) associés & un « milieu » riche auquel les miorganismes introduits
sont adaptés. Cette « co- introduction » est ume¢ favorable a la survie en milieu

8 Bais HP, TL Weir, LG Perry, S Gilroy, JM Vivanc®006. The role of roaéxudates in rhizosphere interactions
with plants and other organismfsnnu. Rev. Plant Biol. 57 : 233- 266.

8 Berg G., Eberl L., Hartmann A. 2005. The rhizosghas a reservoir for opportunistic human pathagbatteria.
Environmental Microbiology 7 (11) 1673-1685.

% Miché L, S Belkin, R Rozen, J Balandreau. 200&eRieedling whole exudates and extracted alkylcéesus
induce stress- responselscherichia colbiosensors. Environmental Microbiology 5 : 403141

*Hinsinger P, C Plassard, C Tang, B Jaillard. 2@a3gins of root- mediated pH changes in the rhibesp and
their responses to environmental constraints :viere. Plant and Soil 248 : 43- 59.

9 Gilbert GS, JL Parke, MK Clayton, J Handelsman93l9Effects of an introduced bacterium on bacterial
communities on roots. Ecology : 840- 854.

% Raaijmakers, J. M., Paulitz, T. C., Alabouvette, &einberg, C., Moénne- Loccoz, Y. 2008. Theabjzhere : a
playground and battlefield for soilborne pathogand beneficial microorganisms. Plant and Soil (qesse).
**Bonkowski, M. 2004. Protozoa and plant growth : ifierobial loop in soil revisited. New Phytologiss2 : 617-
631.
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tellurique”®®®. Notons que I'existence d’'un bruit de fond dii &dane sauvage doit également
étre pris en compte.

Il existe rapidement une dispersion a partir dbdase et vers la végétation et les sols
voisins et sous- jacents, sous l'effet de diversnégy pluie, écoulements, activité biologique
(insectes coprophages...). Les sols présentent yraeitd d'hébergement (capacité biotique) qui
régit I'optimum de densité microbienne dans un mauwlonné de sYl Il se constitue ainsi des
stocks”® deE.coli dont la dynamique dépend des facteurs biotiquabietiques qui contrdlent le
transfert, la survie et I'état des populations lésainsi stockées.

Les sorties du systeme sols végétation sont dues andasalités et a des transferts
verticaux et horizontaux par les écoulements daxistence dépend des propriétés des sols
(porosité, état de saturation...). Dans le sol, lastdries fécales, comme les telluriques, sont
soumises a des stress auxquels elles peuvent gadigms une certaine limite. Le défaut de
nutriments carbonés, la dessiccation aussi bien lgsiestress oxydatifs et I'exposition aux
rayonnements UV, induisent lI'entrée en phase staice. Les organismes fécaux devraient
présenter des capacités d'adaptation plus limiféedes micro- organismes indigenes.
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Figure 1. Le systéme étudié au niveau station.

% Kivisaar, M. 2003. Stationary phase mutageneséchanisms that accelerate adaptation of microlipljations
under environmental stress. [Review]. Environmehti@irobiology. 5(10):814- 827.

% Jensen, G. B., Hansen, B. M., Eilenberg J., MaijllJ. 2003 The hidden lifestyles of Bacillus cereund
relatives. Environmental Microbiology. 5(8):631-064

9 DEJONGHE W., BOON N., SEGHERS D., TOP E. M. andREFRAETE W. 2001 Bioaugmentation of soils by
increasing microbial richness: missing links. Eamimental Microbiology 3 (10) 649- 657

% \VANSTEELANT J. Y., 2004. Evaluation des risquesadmtamination microbiologiques liés aux épandatges
matiéres organiques sur prairie de montagne, ThéseUniv. Savoie, Chambéry, 171p.
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L’apport de bouses induit des modifications du euilqui s’accompagne d’'un feed back
qui n’est peut étre pas sans effet sur I'élabaragida durée des stocks associés au sol, voire sur
la capacité biotique de celui- ci. Les déjectiomevpquent un refus local et temporaire de
paturage, qui permet le développement de la bicgnadgenne végétale, et un effet trophique
avec stimulation de la biomasse racinaire et detiVi# biologique du sol. Au total, les
phénomenes impliqués dans I'élaboration et la dygaendes stocks de bactéries fécales a
I'échelle station, sont contrélés par la météoridogpluie, température), des caractéristiques
locales (type de sols, de végétation) et la plack dtation dans le circuit de pature.

4.2.3. Le systeme étudié au niveau bassin versant.

Pour comprendre la qualité des eaux et sa vati@bleks phénomenes et les structures
doivent étre identifiés non seulement a I'échetiien mais aussi a I'échelle bassin versant,
échelle ou nous cherchons a comprendre la quadiseedux et sa variabilité. Or comme le
montre nombre de travaux sur les transf&r{d) les composantes locales ne sont pas facilemen
généralisables du fait de la variabilité des stmed, (2) les effets locaux n’influent au niveau du
bassin versant qu'a partir de certains seuils dsite (3) la configuration des réseaux dans le
bassin versant et leur localisation jouent un d&@&rminant, (4) les processus locaux ne sont pas
linéairement propagés dans I'espace, mais souaemidnnés ou parfois au contraire amplifiés a
une échelle globale. Bref le bassin versant n’astqu’'une somme de stations et nécessite donc
une approche spécifique.

Dans le cas étudié, le bassin versant est un diegritou se superposent deux
fonctionnements: celui du systeme pastoral quirdéte le déplacement des troupeaux et donc
la dispersion et la répartition des polluants laloes dans I'espace et dans le temps, et celui du
bassin hydrologique qui collecte, stocke, transtomh transfére ces polluants, pour finalement
les exporter a son exutoire.

Dans la mesure ou l'objectif majeur du travail spporte a la qualité des eaux nous
renoncons a approfondir les déterminismes socahmigues du systeme pastoral. On considére
donc gu’aux limites du systeme étudié (zone palgtpila circulation des troupeaux pilote les
entrées et que la pluie et les écoulements pilotdes sorties(figure 2).

% DORIOZ et OMBREDANNE, 2005. AQUAE : Action strucante INRA- CEMAGREF. Bassin versant et
qualité biologique des cours d’eau, INRA- CEMARGEG
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Figure 2. Le systeme étudié au niveau bassin viersan

La structure et I'organisation du bassin versant slonc interprétées comme un ensemble
de stocks de contaminants répartis dans un teeitt localisés au niveau de la couverture
pédologique et du réseau hydrographique. Ces stamhi susceptibles d’étre plus ou moins
mobilisés par les écoulements d'eau. Leurs dynasigont déterminées en partie a I'échelle
stationnelle (figure 1). Le signal enregistré &udimire (débit/ dénombrement) est le résultat de
ces dynamiques et des interactions stocks- écoulsrdans les zones hydrologiqguement actives
du bassin versant (zones actives et la connexidrologique). Le fonctionnement hydrique de
la couverture pédologique conditionne I'époqueliéasc et les modalités du transfert sols- eaux
(ruissellement/infiltration). La circulation du trpeau conditionne les apports directs aux
ruisseaux. Ces deux ensembles de déterminismetrggnliés a I'évolution saisonniéere et a la
variabilité des parametres météorologiques.

4.2.4. Modélisation du bassin versant

La contamination des eaux a l'exutoire résulte duptage entre deux fonctionnements
complexes de nature tres difféerente, celui du systpastoral (parcours des troupeaux, flux de
déjections résultant et alimentant les stocks éésqi+ dessus) et celui de I'hydrologie du bassin
versant. La modélisation doit chercher a rendrepterde ces interactions.

Le transfert des bactéries est plut6t lié au rilesent de surface ou de sub- surface et les
flux bactériens enregistrés aux exutoires des mas&rsants sont amplifiés durant les périodes
de crué®. Partant de cela, les modéles de contaminatiotétiacne reposent sur des fonctions
relatives a la répartition des déjections dangées, a la mobilisation des bactéries depuis les
déjections vers les lames de ruissellement, aspah des organismes a la surface des sols et
dans le réseau hydrographique, ainsi qu’'a leur atigrtdans les différents compartiments et
pendant leur transport. L'adaptation des modélestamts aux conditions des prairies paturées
en vue de la reconnaissance des périodes sensililes zones contributives, souléve un certain

10 JAMIESON R., R. GORDON, D. JOY, H. LEE, 2004. Assiag microbial pollution of rural surface watefs.
review of current watershed scale modelling apgreacAgricultural Water Management 70, 1- 17.
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nombre de questions, du fait d’'un nombre élevéatametres, de simplifications grossieres sur
la répartition des bouses et de bases conceptuetiesoversées sur le déterminisme du
ruissellement et le devenir des bactéries. Deukl@noes majeurs peuvent étre en particulier
releves:

- le ruissellement est considéré comme résultam défus d'infiltration hortonien de la
pluie, ce qui est peu probable dans le contextediEges. Une approche basée sur I'hydrologie
dessources variablesious semble plus appropriée dans ces contexteguésapar une forte
perméabilité de la surface des sols ;

- certaines caractéristiques propre au systemeonafsta savoir la distribution et
I'évolution des bouses, parameétres dont I'importara terme de potentiel émissif de micro-
organisme¥” est connue, ne sont pas explicitement pris en tanans les modéles existants,
les entrées de bactéries fécales sont généraletétrminées a partir du chargement animal et
d’'un taux moyen d’excrétion de bactéries par lémanx, ce qui conduit a considérer un stock
de bactéries uniforme et homogene sur les surfpastrales. Cette simplification n’est pas
satisfaisante car cela ne permet pas de prendreoesidération la forte hétérogénéité de
répartition des bouses dans l'espace et le templa @ permet pas non plus d’analyser le
caractére ponctuel des dépots et toute la divedsgéinteractions qui en découlent, notamment
les conséquences entre les conditions statiordiesiépdts et le remaniement et I'évolution des
bouses, les occurrences entre déep6t et situatiaverdbles au ruissellement ou encore la
proximité bouses - réseau hydrographique. C’est dout un ensemble de d’éléments, découlant
du comportement du troupeau et de ses relations Evecadre biophysique du bassin, et
déterminants vis- a- vis du transfert bactérienaghiappent en général a I'analyse.

4.3. Hypotheses de travail

4.3.1. Hypothéses sur la survie dé.coli dans I'environnement

L’introduction dans l'environnement représente umess pour une bactérie fécale
L’efficacité des processus de survie a mainteng population dé.coli se mesure en durée de
survie, parameétre qui devrait dépendre du type idieunnotamment du type de sols. Harée
de survie pourrait varier selon le niveau trophique du sal,teneur en matiére organique, son
régime hydrique et globalement selon le faciésguabktconsidéré. Tout semble par ailleurs
indiquer un réle particulier de la rhizosphére e$ @ntibioses et antagonismes biologiques qui
s’y développent. Ces hypothéses prennent un setisutiar quand il s’agit de STEC. Enfin, en
comparant les dynamiques de populations fécal€g. coli) et tellurigues (Pseudomonassp
fluoresecents) on espére mieux comprendre leggieastde survie des organismes fécaux.

4.3.2. Hypothéses sur le fonctionnement global dystéme étudié

La premiére hypothése est relative astockages deE.coli dans les réservoirs
environnementaux typiques du site étudieOn considéere que le systeme bassin versant étudié
présente divers compartiments de stockage (agsjféiégections, rhizosphére, sols...), chacun
étant caractérisé par une durée de stockage, und&wsurvie, un mode d’interaction avec les
écoulements. Les injections directes de déjectiams le cours d’eau lors des acces du troupeau
a la riviere représentent un stock éphémeére detestfécales, rapidement exportable. Les
autres apports de.coli sont associés a la couverture pédologique, scsugiace méme du sol
(bouses/amas organiques), soit a la matrice detsmnt tous deux mobilisables a plus ou moins
long terme, en fonction du régime hydrique.

01 Kress, M., G. F. Gifford, 1984. Fecal coliformease from cattle fecal deposits. Water Resour. BOI61- 66.
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La hauteur, les propriétés et la distribution de stcks déterminent la variabilité des
teneurs et des flux dé. coli a I'exutoire. Par ailleurs, dans la mesure oudeéd de stockage
conditionne I'évolution physiologique des bactéeese type de souches présentes, les variations
de flux a I'exutoire devraient s’accompagner deiatams relatives a lastructure du
peuplement microbien Cette derniére permettrait donc de différenaerdpports.

La deuxieme hypothése, complémentaire de la prétg&dsoncerne lonctionnement du
bassin versant comme systéme de transfeflous faisons I'hypothese que les exportations a
I'exutoire sont en fait contrélées par un petit moende facteurs- clés relatifs a I'état ztsnes
critigues (état physique de leurs sols, de leurs stocks deéamommants et de connexions
hydrologiques). La localisation de ces zones arésy varie au cours du cycle saisonnier en
fonction de I'évolution du bilan hydrique et du pétge

4.4. Démarche

La recherche est réalisée selon utémarche pluridisciplinaire qui associe des
investigations sur des dispositifs expérimentauntrédés relevant de la science du sol et de
I'écologie microbiennest des enregistrements de variables sur des maldeterritoire plus
vastes qui sont les objets habituels de I'hydrelagi de I'agronomie. La démarche integre la
diversité des situations typiques du cadre montalga elle s’applique et ses contraintes
concrétes. Concrétement la stratégie mise en cammmbine des suivis, des caractérisations
géneétiques, des expérimentations, des modélisations

1. Les suivissont organisés a I'échelle annuelle et portent,dswgrs compartiments du
systeme étudié (fig 2), incluant chaque fois queensgaire les entrées, les stockages et les
transferts du contaminant. Ils prennent en congitgges, stockages et flux de transfert a divers
niveaux d’organisation de celui ci. Les enregistata concernent degriables d’entrées
(pratiques pastorales, déjections, état hydrolagides sols et du bassin, flux apportés par les
sources), la dynamique des population& dm®li stockées dans divers sols types (en caractérisant
la présence de STEC) et Issrties hydrologiques aux exutoires du bassin principasaais-
bassins. Des informations complémentaires sont akeurs obtenues par l'analyse de
I'évolution saisonniere des contaminations des eaugbsence des troupeaux. Des données sur
la dynamique deBseudomonaBluoresecents telluriques sont disponibles pounaraison.

2. Les caractérisations génétiqueportent sur les structures des peuplements dali en
divers points clés du systeme : déjections, exaifmiincipal et dans divers sols.

3. Les expérimentationshydro- pédologiques sont mises en place pour nigentifier et
paramétrer certains phénomeénes relatifs a l'adiprside la charge ef.coli des eaux; les
dispositifs représentent une standardisation desditons de contamination des sols et
d’interactions sols- écoulements (ruissellemempies artificielles)

4. La modélisation porte surle couplage entre dynamique pastorale et fonctimemd
hydrologique du bassin. L’approche repose sur us@étisation de I'espace, avec sur chacune
des mailles élémentaires ainsi définiéslg caractérisation du fonctionnement du systemesé
- sol en termes d’entées de bouses, de stockade ®irties de bactéries ; son pilotage par les
flux verticaux et latéraux d’eau ;i)Y I'évaluation des relations latérales entre maille
élémentaires, avec des échanges d'eau et de nocganismes ;iif) l'intégration de ces
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echanges pour rendre compte dans I'espace et [estdes flux d’eau et de bactéries a I'échelle
du bassin versant.

L’organigramme de recherche explicite la mise en ceuvre et le couplage, dans un
contexte pluridisciplinaire, de 'ensemble de cpgraches (encart 1)

L'interprétation et la synthése généralereposent sur une comparaison entre: 1) les
exportations a I'exutoire (flux, concentrationsusture des populations pour les grands types de
périodes hydrologiqgues ou «régime d’exportation2); I'état du bassin et des stocks
potentiellement mobilisables, en relation avecisridbution des zones hydrologiqguement actives
et de lintensité de l'activité pastorale. La syggh des informations consiste a élaborer un
modele conceptuel présentant le territoire étudiéaat que systéeme de stockage et de transfert
de polluants bactériens vers un exutoire des eansulface (couplages entre niveaux de
contaminations a I'exutoire, événements météorgloeg, répartition et évolution des stocks de
bactéries fécales des sols, eux mémes détermiméespparcours du troupeau et les taux de
mortalité bactérienne). Cette analyse permet d&meér quelqgues premiéres réflexions
opérationnelles générales relatives a la protectemneaux.
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5. MATERIEL et METHODES

5.1. Site d’étude : diagnostic du systeme biophysiq et agronomique.

Le bassin versant étudié (170 ha) est I'un des delbons constituant I'alpage des
Cornettes de Bise. Il est situé en Haute Savoies tk|a massif du Chablais (fig. 3). Son choix
s'explique par la qualité des données antérieuredes relations sols- végétatidfs'®® par sa
bonne accessibilité estivale pour l'implantations déispositifs de mesure et surtout par
'absence, en amont, d’habitations et sources dem@aminations domestiques

Figure 3. Bassin versant de Bise (d’aprés scan®b.IG

5.1.1. Climat

Le site est situé adtage subalpinavec une altitude moyenne de 1800 m. Le ruisseau
présente un régime nival accusé (étiage hiverraltels eaux au printemps, crues en été). En
considérant les gradients établis dans la région,peut estimer la pluviométrie annuelle
moyenne du site a environ 2000 mm au niveau deutiése (1550m). En hiver le manteau
neigeux atteint dans les vallons 1 a 2 m d’éparsdeufonte des neiges génere de forts débits
(jusqu’a 200l/s & comparer avec le 10 I/s de lgdiastival).

192 DORIOZ J. M., 1987 - Dynamique écologique et tgmié des territoires pastoraux des Alpes du Nord. 2
Analyse des facteurs de la valeur pastorale. Aetzo@gica. Oecol. Applic8 (4), 283- 300.

13 DORIOZ J. M., PARTY J. - P., 1987 - Dynamique @gifjue et typologie de territoire pastoraux deesligu
nord - Analyse de I'organisation agro- écologiqum dlpage de référence. Acta Oecologica - Oequplié., 8 (3),

p. 257- 280.
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5.1.2. Hydrogéologie

Le contexte hydrogéologique a fait I'objet d’unadg spécifiqu€” dont il ressort :

- un décrochement de direction Nord- ouest/Sud astage la zone d’étude en deux
compartiments (fig. 4) et crée un obstacle a I'étmment d’'unaquifere karstique d'un
compartiment Est qui expliquerait I'origine de zemearécageuses de fond de vallon ; a partir de
ces zones saturées, il se produit un écoulememagpemt (supérieur a 10 I/s) toujours connecté a
I'exutoire ;

- des formations de calcaire karstiqgue arment é&8gs supérieures du bassin ; a leur base
des sources et suintements produisenpetits marais « de haut de versant », conduisant la
aussi a des écoulements permanents non négligéabierectés périodiquement a I'exutoire);

- des formations superficielles formant un céneddgction (5ha) tapissent le fond de
vallon ; durant la période estivale les écoulemg@ntsvenant des marais du haut de versant se
perdent dans cette formation ; durant la fonte riEges et lors des périodes de forte activité
hydrologigue de la saison estivale, ces écoulenmnttsin débit important (parfois supérieur a
100 I/s) ; ils traversent alors les formations sfipelles en demeurant a leur surface, pour
rejoindre I'exutoire du bassin ;

- la cartographie des pertes et des sources ch@asi,qu’'une premiere approche du déficit
du bilan hydrologique montrent que le bassin toppgique de I'ensemble du vallon de Bise ne
correspond pas au bassin hydrologique, ce qui pastsurprenant dans un contexte fortement
fragmenté et re- structuré par le tectonisme.

194 DREVET J, 2004. Etude hydrogéologique du bassiearg de la montagne de Bise. Mem IUT Montagney Uni
Chambéry, 56p.
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Figure 4. Décrochement, formations superficielleSopulements temporaires (pointillés) ou
permanents (trait contifuéchelle 1/20 000.

5.1.3. Géomorphologie, pédologie

Le secteur est présenté par Legros et al, P88Zes auteurs décrivent plusieurs unités
agro- pédologiques, avec des références en termegphgtosociologie et de potentiel
agropastoral. Partant de ces connaissances pe&skethbtians I'objectif de mieux rendre compte
des modalités de transfert d’eau, nous avons capbg le contour des unités pédologiques
(figure 5).

1) les replats morainiques et leur complexe de sotrdmyorphes: (redoxisols et redoxysol
pelosoliques )

Les sols des complexes hydromorphes sont supp@aésdes moraines de fond,
constituées d’éléments grossiers de taille varjadtglobés dans une matrice limono- sableuse
compacte. Les remaniements post glaciaires ontcem porollaire des redistributions dans
'espace des matériaux, avec notamment des acctiomslade particules fines au niveau de
dépressions sédimentaires (fig. 6). Dans ces ctesiteneurs en argiles sont trés fortes, les taux
de saturation et le pH élevés (tableau 1). Les ma@sentent donc desractéres pélosoliques
(avec des teneurs en argile qui dépassent les 5i¥/gont peu perméables (perméabilité saturée
mesurée par infiltrométre a charge constante demBhin peu évolués mais enrichis par des
éléments minéraux provenant du pourtour de la déme (fig. 7). Dans les conditions de fonte

195 EGROS J. - P., PARTY J. - P., DORIOZ J. M., 198épartition des milieux calcaires, calciquesaidiéiés
en haute montagne calcaire humide - conséquencesagiques et écologiques. Doc. cartogr. EQD,, p. 137-
157.
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de neige, I'ensemble est saturé et la nappe esatige superficielle, s’écoulant latéralement.
Durant la période estivale, I'hydromorphie est nexnie par imbibition capillaire, avec des
caractéres d’oxydo- réduction atténués. La trasciperficielle du sol demeure bien aérée en été
et ceci permet l'installation d’'une végétation nbggrophile. Toutefois, lors des averses
estivales, la dépression se sature rapidement, @s@dements hypodermiques latéraux, voire
production de ruissellements de surface si la phaéitrie est forte. Les deux caracteres (richesse
exceptionnelle en argile et caractere reducéiqee aes horizons Goe nous ont conduit a un
rattachement de ces sols a la double référencexidetiopelosol du référentiel de 1995.

aﬂ“’ﬂ\‘%
e
| 4
\A{\/
Sols superficiels
N sols bruns profonds

marais

% sols ocres podzoliques

sols gleyifiés humiféres

sols bruns alluviaux aval

sols bruns alluviaux
median

sols bruns alluviaux
amont

sols bruns profonds
carbonatés

écoulement continu

=

écoulement intermittent

o / /

Figure 5. Contexte pédologique.

Selon Baize, D., Girard JC., 1995 (Référentiel Régligue. Techniques et Pratiques. INRA)

- Sols superficiels : ensemble de sols peu épgiartgnant aux LITHOSOLS, ORGANOSOLS,
RENDOSOLS et RENDISOLS ;

- Sols bruns profonds : CALCISOLS et BRUNISOLS SAJES, colluviaux

- Marais : HISTOSOLS leptiques ;

- Sols ocres podzoliques : ALOCRISOLS ocreux

- Sols gleyifiés humiferes argileux : Systeme de Bgdromorphes avec des REDUCTISOLS-
PELOSOLIQUES ET DES REDOXISOLS STAGNIQUES REDUCTIS®) PELOSOLS ;

- Sols bruns alluviaux : COLLUIVIOSOLS , et FLUVI@&S, CALCISOLS FLUVIQUES et
CUMULIQUES

- Sols bruns carbonatés : CALCOSOLS souvent pigrreu

Ces creux peélosoliques doivent donc étre considénésme des milieux confinés »
'eau en exces s'écoulant par débordements susdequr de la cuvette. Dans les situations du
pourtour de la cuvette, a quelques metres, lesitbomsl édaphiques different remarquablement :
les sols ont des caractéristiques stagniques aveomportement margqué par la présence d’'une
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nappe perchée, comme en témoigne un horizon bl¢aktigue) dans la tranche superficielle et
en profondeur un horizon oxydé de 10 a 20 cm martdadransition avec I'altérite morainique.

La texture est limono- sableuse, le pH tres bagc ame élévation des teneurs en
aluminium. Ces situations sont le siége d’'un déladéral intense de composés minéraux lors de
la fonte des neiges et des fortes averses desanspastorale, ce qui conduit a I'acidification des
profils de sol et I'exportation intense duf&r Lors du ressuyage, le fer précipite, 1a ou il est
encore présent, c'est- a- dire a la base de I'twradbique, dans la frange de transition avec
I'altérite. Ces sols présentent donc des caracseggiques avec « une saturation prolongée de
surface »

cone de replats morainiques marais nardaie
déjection
0-5 5-25 0-5 5-25cm 0-5 5- 0-5 b5-
cm cm cm Redoxi Reduct cm 25 cm 25
sol isol cm cm
argile (%) 42.9 32.0 59.6 27.2 59.2 34.9 19.031.2 32.1
limon (%) 42.2 37.6 38.049.3 36.6 40.5 29.752.2 48.9
sable (%) 14.9 30.4 2.4 23 4.2 24.6 5118.6 19.0
carbone orga 85.4 22.8 58.4 31.1 43.0 142 25.496.5 17.0
(9 kg- 1)
C:N 10. 7 9.5 10.5 10.0 9.5 11.6 11.711.0 11.0
CEC (cmol+ kg- 22.3 20.8 33.9 6.4 35,0 56.1 15.69.8 7.9
1)
SIT (%) 98 100 100 81 100 100 100 44 11
Al3+ (cmol+kg- 0.16 0.02 0.03 1.46 0.03 0.07 0.031.11 7.62
1)
pH 5.0 8.1 6.9 4.8 6.7 6.8 7.3 4.7 4.0

Tableau 1. Analyse physicochimigue des sols.

notamment en période de fonte de neige mais égataee niveaux plus profonds oxydés. Pour
signifier ces deux criteres nous rattacherons oefigpa une référence rédoxisol stagniques.

Dans ces situations de «replats » morainiques,cteslitions de sol sont donc tres
tranchées avec une sous unité centrale confinéguie par I’hydromorphie et la réduction du
fer et en périphérie des soksouverts » dont le fonctionnement est marqué par un intense
ecoulement de nappes perchées, c'est- a- direepdtuk d’eau qui les connectent rapidement a
'exutoire du bassin. Nous verrons que ces congiti@daphiques ont des conséquences
importantes sur les flux de micro- organismes elivarsité de leurs populations.

1% p_ Duchaufour, 1984. Pédologie. Masson Ed., P22i3p.
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le yordmorphie « diffuse » (figure 8). Ces sols

hY

7

, Ce qui réve

Figure 7. Sols sur dépression morainique.

Il s’agit de matériaux colluvionnaires fins (limoargileux) tapissant les zones concaves de

sont dans la plupart des cas décarbonatés magntréstgement saturés par le calcium apporté

par l'altération des blocs de calcaire mais égatgmar les flux en solution depuis I'amont. Ces
sols appartiennent pour I'essentiel aux référeBrasisols saturés et Calcisols. Dans une partie

matiere organique est élevée, le taux de caill@xfagble. Il N’y a pas de traces d’hydromorphie
du bassin, ces sols profonds demeurent carbortzgésomt rattachés aux Calcosols

bas de pente et les fonds de talwegs. La profondewsol est importante, I’

mais la couleur est brun terne

2) Colluvium de versant




Figure 8. Sol colluvial de pente. Figure 9. Sol sur cone de déjection.

3) Versants schisteux et moraines sans amonts cacaire

Les sols situés sur les formations du lias et sarrhoraines et qui ne bénéficient pas
d’apport de bases des amonts calcaires, présamteniendance a l'acidification. Ces sols sont
largement désaturés. Les moins évolués dans ogtmique d’acidification, rencontrés sous
des formations végétales dominées par le Nakardus strictd, correspondent a I'ancienne
dénomination de sols bruns acides ou de sols lmeresix. Les plus évolués (rencontrés sous les
ericacees ; myrtille et callune) présentent desiéiies de caractéres podzoliques. Globalement,
ces sols sont rattachés a la référence alocrisétearsi les moins évolués sont des brunisols
olgo- saturés et les plus évolués des podzosols .

4) Cdne de déjection et éboulis

Il s’agit de matériaux détritiques calcaires, caltins de toutes tailles mais également a
proximité des axes de drainage des alluvions. bés mésentent une forte charge en cailloux
(<50%), a laquelle est associée une forte poromieg des cavités entre les éléments grossiers ;
la perméabilité est trés élevée (figure 9). Lesubaune fois stabilisés, offrent une fraction de
terre fine non négligeable ; les propriétés des different alors peu de celles des sols du céne
de déjection. Dans le cas du cone de déjectionagisse I'axe du bassin versant, la lixiviation
est assez intenses et, dans la mesure ou cesnstat® bénéficient pas partout d'une
recarbonatation liee a la géomorphogénéese, onreet localement une légere acidification de
surface, une désaturation du complexe d’échangemetélévation aluminique (cf tableau 1).
L’acidification demeure néanmoins limitée car lggp@ts d’eau et de nutriments par les
déjections du troupeau qui fréquente quotidiennéntes sols, compensent une partie des
lixiviats. Quoiqu’il en soit, on relévera que dares situations, les flux d’eau sont intenses et
conferent un caractére non confiné, ouvert au mili@es sols sont rattachés aux références
colluviosols et fluviosols pour les unités les ploarquées par I'accumulation respectivement, de
colluvions et alluvions. Les intergrades sont glebeent des calcisols mais soit fluviques (en
bord de court d’eau) soit cumuliques.
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5) marais et zones humides

Un ensemble de formations tourbeuses ceintureolesszde résurgence (marais de haut de
versant, marais de fond de vallon). D’autres zdngsomorphes résultent de I'affleurement de
nappes alluviales qui accompagnent le cours d'emsqlie ce dernier franchit des zones
relativement plates. Ces tourbes sont peu épajtfed 20 cm) (caractere leptique), la matiére
organique englobant les graviers et matériaux gssslluviaux. Les eaux étant riches en
calcium, ces tourbes sont formées a partir d’actation de matiere type eutrophe, comme en
témoigne une capacité d’échange cationique, un dausaturation élevé et un pH proche de la
neutralité. Ces sols correspondent a des histteatigues

5.1.4. Hydrodynamique de la couverture pédologique

Les modalités de circulation d’eau sont trés vaembl’'un type de sol a l'autre: le transfert
d’eau est lié a des mouvements verticaux ou latéibaffecte des masses d’eau de subsurface
ou profondes, le volume de ces masses est lui m@walifferent selon que les réservoirs sont
délimités par les organisations pédologiques oulgpaisseur des formations superficielles
guaternaires. Une vue synthétigue des unités at ild@erprétation en terme de modalité
d’écoulement de I'eau, sont proposées a la fighre 1

Dans ce contexte de prairie et hormis les situatdmfort piétinement (reposoirs, sentiers),
la perméabilité de la surface des sols est trés &irnon sujette a la dégradation par battance, si
bien que le ruissellement hortonien est vraisenidhabnt peu probable. En revanche, en relation
avec une topographie accusée et des barrieresmégialité a la base des sols, les écoulements
latéraux jouent un réle intense, comme en témoignasaturation de bas de pente et les
écoulements de fonds de talwegs observés lorspiilzde étudice.

5.1.5. Contexte agropastoral

L'unité pastorale de bise est constituée de 2 mallde superficie équivalente (I'un des
vallons constituant le site d’étude). Deux troupebavins laitiers valorisent I'espace pastoral de
fin mai a fin septembre. L'effectif des troupeawst g/pique des exploitations de montagne, avec
environ une quarantaine de vaches laitieres etommbre équivalent de génisses. Pour ces deux
exploitations, le vélage a lieu durant la saisotr@une - hiver, si bien que la production laitiere
baisse régulierement de juin a septembre (de &% Ia 200 litres/jour et par exploitation).
Compte tenu du faible chargement moyen (0.5 UGBft)alde I'absence de pratique organisée
de restitution de la fertilisation organique etrdtetien des ressources fourragéres, la situation
etudiée releve typiquement d’'une gestion extendevbespace pastoral.

Le circuit de paturage dépend de choix techniquetatiis aux modalités de traite,
d’itinéraires établis en relation avec la pousse I'tlerbe et la ressource en eau, et du
comportement animal. La traite a lieu deux foisjpar, en matinée et en fin de journée. Traites
et complémentations d’alimentation sont réalisémssdes étables des chalets communaux de
Bise, situés a 'aval du bassin versant étudiénuig les animaux sont dans les étables ou restent
a proximité des batiments, d’ou un déficit globalrdstitution (état de fait qui perdure au moins
depuis un siécle). Le matin, les animaux sont ciieddians des quartiers de paturage et
surveillés. L'aprés midi, les animaux sont « autoge », laissés sans surveillance : ils
choisissent alors généralement de paturer leswscéetopographie douce situés en fond de
vallon, a proximité des cours d’eau ou ils s’abenty
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Unités Schéma Transferts d’eau

- en situation de replat : milieu
confiné propice a la formation
de nappes de subsurface en A

Butte morainique et B/C;
% substratum - en situation de pente ;
I:I sol transfert latéraux de subsurface

B

- transferts d’eau latéraux de
subsurface le long de la pente

Colluvium N - formation de nappes de
subsurface a la base du sol en
A situation de bas de pente.

- transfert vertical de I'eau

Cbne / Eboulis - formation d’'une nappe

profonde (aquifére) dans les
dépressions du substratum

Formation superficiell

Figure 10. Unités géomorphologiques et hypothédasives aux modalités de transfert d’eau.

Finalement, le circuit de paturage est structurdgsméléments suivants :

- des axes de déplacements collectifs des animbukoupeau longe la portion aval du
cours d’eau sur des axes permettant la liaisor éedrbatiments et les quartiers de paturage ; ces
zones de déplacements collectifs sont marquéeinig des versants, par la formation de
terrassettes ou le sol est frequemment mis a nie paétinement des animaux ;

- une zone de franchissement du cours d’eau etrallabment du troupeau, localisée a
I'aval du c6ne de déjection ;

- des quartiers de paturage surveillé ; ils sontési en début de saison sur les secteurs
proches du fond de vallon (moraine et bas de cérdegection) ; a partir du mois d’aodt, lorsque
les réserves fourragéres du bas sont épuiséesriternent des stations plus élevées telles le
haut des pentes colluviales et les végétationssa daboulis ; en revanche méme en fin de
saison, les secteurs carbonatés karstiques dédtiant trés rarement utilisés par le troupeau ;

- des quartiers de paturage autonome et des repasam surveillés, tres généralement
limités aux fonds de vallon.
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Le fond de vallon correspondant au cone de déjediaux buttes morainiques, est donc
frequemment fréquenté par les animaux, soit souge#lance en début de saison, soit en
autonomie en fin de journée.

5.1.6. Végeétation

A I'échelle de l'alpage, sous l'effet du parcouesdroupeaux et d’'un régime hydrique tres
favorable, on assiste globalement a une concemrales déjections et nutriments en fond de
vallon et a une eutrophisation des végétationgigles. La redistribution d’éléments nutritifs
s’effectue au détriment des pentes et de la pérplie I'alpage, secteurs ou les types de
végétation ont tendance, en I'absence de phénon@mg®ns locaux (recharge en carbonates et
matériaux altérables liee aux effets de versamgtibn d’azote) a évoluer vers des facies
oligotrophes et en général acidifiés. Plusieuresyfde végétation ont été caractérisés dans la
zone pastorale de Bise (Dorioz et Party, 1987)sdist présentés ici dans le cadre de référence
que constitue la typologie des alpages des alpeidieg’’.

- Pelouses maigres acidophilegqualifiées dans ce texte de « nardaie »). Il ic’'dg
stations sur sols profonds et acidifiés, dominésagtude I'absence de restitution fertilisante par
des graminées, peu ou pas appétentes telledgrous stricta, Festuca rubrat Descampsia
flexuosa Elles occupent les points hauts relatifs du pggs@rétes et faces structurales sur
schistes, certains versants convexes de départ dgere; buttes morainiques). Leur
caractéristiques principales sont les suivantesrégime hydrique estival a tendance méso —
xérophile attribué a une structure de sols micrégég a faible RFU, une acidification prononcée
des sols, avec accumulation de matiére organiqusudace ; une faible productivité et valeur
pastorale, d’ou une fréquentation épisodique paral@maux malgré une topographie souvent
facile. Quand la pression pastorale cesse compégtertes nardaies évoluent a Bise en lande a
Ericacées. Les sols sont ici des alocrisols sef5uLB95

- Pelouses moyennes séches calcicolés type est caractérisé faarex sempervirenst
Sesleria coerula il est localisé au niveau des affleurements aleaires massifs ; les sols peu
profonds, caillouteux, sont humiques et calciguasso a xérophiles ; la productivité et la valeur
pastorale sont faibles a moyennes (mais ces pal@ase reconnues d’intérét pour la saveur des
fromages ou la biodiversité). Les sols sont ici des rendisols, soit des organosols.

- Pelouses a paturin des alpe§désignées par « gazon » a Paturin). La végétasbn
dominée par des graminées et des legumineuseteafipétence. La production en biomasse est
relativement élevée ; la fréquentation est préaicmtense d’ol un aspect de « gazon » ; les
apports d’éléments nutritifs par les bouses etixatibn d’'azote compensent en partie les
exportations de biomasse. Ces pelouses tapissémtdede vallon, notamment la partie basale
du cbne de déjection. Les sols sont des sols aliuvet colluviaux calciques.

- Pelouses grasses mésophil¢désignées par « hautes herbes » a Triséte). fige dg
végeétation a base deisetum flavescensiominé par les graminées fourrageres et préseaéant
nombreuses légumineuses ; la biomasse produiferéstbien que les restitutions par déjection
soient faibles. A Bise ces pelouses sont localisgesiveau des pentes d’éboulis stabilisés ; ce
type est associé a des brunisols saturés et dasataldont la fertilité est maintenue grace a des
phénomenes de chaulage naturel, dus aux appoxisages amonts de matériaux calcaires. Il
s’agit en général de paturages un peu tardifs

97 Bornard et al, 1992 Typologie de la végétationalpages laitiers des Alpes du Nord. 25 fichesneples,. G. I.

S. Alpes du Nord, Chambeéry.
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- Pelouses nitrophilesa Rumex alpina Elles occupent des zones de reposoir, avec
concentration des déjections, qui conféere un caragctitrophile prononceé a la végétation. Entre
les touffes de Rumex, des graminées fourragéresistebt, ce qui maintient la valeur pastorale
de la végétation et différencie ces stations dital#e Rumiciondes phytosociologues, localisé
autour des bergeries et ou le recouvrement paunteeR et les Orties est quasi complet.

- Zones humides marais aux sols hydromorphes, calciqgues et huesifeliés aux
résurgences ou a des concentrations topographitje@sx de surface. La végétation est de trés
faible valeur pastorale, typique des bas maraiboretés, marquée par un cortége de plantes
typiques des milieux humides.

5.1.7. Syntheése: compartimentation agroécologigueudsysteme étudié et désignation des
stations de suivis

Le type de végétation constitue un premier bon rifgsar des variations spatiales du
territoire étudié, en terme agropédoécologiquel'@chelle station. Non seulement la végétation,
ou I'absence de végétation, integre les facteds a@li milieu et leurs interactions, mais en outre,
les types décrits sont relativement stables a ¢ékbehannuelle (la végétation évolue peu sur
guelques années malgré les fluctuations du patusagé accident). Le site de Bise peut de ce
fait étre rapporté a un ensemble de compartiment®mologues », dénommeés facies
pastoraux » caractéristigues par leurs états de sol et detattge Les déterminismes des
différentiations entre faciés étant, si 'on seeréfa la bibliographie (voir 3.3), significatifssva
vis de la survie des bactéries fécales dans I'endement, nous retenons cette
compartimentation comme une base pour choisir rtafoss d’étude de la dynamique
bactérienne dans les sols (tableaux 2 et 3).
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Facies Reposoir Gazon Hautes herbes Nardaie Landes a
a Rumex a Paturin a Trisete Ericacées
Fonction Reposoir Pature intensive Pature Pature Passage
pastorale et précoce extensive et extensive
tardive
Productivité Maxi Moyen Maxi Faible Faible
Retour au sol / 100 10- 20 50- 80 80- 100 100
biomasse
Epigée (%)
Prélevement Faible Maxi Moyen- faible Faible Nul
par paturage Forte appétence Appétence
faible au dela| Appétence
de juillet faible
Légumineuses 0 10- 20 10 0-5 0
(%)
Déjections Maxi Moyen Moyen- faible Faible insignifiante
(intensité)
Sols divers Sols bruns calciques Sols bruns Sols bruns | Sols brung
SOLS alluviaux calciques acides sur | ocreux sur liag
moraines et suren place
Désignation lias en place
terrain COLLUVIOSOLS
et ET BRUNISOLS | BRUNISOLS | ALOCRISOLS
références FLUVIOSOLS CALCISOLS OLIGO-
CALCIQUES SATURES | PODZOSOLS
ALOCRISOLS

Tableau 2. Typologie des faciés pastoraux; soinainés (milieux ouverts).

En grisé type de station retenus pour les sudfitekte).

artificialisés Pelouse a Sol§ Marais a Sols
Faciées chemins confinés hydromorphes
pélosols alluviaux
Couverture Sols nus Selon l'usage :| Végétation de ba
végétale Prairie nitrophilel marais calcicoles

a rumex

)

écoulement de

ruissellement

ruissellement lié

ruissellement lié

surface hortonien a saturation a saturation

Fonctions déplacement Reposoir Acces eau
pastorales collectif du
troupeaux

Tableau 3. Typologie des faciés pastoraux ; sgieriméabilisés (confinés).

En grisé type de station retenus pour les suief gkte).
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La typologie retenue des facies, ne prend pas epteotous les cas intermédiaires, ni les
évolutions entre types. Elle distingue en bref angs groupes ou se retrouvent les types de
végetation et de sols présentés préecédemment :

- les faciés sur sols drainants, perméaliigsieau 2) qui constituent I'essentiel de la zone
pastorale (100ha) ; au- dela de ce trait commuasufsportent tout un gradient de fréquentation
par les animaux, de végétations, de conditions hédaps, de modalités de transferts d’eau et
donc de conditions pour les bactéries fécales. @dsoaux formations et remaniements
superficiels (cbne, éboulis, colluviums), on peehgera priori que ces stations ne sont actives
en terme d’émission de germes, gu'en période deragain des sols ou encore lorsque les
niveaux piézométriques des toits de nappes sovéh dessus de la surface du sol.

- les faciés a sols typiquement hydromorplesst- a- dire tourbeux et/ou plus ou moins
gleyfiés (tableau 3) ; ils existent soit en annedasréseau hydrographique principal ( « bas
marais ») soit dans des positions topographiquesrsis, comme les loupes concaves de
remaniements morainiques ou en situation de bapedée, associés a des suintements. Ces
situations représentent quelques hectares de viégstaygrophiles dont la fréquentation par les
animaux dépend plus de l'organisation du circuit pdgurage et du comportement animal
(reposoirs, abreuvement) que de la valeur pastdeslevégétations (peu appétentes).

- enfin, les_facies de sols artificialisés et impéabiliségchemins, zones de piétinements
intenses le long des axes de déplacement colldatiftroupeau) sont caractérisés par le
déchaussement voire la disparition de la végétatiomise a nu des sols et donc par une forte
imperméabilisation de la surface du sol; dans ta#B8s, il existe une introduction réguliere et
guotidienne de contaminants fécaux.

Les sites expérimentaux retenus pour I'étude demieenvironnemental des populations
de germes fécaux sont figurés en gris dans lesdabl2 et 3. La répartition des différents types
est enregistrée sowgy/stéme d’information géographique avec la constitution de cartes et
tables d’attributs portant sur le contexte topobrape, hydrologique, ainsi que les propriétés
des sols et des végétations associées.

5.2. Vue d’ensemble du dispositif : variables et niéques.

Les variables enregistrées se rapportent aux antaée stockages, et aux transferts d’eau
et de germes. Plusieurs échelles et objets d’oasems sont concernés : le peuplement
bactérien, I'ensemble bouse- végétation- sol, ¢efapastoral, le circuit général du troupeau et
le réseau hydrographique. Pour respecter le caealiérarchisé du réseau hydrographique, les
investigations relatives a la charge contaminametd’ehu sont organisées en s’intéressant a la
fois a I'exutoire général et a divers points duesds hydrographique correspondant, a des sous
bassins amonts non paturés (servent de zones ®nebia de divers sous- bassins plus ou moins
précocement patureés.

Le tableau 4 fournit une vue d’ensemble de la diteret de la structure de I'information

recueillie avec un rappel des objectifs et une &tton sommaire des méthodologies utilisées.
Les méthodes seront présentées brievement daparbggraphes suivants..

44



Les informations récoltées pour ce projet sont ik qualitatives, semi- quantitatives et
guantitatives. Les données quantitatives brutes esqorimées dans des unités aussi différentes
gue: des nombres /ha (bouses), des concentratigfis(chimie de I'eau), des nombres de
bactéries en CFU par volume, ou poids de sols eaud{cfu/g ou cfu/l), et des débits (I/s). Au
stade des comparaisons entre sites et époquesuet’ipterprétation et la modelisation des
relations entrées- sorties, ces données sont oramdés enstocks (quantité /ha) et eflux
(quantité /heure). A noter qu'il est peu fréqueataisonner en flux pour des bactélies

1%cassell A., Kort R..L, Meals D.W., Aschman S.G.,darson D.P, Rosen BH, Dorioz J.M., 2002 Use of mass
balance modelling to estimate phosphorus and baatgnamics in watersheds. Water Sciences and By vol
45, N°9 pp157- 168
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objets

objectifs

méthode et dispositifs

références
bibliographiques

entrées

Eau

Connaissance des régime
pluviométriques et
évaporatoires

Caractérisation de la quali
de I'eau de surface et deg
sources entrant dans le

bassin

BS Station météorologique

¢  Analyses physico chimiques et
dénombremert. coli

(Cf ci- dessous)

Déjections (bouses

Suivi de l'intensité et de |a
distribution des restitution
au paturage

1 Dénombrement des effectifs de bous
5 dans diverses stations représentativ
des faciés pastoraux types

es
es Tate et al, 2008°

stocks

Escherichia coli
Pseudomonas
fluorescents

Connaissance des
cinétiques de survie dés
coli dont les STECS

Caractériser l'activité des
populations.

Evolution de la structure

des populations &. coli

Mises au point
méthodologiques

Extraction/dénombrement dans
différentes stations pastorales, a dive
dates durant la saison de paturage

Activité enzymatique . coli
Prélevement — congélation — extracti
ADN

Typologie des populationsE: coli

Suivi de I'expression de génes
marqueurs de I'état physiologique.

sdgansteelant, 2064

Signet non défini.

George, 2001°

DN

Mascheret al, 200G**
Ranjardet al.,2003*

Recorbett al, 1993

Eau

Connaissance de I'état
hydrique des sols et des

connexions hydrologiques Cartographie du réseau hydrologiqu

Suivi d’humidité TDR en continu dan
diverses unités géomorphologiquesg

'

[¢)

Jordan Meille 1998*

Interaction stocks —
écoulement
(Escherichia coli)

Mesure de la labilité du
stock de bactéries

Echantillonnage de ruissellements
controlés sur des déjections

Vansteelant, 200"

Signet non défini.

sorties

Escherichia coli

Détermination de la qualit
de l'eau
Concentrations et flux de|

bactéries

Evolution des populations
bactériennes

¢ Exutoires du bassin et de sous- bass
bactériologique et chimique

- dénombremeri. coli

- physico- chimie (NO3, NH4, P Total

eau filtrée, conductivité, MES orga,
MES Totale, COD).

Mesures ponctuelles aux exutoires
sous- bassins

A I'exutoire général, mesure des déb|

et concentrations en continu pour la

chimie, en intégré journalier pour la
bactériologie.

Typologie des populations a I'exutoirg

ins

selon normes AFNOR

Eau

Connaissances des régime#\ I'exutoire général, mesure des déb

hydrologiques

en continu durant la période printemps

automne

Tableau 4. Dispositif d’étude et d’échantillonnage.

199 Tate K.W., E.R. Atwill, N.K. McDougald, M.R. GecggD. Witt, 2000. A method for estimating cattlede
loading on rangeland watersheds. Journal of Rargeaement. 53(5), 506- 510.
10 George 1., P. Crop, P. Servais, 2001, Use of BgBlactosidase and B- D- glucuronidase activit@s f
guantitative detection of total and fecal coliformavastewaters, Can. J. Microbiol., 47 : 670- 675.
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1 Mascher F, Hase C, Moenne- Loccoz Y, Defago GOQRT he viable- but- nonculturable state induced by
abiotic stress in the biocontrol agent Pseudoméinasescens CHAO does not promote strain persisté@msoil.
Appl Environ Microbiol. 66:1662- 7

12 Ranjard L, Lejon DP, Mougel C, Schehrer L, MerdjhoD, Chaussod R (2003) Sampling strategy in
molecular microbial ecology: influence of soil sdmize on DNA fingerprinting analysis of fungaldan
bacterial communities. Environ Microbiol. 5(11): 1t 20.

13 Recorbet G, Picard C, Normand P, Simonet P. (18@8tics of the persistence of chromosomal DNAtiro
genetically engineered Escherichia coli introduiced soil. Appl Environ Microbiol. 59:4289- 94.

114 JORDAN MEILLE L., DORIOZ J.M., WANG D.,1998, Anadjs of the export of diffuse phosphorus from a
small rural watershed. Agronomie,18, 5- 26
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5.3. Méthodes et suivis :

5.3.1. Dénombrements des bactéries dans les soliestdéjections.

Evaluation des effectifs deE. coli et Pseudomonasp par culture. Le dénombrement
des populations bactériennes est généralemenséé&alr des milieux gélosés électifs. Dans
'environnement, les microorganismes peuvent éamsdun état actif mais non cultivable
(incapables de former des microcolonies sur degeumilgélosés). De fait, des méthodes
alternatives au dénombrement sur milieux géloséséds sur la détection d’activités
microbiennes ou de génes, sont utilisées pour estas populations bactérienne&dtoli et
dePseudomonaBiuorescents dans les bouses et les sols.

- Les échantillons de bouse et sol (25g) sont l&algds du tampon phosphate (pH 6,9,
50 ml) a l'aide d’'un Waring Blender ; des dilutioas série sont réalisées dans I'eau puis les
populations bactériennes d’intérét sont dénombpEes MPN dans différents milieux de
culture liquide.

- Les populations ¢. colinon- pathogénes sont dénombrées par détectioadatiwité
enzymatiques- D- glucuronidase. Deux cents microlitres de cihacdes dilutions en série de
I'échantillon sont introduits dans 16 puits d’'unaque 96 puits contenant du milieu MUG-
EC déshydrafé’. Les microplaques sont incubées & 44°C pendaat7@h. Une fluorescence
bleue réveéle la présence d’'une actifitédD- glucuronidase donc H:coli (horme AFNOR NF
T 90- 414). La technique choisie est appropriésque un test portant sur les colonies ainsi
identifiées montre que 97% des sequences 16S rRolRespondent a des séquences
correspondant B. coliou Shigella-annotated. coli.

- Certaines populations . coli ne possédent pas cette activité (Eecoli 0157 : H7)
et ne peuvent étre dénombrées par cette méthodderiambrement des STEC est réalisé en
détectant la présence des genes de virulsixdeodant les shigatoxines) par MPN- PEtR.

Les échantillons de bouse et sol (509) et d’eaur{BGont mis en suspension respectivement
dans 250ml et 200ml d’eau peptonée; des dilutionséeie sont préparées etdlsde chaque
dilution sont introduits dans 5 puits d’'une pla@fepuits contenant 150 d’eau peptonée.
Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h. Urolihie des cultures contenues dans
chaque puit est utilisé pour réaliser les PSDR

- Pour les populations deéseudomonadluorescents producteurs d’antibiotiques on
utilise le milieu King’sB (un milieu carencé en feontenant de I'ampicilline (4Qg/ml), du
chloramphénicol (13ig/ml) et de la cycloheximide (1Qfy /ml). Les boites de microtitration
sont incubées a 28°C pendant 5 jours. Une fluonescgaune détecte la production de
sidérophores et donc la présencédeudomonafiuorescents.

Effectifs en STEC dans les bouses et les sols paCR. En ce qui concerne les
populations STEC, nos observations sont baséearssuivi diachronique des effectifs en
STEC pendant la saison pastorale, selon un digpdigithantillonnage du systéme bouse- sol
décrit plus loin (voir fig. 11). Préalablement, BOuses fraiches ont été échantillonnées en
2005 au niveau des facies ‘Rumex’ et ‘Gazon a Ratat, en 2006, respectivement 13 et 9
bouses fraiches au niveau des facies ‘Nardaiemerdis’, afin de déterminer si certaines
contenaient des STEC. Pour ce faire, un bouill@mdchissement (eau peptonée) est ajouté
aux échantillons de bouse. Apres une nuit d'indobad 37°C, des PCRBix sont réalisées.
Trois bouses présentes dans chacun des faciéséentionnées, excepté dans le cas du ‘sol
hydromorphe alluvial’ ou seule une bouse positieeirple genestx a pu étre trouveée. Les
effectifs en STEC sont suivis par MPN- PG, pendant 7 a 12 semaines (avec une
fréequence d’échantillonnage entre 7j et 15j), dags bouses ainsi que dans les sols présents

48



sous ces matieres fécales (a 5 et 25 cm de prafonole situés a 3 m en aval de ces bouses (a
10 cm de profondeur).

5.3.2. Evaluation de I'activité3—D- glucuronidase dE. coli.

Différents travaux ont porté sur I'activité de paD- glucuronidase @&. coli (3BDG),
dans les eaux, le lait, les sédiméhts Iidée est de mesurer I'activité enzymatique lde
population bactérienne et de relier intensité detfponse et effectif initial de la population.
Nous souhaitons mettre a profit cette approche pigposer d’'un signal complémentaire
pour la caractérisation des populations.dtol, évaluer en particulier la présence de bactéries
viables mais non cultivables et leur influencelawinétiqgue enzymatique.

La réaction enzymatique étudiée est la suivante :

MUG (4- méthylumbelliferyl3—D- glucuronique) DG «— GLU C (acide3—D- glucuronique) MUF
(méthylumbelliferone, composé fluorescenBG

Le MUF est dosé par fluorométrie. Plusieurs poputet sont susceptibles de dégrader
le MUG et de libérer du MUB®!7 telles que le€. coli, E. coliactif mais non cultivable
(ABNC) et un ensemble d’organismes autres Equcol, également producteur de
B-Dglucuronidase. Pour ces derniers I'actitéD- glucuronidasique est réduite a 44. 5°C.
Dans les sédiments, le MUF libéré est fixé sur lrime organo- minérale ; une partie du
MUFﬂ)éé peut étre extraite par I'ethanol, bien daeendement de I'extraction ne soit pas de
100% .

Le protocole mis en ceuvre est le suivant : réahisad’'une suspension de terre (ou de
matiére fécale) dans une solution de MUG ; incamath 44. 5°C ; prélevement régulier
d’aliquotes du mélange ; extraction du MUF par athacentrifugation et dosage du MUF par
fluorométrie ; en paralléle, établissement d'un@rbe étalon pour relier intensité de la
fluorescence et masse de MUF libérée par la réaeti@aymatique. Quelques échantillons ont
fait I'objet de mesures d’activitBDG : en début de saison sur marais, gazon et ryragx
cours de saison sur gazon et rumex aprés un massksise (échantillons prélevés entre 5 et
20cm) ; sur bouse fraiche.

Suite a la dissociation enzymatique du MUG, la gteame MUF libérée est donnée
par :

MUF=GLUC*PMuue e . Equation 1
PMaLuc

GLUC : masse de GLUC contenue dans le MUG (mg), subptrar la croissance
bactérienne GLUC = masse de MUG ’% ol PMwur, PMgLuc etPMyuc sont les poids

moléculaires des différentes especes.

15 Flang W, Vikepur M, Sandholm M., 1995. A fluorometbglucuronidase assay for analysis of bacterial
growth in milk, Veterinary Microbiology, 46, 36163.

16 Tryland 1, Fikssdal L. 1998. Enzyme characteristéf- D- galactosidase arfét D- glucuronidase positive
bacteria and their interference in rapid methodsdietection of waterbornE. coliforms amtscherichia coli
Appl. Environ. Microbiol., 64(3), 1018- 1023

17 petit M, George |, Servais P, 2000. Survival otlgsichia coli in freshwater : bDGlucuronidase i
measurements and characterization of cellularst&an. J. Microbiol. 46: 679- 684.

18 Boeschker H, Cappenberg T, 1994. A sensitive nietsing 4- methylumbelliferyl- b- cellobiose as a
substrate to measure b glucanase activity in sedsn@ppl. Environ. Microbiol., 60, 3592- 3596.
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On considére gu'il existe deux types de populatibastériennes susceptibles de
dégrader le MUG E. coli et des espéces Non Target (NT). Paurcoli, l'utilisation du
substrat suit un modéle logistique. Pour NT, onpssp que I'enzyme est sensible aux
conditions de température de l'essai et on considére dynamique de dénaturation
enzymatique selon un modéle de Kostistin

—dEd(t?O':aEcOl.REcOl.G LUC.ECol Equation 2
%:aNT.RNT.GLUC.NT—cj NT Equation 3
—dGé-tUC:—aEcOl.GLUC.ECOI—aNT.GLUC.NT+%.NT.J' NT, avec : Equation 4

t le temps ;EColet NT : masse de GLUC intégrée dans respectivergembli et les
bactéries NT (mg)aeco et ant: taux d'utilisation du GLUC (mir) ; Reco, Ryt : rendement
d'utilisation du GLUC (sans dimension)k; (min %), taux de dénaturation de I'enzyme ;
(min %), le taux de recombinaison du substrat.

A t=0, on aECol, etNTo= masse initiale de GLUC dans les populations lbiachées.

On considére une loi d’action de masse pour teminpte de la fixation non extractible
par I'ethanol du MUF sur la phase organique ou moganinérale :

d'\g%=—kMUF Equation 5

avec k : coefficient d’adsorption du MUF non extitale (min %). A t=0, MUF=0.
L’intégration du systeme différentiel est effectugar méthode numérique (Range

Kutta), sous ModelMaker. Les parametres sont cédc@n optimisant le modeéle sur les
masses de MUF observées (Marquardt).

5.3.3. Caractérisation moléculaire de la structureet de I'état physiologique des
populations d’E. coli

- Structure des populations dE. coli dans les différents compartiments du bassin
versant. Différentes techniques telles que [I'électrophorésezymatique multilocus
(MLEE)**° les méthodes d’amplification aléatoire du polypfisme de I'ADN (comme la
box- , rep- , ERIC- PCR, et RAPB'?21%0y I'électrophorése en champ pulsé (PEGQE

19pavé A. 1994. Modélisation en Biologie et en égi@p559p. Aléas Ed, Lyon

2%Gordon D. M., S. Bauer and J. R. 2002. The gemsticcture ofEscherichia colipopulations in primary and
secondary habitats. Microbiology. 148 : 1513- 1522.

21 yang, H. - H., R. T. Vinopal, D. Grasso, and B.Smets. 2004. High diversity among environmental
Escherichia colisolates from bovine feedlot. Appl. Environ. Mibiol. 70 : 1528- 1536.

122 pslam, M., F. Nattress, G. Greer, C. Yost, C. Gilhd L. McMullen. 2003. Origin of contaminationdan
genetic diversity oEscherichia colin beef cattle. Appl. Environ. Microbiol. 69 : 2492799.

123 McLellan, SL, AD Daniels, AK Salmore. 2003. Gepatharacterization dEscherichia colpopulations from
host sources of fecal pollution using DNA fingenpirig. Appl. Environ. Microbiol69 : 2587- 94.
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sont utilisées pour analyser et comparer la ditéedgs populations naturellesEd’coli dans
différents compartiments environnementaux du sitetude Ces approches nécessitent
toutefois l'isolement préalable des bactéries silieux gélosés (approches par isolats) et sont
donc fastidieuses et ne permettent pas de tenipteome I'ensemble de la diversité des
populations ciblées.

- Dans ce travail nous avons choisi d’utiliser ueehnique permettant d’obtenir et
comparer les empreintes moléculaires (figerprints) des populations &. coli dans les
différents compartiments du systeme bassin verdastagit de la DGGE ciblant le gene
uidA'™®, Le principe de la méthode repose sur la séparétinrfonction de la variabilité de
leurs séquences et notamment de leurs pourcer@gjed’amplicons sur un gel d’acrylamide
contenant un gradient dénaturant. Pour les popultidE. coli, le fragment amplifié
correspond a un fragment interne de 168 pb du giide

- La premiére étape limitante de cette méthodé’estraire a partir des échantillons un
ADN total en quantité suffisante, de bonne qua(itén dénaturé) et pur (absence de
contaminations par des acides humiques pour leanéttbns sols qui sont un frein aux
amplifications PCR). Au cours de ce travail plusseméthodes d’extraction et de purification
d’ADN (kits FastDNA SPINde BIO101 systems, Qbiogene BbwerSoil de Mobio,
utilisation de colonnes de PVPP) ont été testées.plus grandes difficultés sont rencontrées
avec les échantillons de sol car les amplificatiB@RuidA réalisées sur ce type d’échantillon
se sont averées insuffisantes. Ceci est probabteldeaux faibles niveaux des populations
d’E. coli dans les sols. Pour pallier ce probleme, des etdfrichissement (cultures en
milieu) sont réalisées.

- La structure des populationsgdeoli avant et aprés enrichissement a pu étre comparée,
en ce qui concerne les échantillons d’eau et desdsou_es modifications de structure des
populations observées, en particulier dans lesnédlbas de bouses, mettent en évidence
I'existence de (sous)populationsg=dtoli non- cultivables dans ces échantillons. C’est danc
structure des populations Eltoli cultivables (i. e. aprés enrichissement) que rexms
comparée dans ce travail.

- En parallele, une approche complémentaire deagleiséquencage est développée afin
d’étudier le polymorphisme du gen&A dans les populations des différents compartiments
du bassin versant. Pour ce faire, des ampliagdé sont générés a partir d’échantillons
d’ADN total ou d’isolats dE.coli. Ces amplicons sont clonés dans le vecteur pGHBAEY
puis séquencés en utilisant des amorces univesstiieE3Forward et M13Reverse. Ces
séquences sont analysées et un arbre phylogéné&tomstruit (par Neighbour joining) en
utilisant le logiciel Mega 31.

- En ce qui concerne les STEC, la diversité deats@ollectés au cours des 2 saisons
de paturage est analysée par électrophorése empghdsé (PFGE). Cette méthode permet de
révéler les liens de clonalité entre des isolatscpeparaison de leur pulsotype (c’est- a- dire
du profil de digestion de 'ADN génomique par unepusieurs enzymes de restriction). Ici,
nous utilisons I'enzymexXba. Les profils de virulence des isolats sont camasés par
amplification PCR des genes$x1, stx2eaeet ehx.D’autres caractéristigues phénotypiques
sont également étudiées (sérotypes, mobilité,ualgia former des biofilms).

- Analyser I'état physiologique de<t. coli . Notre objectif initial est de déterminer et
comparer I'état physiologique (état de divisiondmidormance) dans lequel se trouvent les

124 |u L., M. E. Hume, K. L. Sterneand S. D. Pillai. 2004. Genetic diversity B$cherichia coliisolates in
irrigation water and associated sediments : impboa for source tracking. Water Res. 38 : 3898839

125 gjgler W. V. and L. Pasutti. 2006. Evaluation ehdturing gradient gel electrophoresis to diffege€. coli
communities in secondary environments. Environ.rbb@l. 8 : 1703- 1711.
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populations dE. coli et les populations dBseudomonafluorescents (i) dans les différents

compartiments du bassin versant et (ii) en foncti®s saisons (pendant la période de
paturage, I'hiver). Dans la littérature, aucune hode permettant d'appréhender [I'état
physiologique des bactéries dans le sol n'est dibf@ Des mises au point méthodologiques
ont donc dues étre entreprises pour tester |abifitsade cette approche.

- Comme nous l'avons précédemment décrit (voir 8)3.certains genes chez les
bactéries sont spécifiquement transciits vitro au cours des phases exponentielle ou
stationnaire de la croissance bactérienne. Noussagoisi de travailler sur 3 marqueurs de
phase exponentiellgpoz, fis et ftsZ et 3 marqueurs de phase stationngi@S rmf et dps
pensant que l'analyse de l'expression de ces 6ueag dans un méme échantillon nous
permettrait de définir I'état physiologiqueEdoli. Etant donné que la transcription de ces
marqueurs n’'a, a notre connaissance, jamais éthéétin situ, il s’est avéré nécessaire de
vérifier 'expression de ces marqueurs moléculasmesours de cinétique de croissande. d’

coli dans des systemes simplifiés, a savoir des misnoes de sol inoculés.

- Une souchée. coli DH5a est utilisée comme souche de laboratoire témdusidurs
souches environnementales isolées dans le bassanvesont utilisée: (i) dans une bouse,
dans les sols rhizosphériques (ii) s®a et (iii) sousRumex Ces souches sont isolées aprés
culture sur MUG- Ec agar. L’appartenance de cestsmsia I'especk. coli est confirmée par
croissance sur milieu TTC- Tergitol7 a 44°C, palega API- 20E et par séquencage d’un
fragment du génaidA. Aprés tamisage des sols a 2 mm, des. A partprdeultures de nuit
(les cellules sont lavées dans du NaCl a 0,8% sesnen suspension dans du tampon
phosphate), des microcosmes d’environ 10g de soideisont inoculés avec 5.%¢®llules
d’E. coli. Trois microcosmes sont préparés par type, dadsdlemps d’échantillonnage et de
souche. De facon a simuler I'alternance des tenyr&s existant entre le jour et la nuit, les
microcosmes sont incubés quotidiennement 12h a 20°h a 4°C. Les microcosmes sont
analysés aux temps Oh, 3h, 18h, 24h, 48h, 7 ja&&h(, 10 jours (240h), 14 jours (336h), 28
jours (672h) et 60 jours (1440h). Une bouse fraitiddangée a du sol rhizosphérique sous
PoaouRumex50% bouse fraiche/50% sol) compléte le disposigférimental.

- La croissance des soucheg& dcoli est suivie par énumération déscoli sur milieu
TTC- tergitol7 agar, a 44°C. En paralléle, les ARt extraits & partir de 0,5 g de sol
équivalent sec avec des billes de zirconium, damtampon de lyse. Suite au broyage, les
protéines sont éliminées par un traitement avemaélange chloroforme/alcool isoamylique
(24/1 (VIV) et les acides nucléiques sont précipiadec de l'isopropanol a température
ambiante. Les ARNSs sont purifiés sur colonne (RMeami kit, Qiagen) et traités deux fois
avec une DNase (Ambion) afin d’éliminer toute tsadéADN. Les ARNSs extraits sont alors
déposés sur gel d'agarose 1,2% afin de vérifier pemeté, dosés au Nanodrop ND1000 et
une PCR sur le génmes avec les amorces universelles pA/pH (référendegféectuee afin de
vérifier 'absence de toute trace d’ADN. Les ARNsrg sont rétrotranscrits aléatoirement
avec le kit ImPromIl™ Reverse Transcription Sys{@romega) afin d’obtenir des ADNCc.

- Les genes cibles sont ensuite amplifiés par PE&R-squantitatives avec des amorces
spécifigues mises au point dans le cadre de cetptas PCR sont réalisées sur une quantité
fixe d’ADNc (50 ng). Les amplifiats (5 ul) obtenapres différents cycles d’amplification
sont déposés sur gel d'agarose. Pour un nombreyaescidentiques situés dans la zone
d’augmentation linéaire de I'amplification, lintsité des signaux obtenus pour chaque
marqueur est comparée sur I'ensemble des échastiigtraits au cours du temps.
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- En ce qui concerne, les amorces spécifiqués doli et de Pseudomonaspp., ces
dernieres sont définies sur la base d’alignementsiptes (en utilisant le logiciel ClustalW)
des séquences de ces différents marqueurs chérediiés subdivisions des protéobactéries
(utilisation de la base de donnéeshhtional Center for Biotechnology Informati¢gNCBI)).

Des analyses phylogénétiques de ces différents umars) sont menées en parallele en
utilisant le logiciel MEGA3. ¥*°. Aprés la définition des amorces, les protocol€R Bont
établis sur 11 soucheskltoli isolées dans I'eau de I'alpage de Bise en 20@ireka souche
DH10B d’E.coli K- 12.

- Pour les amorces ciblant Ié&seudomonaspp., les protocoles sont tout d’abord
élaborés a partir de souches Reeudomonas fluorescefBITR2, CM1a2, F113, P97- 30,
K94- 31, CHAO, PILH1, P97- 26) puis testés sur tfesi especes déseudomonaspp. P.
syringaepv syringae, P. syringapv aptata, P. aeruginosRAOL, P. alcaligenes, P. asplenii,
P. chlororaphis, P. citronellolis, P. fragilis, Pseudoalcaligenes, P. stutzeri, P. viridiflava

- La spécificité des amorces fait I'objet d'un tesir des souches d’especes proches
phylogénétiquement H.coli (Pectobacterium carotovoruntrwinia chrysanthemiProteus
mirabilis, Salmonella entericaSalmonella enteritidisEnterobacter aerogenest Serratia
marescenset dePseudomonaspp. B. cenocepaciaRalstonia solanacearur&MI1000 et
Acinetobacter calcoaceticus

5.3.4. Etude de la variabilité des effectifs fécawtu systéme bouse — sol.

Dans le systeme bouse- sol, on s’attend a une fat&bilité des effectifs des
populations bactériennes, en termes de localisatioie pérennité des stocks, en relation avec
un certain nombre de mécanismes et phénomenesfsredatla survie/mortalité et a
I'introduction/transfert bactérien. Le dispositill@pté pour tester ces hypotheses consiste en
des suivis d’effectifs . coli et de Pseudomonas fluorescents (témoin telluriglae)s
situations différentes par la proximité de la boypesition et durée) et les conditions
saisonnieres et pastorales (fig 11).

Figure 11. Localisation des prélevements dansd&nrye sol- bouse.

126 Kumar S., K. Tamura and M. Nei. 2004. MEGA3 : grated Software for Molecular Evolutionary Genetics
Analysis and Sequence Alignment Brief. Bioinform. B0- 163.
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Deux types d’analyse sont mises en ceuvre sur lEdmse schéma de prélevement (cf
tableau 5) :

- une analyse synchroniqueisant a révéler le réle des facteurs bioclimagjet
agropastoraux, avec des prélevements effectuédesousnteau neigeux, en période de fonte
des neiges et durant la saison pastorale, darmodésxtes de sols et de fréquentation animale
tranchés; des mesures complémentaires sont r&atisés des zones naturelles, en dehors du
secteur pastoral, afin d’évaluer le réle de la éasauvage sur les stocks bactériens;

- uneanalyse diachroniqueisant a réveler I'effet de différents niveaux mgleximité
des bouses sur les dynamiques des populationsrieacigs; les mesures sont réalisées
plusieurs fois pendant la saison pastorale et dasstations représentatives de conditions de
sols confinés (réductisols pélosols...) ou a 'oppdsé&onditions « ouvertes » (sur formation
filtrante, voir 5.1.3).

Les données du suivi synchronique sont traitéestgsr ANOVA, celles issues des
relevés diachroniques par MANOVA afin de tenir coenge I'appariement des échantillons.

Faciés échantillonnées Période - fréquence
d’échantillonnage

- Rumex ¢onditions

pélosoliques) - Fonte des neiges
- Nardaie - Conditions hivernales
Analyse synchronique - Sol alluvial - Saison pastorale
- Gazon &oa
- Pelouse naturelle (zone nor{fréquence d’échantillonage :
pastorale) 2 mois)

- Rumex (conditions

pélosoliques) - début juillet a fin septembre
Analyse diachronique - Rumex (conditions - fréquence
stagniques) d’échantillonnage : 15 jours
- Gazon &oa

Tableau 5. Analyses diachronique et synchronigaga€éristiques de I'échantillonnage.

5.3.5. Suivis du bilan hydrigue et de la qualité deeaux.

- Enregistrements climatiques.Une station météorologique installée durant laquiri
de suivi printemps- automne (a 1660m d'altitude raximité de I'exutoire) fournit des
références locales indispensables en conditiomsalgagne, sur les hauteurs de précipitation
et les paramétres nécessaires au calcul de 'EmBnan- Monteitff".

- Quantité et qualité de I'eau en sortie de bassirl.’exutoire est équipé d’'un seuil
jaugé. Lors de la bonne saison (mai —octobre) uagestrement automatique des hauteurs
d’eau est réalisé. Un préleveur automatique édlamie I'eau tous les quarts d’heure, avec
constitution de quatre échantillons intégrés par jmaintenus dans une enceinte réfrigérée
(2°C) alimentée par batteries et panneau solaire.

12T ALLEN R. G., PEREIRA L. S., RAES D., SMITH M., 189Crop evaporation. Guidelines for computing
crop water requirements. . ISBN 92- 5- 104219-A0Hrrigation and drainage paper 56, Rome.
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- L'eau est destinée a des analyses physico- chasigElles sont réalisées sur des
echantillons hebdomadaires proportionnels au gébihalier par le laboratoire de chimie de
'INRA Thonon et selon les normes AFNOR (tableau B@s échantillons analysés sont
conserveés a 4°C pendant une semaine maximum. ttatih quand elle est nécessaire, est

réalisée avec des filtres fibres de verre a 0.7um.
- Deux fois par semaine, les quatre échantillonégiés journaliers font I'objet d’une
analyse bactériologique, pour le dénombrement pamiMe le Plus Probable El'coli
(filtration sur membrane et mise en culture surroptaque 96 puits contenant du milieu
MUG'?®). Des prélévements automatiques supplémentaitgsamalyses microbiologiques et
physico- chimiques, sont réalisés lors d’épisodesiaux. Les prélévements couvrent en
détail les phases de montée et de descente de (trugchantillon par 2h ou 8h).
L’acheminement des flacons au laboratoire estg@alans un délai maximum de 12 a 16
heures aprés échantillonnage; dans ces conditipésatoires, I'évolution des effectifs
bactériens est négligeabi&*°

Conductivit¢| MES NH4+ NO3 Ptef Ptotal COD SO4.
Conductivité¢ 8 MEST Azote Azote Phosphore totgl Phosphore tota| (COoT) Sulfates
25°C Filtration ammoniaca nitrique Minéralisation| Minéralisation | détection IR |  Chromato
Correction de| sur filtres < Colorimétrie au au Minéralisation|  ionique
température | fibres de | | Blel} réduction | peroxodisulfatg peroxodisulfate Persulfatti a
automatique verre indophénol Cd en milieu acidd en milieu acide| ¢haud 80°C N 1SO
NFEN2788 NF EN ISO| NF EN 1189 FDT 90- 102 10304- 1
/1SO7888 NF EN 872| NF T90- 015 26777 NF EN 1189

Tableau 6. Références des méthodes utilisées @ahirhie des eaux.

En période hivernale, le site est d’acces difficlee bassin est totalement couvert de
neige pendant 5 mois et les prélevements sontélimit des échantillonnages ponctuels
trimestriels a I'exutoire.

- Qualité de I'eau en entrée de bassin et sur quelgs sous bassin®ans le but d’'une
part, d’évaluer la qualité de I'eau a I'entrée gateme étudié, c'est- a- dire le bruit de fond
provenant de zones non paturées et d'autre partsudlee l'acquisition de la charge
contaminante en fonction de la progression du waup le suivi de la qualité physico-
chimique et bactériologiqgue des eaux comprend urarédlonnage régulier de plusieurs
points d’écoulements temporaires et permanentargésces, sources, suintements d’eau et
exutoires de sous- bassins (cf fig 12). Quelqué&tepements d’eau de pluie et de neige
completent ce dispositif. Ces suivis se déroulemttois ans a un rythme plus ou moins
hebdomadaire pendant la saison pastorale.

128 Hernandez J. F., J. M. Guibert, J. M. Delattre,0ger, C. Charriére, B. Hugues, R. Serceau, 565Fand
Sinegre. 1991. Evaluation of miniaturized procedareznumeration oEscherichiab66 coli in sea water, based
upon hydrolysis of 4- methylumbelliferyl - D- glumnide. Water Res. 567 25:1073- 1078.

129 GAY S, 2002. Mise au point d’une méthodologie péualuer le degré de contamination fécale des daux
surface en région de montagne, Mem DEA, Univedst&avoie, Chambéry, 68p.

130 Ferguson C. M., 2003. Refrigerated autosamplimgtfe assessment of bacteriological water qualitgter
Research, 28(4), 841- 847.
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Figure 12. Résurgences et points de prélévememtss:pointés résurgences d’origine karstique ;
ronds : résurgences temporaires de cone ou d’'&joétioiles : suintements de colluvium ; carréauéement de
surface. L'écoulement est permanent au niveau diessp« B4, B9, B1 et Pont » (échelle: 1 :25 000).

5.4. Développement et paramétrage d’un modéle duansfert des B. fécales
a I'échelle bassin versant.

5.4.1. Principes

Nous avons développé un modele rendant comptedallition dans I'espace et dans le
temps des effectifs des bouses, de la coincidente @épbdts et zones sensibles au
ruissellement et de leur localisation vis- a- vistthjet des écoulements de surface (Figure

13.

Flux bactérien et
contributives

Transport bactérien

Figure 13. Modele de transfert bactérien. Baseseamtnelles

L’espace est discrétisé sous forme de cartes erragpixellisées. Le modéle calcule
chaque jouj la quantité total®&Tj de bactéries transmises a I'exutoire selon :
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NTijc = ZI;ZI:W Sjik EkGji Equation 6

oui est le nombre de pixels qui ruissellent et suguets une bouse est déposéde
nombre de classes de bouses homogéenes en ternee dBagepot et de stock de bactéries

mobilisables,S la quantité de bousef: la teneur moyenne en bactérie mobilisables des
bouses etG une fonction de transfert bactérien rendant comg#e phénoménes de
mobilisation des bactéries et de leur interceptlors de leur trajet vers le réseau
hydrographique. La mise en ceuvre d’'un tel modgbpase de préciser des fonctions relatives
a la répartition des bouses, a I'émission de rliessent et au transport bactérien.

5.4.2. Déjections animales et émission de bactéries

Stock de bouses S a quantité de bouse apportée par le troupeaurifege en nombre
de bouses équivalente de 30cm de diamétre') hest estimée tout au long de la saison
pastorale par comptage sur différentes placett@®sentatives d’unités de sol- vegétation
(Tableau 2et Tableau B Pour généraliser ces observations a I'ensemédeqiiartiers de
paturage, des modeles d’évolution du stock de lsossat développés, rendant compte des
apports par le troupeau et de phénomenes de dégradies bouses, lesquelles évoluent
aprés dépot sous l'effet du délavage par les pleiede remaniements biologiques par les
insectes coprophag€$ Pour une entrée potentieN® de bouses, on distingue notamment :

- une évolution graduelle du nombr® de bouses, puis atteinte d'un pallier
correspondant a un équilibre entre appaet disparitiorg des dépbts, dans les situations ou il
n'entraine pas une dégradation de I'appétence déegiétation :

1-q!
1-q

- une évolution graduelle, avec maximum puis désarice du nombre de bouses dans
les stations ou I'accumulation a un effet rétrdaetitrainant une baisse de la fréquentation du
troupeau :

Sj=Nop Equation 7

. q -ul ,
Sj=No(p+k)—— Equation 8
g-u
Considérant une structure spatiale du semis detspbiomogénes et isotropés ces

modéles permettent d’élaborer des cartes donnalisti@bution spatiale de différentes classes
d’age de bouses (bouses fraiches, bouses peu éspligilles bouses).

Stock de bactéries mobilisables EAfin d'évaluer dans quelle mesure I'état d’évolatides bouses influence la
guantité de bactéries mobilisables, des pluieBaeties sont réalisées sur quelques bouses piuaans
anciennes et donc d’'états physiques variablesiglgsbouses sont arrosées, avec un dispositifeint le
recueil des eaux de ruissellement et d’écoulemelfiedu au travers du mat racinaire pour analyse
microbiologique et estimation des quantités dedrat mobilisées (

Figure 14. Le dispositif utilisé est simple mais suffisaitadapté aux difficultés du
terrain.

On dispose grace a ces approches, d’'une évaludésnstocks de bouses, de leurs
évolutions dans I'espace et dans le temps enaglaivec le comportement animal, de leurs

131 Gobat J., M. Aragno, and W. Matthey. 1998. Levdednt: bases de pédologie, biologie des 556 Sutssses
polytechniques et universitaires romandes, CH- 1Gisanne.

132 Goreaud F, 2000. Apports de I'analyse de la strecspatriale en forét tempérée a I'étude et laélisation
des peuplements complexes. Thése doc. ENGREF, f=hgnecy, 364p + annexes.
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potentiels d’émission bactérienne, bases d'estimatndispensables pour I'examen des
entrées de bactéries dans le systeme étudié.

Figure 14. Dispositif de simulation de pluie.

5.4.3. Hydropédologie — modélisation du comporteméhydrique

La modélisation du fonctionnement hydrique de lavesture pédologique est introduite
avec I'hypothése d’une origine du ruissellemere Bé& fonctionnement des sources variables.
Le choix du modéle s'est porté sur SMBRSoil Moisture Distribution and Routing model)
en raison dun nombre de paramétres limités, famle accessibles et relatifs a
I’hydrodynamique et a la réserve en eau des s@s.dalculs permettent de reconstituer les
débits de I'exutoire du bassin a partir du bilandrityue des sols de chaque pixel de I'espace

discrétisé (Figure 15

Les bilans d’eau sont optimisés sur les humidigéditférentes unités de sols, mesurées
par sonde TDR, englobant une gamme assez repridgemntes modelés topographiques, avec
les secteurs plats des complexes hydromorphedppeséquences relatives aux associations
sols superficiels - colluvions de pente ainsi qe#es liées au cone de déjection central

(Figure 16.

L’aptitude du modéle a reproduire le débit a I'eire du bassin versant est également
vérifiée. Dans ce but, les volumes de ruissellereéntécoulements latéraux qui arrivent au
pixel « exutoire » sont sommeés pour rendre comesecdmposantes eau de surface et de sub-
surface du débit. Le débit de base est obtenu mmsmt les volumes d’eau de drainage de
chacun des pixels, le délai de transfert de cedte grofonde a I'exutoire étant considérée
comme nul. Le débit total a I'exutoire calculé BVDR est finalement obtenu par addition
des deux composantes flux latéraux et volume tidatirainage. Pour rendre compte de la
complexité hydrogéologique du secteur d’étude etamment de [I'existence d'un
compartiment karstique, un volume supplémentairdrdenage karstique est ajouté au débit
total SMDR. Il s’agit introduire une variable calée par ajustement d’'une loi de vidange
d’'un réservoir amont, déduite d’'un formalisme enapie>* et dont les paramétres rendent
compte de I'extension spatiale du karst et de sétigue de vidange. Les sorties du modele

133 SMDR, 2003. Soil Moisture Distribution and routifgodel, version 2. 0. Documentation, Cornell
University,,88phttp://www. aben. cornell. edu/swlab/SoilWaterWekgRarch/smdr/index. html

134 Neitsch SL, Arnold JG, Kiniry JR, Williams JR, ZAISWAT. Theorical documentation, Grassland Sail an
Water Research Laboratory, Temple, TX, 494p.
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sont exploitées sous forme de cartes rendant copyaie chaque pixel de la hauteur du

ruissellement de surface.

Figure 15. SMDRCcCarte raster d’altitude et bases conceptuellasathwl. Un bilan hydrique est effectué sur
un pas de temps journalier pour chaque pixel dp#ee discrétisé. Les entrées et sorties d’eaicalet sont
calculées en relation avec la demande évapotrasipe et I'équation d'écoulement de Richard sifigsi ou

les effets de capillarité sont négligés. Cette Bgnast également appliquée pour la déterminatemflux
latéraux, considérant un gradient hydraulique pEeah la pente. Le ruissellement apparait suixiel ponsidéré
si le bilan des flux verticaux et latéraux excéal@drosité du sol..

Figure 16. Humidimétrie TDR et points de mesure.
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5.4.4. Transport bactérien.

Plusieurs auteurs considerent une loi d’action desa pour rendre compte, a partir du
stock initial de bactériek, de la quantité de micro- organismes exportéeoaation du
volume de ruissellemefit. Partant, avec un coefficient de proportionnalitéécrivant la
fraction de bactéries d& susceptible d’étre mise en suspension dans la IRnoe
ruissellement en écoulement sur les bouses d’wel pikeffectif njj de bactéries émis est :

nji = Ejidl— e_aRli) Equation 9

Dans la mesure ou les effets de sédimentationentiéh lors du transport font I'objet
de controverses, nous avons testé plusieurs hygeghe

- la rétention de bactéries entre pixels émetteucsurs d’eau est négligeable ;

- elle est constante en fonction de la distdnparcourue :

dnji _

d_l_ji =-/Bnji ; Equation 10
- la rétention s’amplifie le long de la pente :
dnji _ 17 L
—=- —N Equation 11
dLji 1+ ALji

Les paramétres de ces modeles sont déterminésg@gsa inverse a partir de mesures
des flux totaux de bactéries enregistrés a I'exatdu bassin versant.

6. RESULTATS

6.1. Vue d’ensemble des résultats : dynamique samsvere des état du
bassin, des entrées et des sorties.

6.1.1. Evolution saisonniére de I'’état du bassin

Etats hydriques des sols et activités pastoralssisgdent sur le territoire étudié selon
un calendrier qui dépend de la phénologie végdéthlde la météorologie (Tableal. Tes
contrastes entre périodes sont représentatifs deditons de I'étage subalpin et sont a
I'origine d’une forte différenciation en terme dmttionnement potentiel des transferts.

En bref, la couverture neigeuse hivernale réduilément l'activité sur le bassin.
L’étiage hivernal est alimenté par des sourcesabiurette période, le systeme de transfert est
a priori peu actif. A la fonte des neiges, le ruissellemeinia saturation des sols sont
maximaux. Il lui succéde une saison biologique a&ttgrale avec une entrée maximale de
djections dans le systeme et des situations tuesgifiées en terme d’états hydriques des sols
et de couverts végétaux. Au cours de la saisoroadst les divers évenements pluvieux
génerent des crues, dont les périodes de retour ggméralement < 5ans. Deux crues
exceptionnelles de période >10 ans sont enregsstié@ant la durée des suivis.

135 Guber A. K., D. R. Shelton, Y. A. Pachepsky, A. $&deghi, L. J. Sikora, 2006. Rainfall- induce@ask of
fecal coliforms and other manure constituents: canspn and modelling. Appl. environ. Microbiol., T22),
7531- 7539.
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saison de

exutoire (I/s)

Etat du bassin

réseau hydrographiqu

Isaturation totale des

PERIODE couverture neigeuse fonte des neiges| veégétation et automne
(« hiver ») pastoralisme
5,5 a 6 mois 1 mois 3,5 mois 1,5 a 2mois
Durée (décembre a mai) | (se situe en mai- (juin — (octobre
juin) septembre) novembre)
Pluviosité 1,5 & 3m de neige | équivalent>100 mn 460 mm 100 mm
ETP faible faible 290 mm 30 mm
Température -1.6°C 8,5°C 11,8 °C 8 °C
Estimations Mesures
Gamme de débits 10480 100- 300 10-100 (300)| 50-100

étiage estival

re- saturation

masqué et étiage | sols et extension| crues estivales| des sols
Saturation sols hivernal maximale du réseau
hydrologique
Fréguentation | Micro- mammiferes Herbivores Herbivores Herbivores
animale vie ralentie sauvages domestiques sauvages
(bouquetins) (bovins, charge| (charge tres
(entrées (charge tres faible] 0.5 UGB/ha) faible, <1
potentielles) >1 UGB/100 ha) UGB/100ha)

Tableau 7. Evolution saisonniére de I'état du systétudié (échelle bassin versant).

6.1.2. Entrées d’eau, de nutriments et de bactéries

Qualité physicochimique Les eaux de source (Tableaus8nt bicarbonatées calciques
et tres oligotrophes, a I'exception de certainasiesod’origine profonde qui possédent une
tres forte charge en sulfates en relation aveadagmce de trias (X<1500uS). Bien que le
débit de ces arrivées d'eau soit faible (elles afitant un petit bas marais équivalent a un
apport de l'ordre de 1 a 5 I/s), elles contribuanine conductivité et surtout a une teneur
relativement élevée en $0(15 a 30 mg/l) & I'exutoire en étiage.

Cond NH4 NO* Ptot Ptot EF COoD Cl SO~ MesT
uS/cm mg. I'* mg. I'* mg. I'* mg. I'* mg. I'* mg. I'" mg. I'* mg. I'*
n 36 36 36 30 36 37 35 35 29
Moyenne  250,4 0,002 0,24 0,006 0,005 0,87 0,5 3,7 0,8
CV (%) 7,2 121,4 12,6 60,3 36,9 22,0 57,3 25,0 163,8

Tableau 8. Qualité physico- chimique des entréeauwltans le bassin versant de la source
permanente B9 (voir fig 12).

Qualité bactériologique de I'eau en entrée de bassiLe dispositif de suivi des entrées (préléevementsuabs
hebdomadaires réalisés de 2004 a 2006 hors pé&@danteau neigeux, cf.

Figure 12 porte sur la source majeure du bassin (souteragté I'écoulement de base
du cours d'eau) (noté B9), située en pied d’éboetisttribuée a la vidange d’un réservoir
karstique. A des fins de comparaison le méme poteoest appliqué a mi- parcours sur le
cours d'eau principal pour un prélévement isolamtsous bassin amont (B4) ou la pature
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débute un peu plus tardivement et a I'exutoire dassim (Bl). Des prélévements
complémentaires sont effectués en divers pointsodiéments temporaires, en particulier a la
fonte des neiges.

En B9 (figure 17) la contamination fécale est lémit(plus de 75% des échantillons
présentent des teneurs <10 cfu. 100Ynlalors que B4 et surtout B1 sont marqués par une
forte proportion d’'analyses ou les teneurs sons &evées (>100 cfu. 100 i non
conformes a la qualité des eaux de baignade). Lesumas complémentaires sur des
écoulements temporaires a 'amont de la zone detmeht paturée (n = 50 ; 80% teneurs
moyenne <10cfu/100ml) ou encore a I'aval mais aVantivée des bovins et enfin sur des
suintements associés a la fonte des neiges, canfirta faible contamination hors zone ou
époque de pature.

L’eau se contamine au fur et a mesure de son parcaums le bassin versant paturé. En
début de saison la contamination « progresse » Vamont au fur et a mesure de
'exploitation pastorale. En moyenne, la concerdratB9 en entrée de bassin versant ne

représente que 5% de celle de I'exutoire.

0.8+

0.7

0.6+

0.5+

@ <10
2 10-100
0O 100-1000

% 0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

Figure 17. Teneurs en contaminants fécaux des&#ertrée dans le bassin (B9) a I'exutoire
(B1), a mi- pente (B4histogramme de fréquences d’analyses ou la texstur10 (grise),
comprise entre 10 et 100 (tirets) et > 100 cfu.miob(references des sites fig 17).

Entrées liées aux déjections: teneurs da.coli. et E.coli mobilisables des bousesa
teneur erE. coli des bouses atteint entre®10et 10" ° E.coli cfu g * MS (matiére séche),
teneurs assez voisines de celles généralemens cigéss la littératuré®. Les déjections des

13¢ Sinton L. W., Braithwaite R. B., Hall C. H., Mackae M. L., 2007. Survival of indicator bacteriabovine
feces on pasture, App. Environ. Microbiol., 73(22917- 7925.
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bovins introduisent donc des quantités considésaliie coli sur les sols et les végétations de
I'alpage (sur une saison, environ 20 000 bousesé&nises, soit 18 E. col).

La teneur erk. coliau sein des déjections reste assez stable pdedanis qui suit son
dépobt(figure 18). La méme gamme de teneur et laangabilité sont enregistrées pour les
Pseudomonadluorescents. De fait, la principale évolution ajis&rée concerne I'état
physique de la bouse dont le volume décroit rapahensous I'effet d’'une dispersion
biologique (insectes, ...) et physique par la pluymhéhoméne de splash) ou par les
écoulements (ruissellement, infiltration). Aprés tpb6t, les bouses évoluent assez
rapidement, avec réduction de taille et perte deemeaseche. La durée de persistance d’un
dépdt de début de saison n'excede pas 1,5 a 2,5 i@eite disparition assez rapide peut
s’expliquer en partie par la forte pluviométrie site d’étude. Concrétement, nos mesures
montrent qu’en un mois le volume d’'une bouse egsdipar 40, ce qui correspond a une
baisse de 98% du stock @ coli. Une bouse n’est donc qu'ursdurce transitoire de
bactéries fécales. En conséquence, si les tenatient/peu, le stock décroit et I'état physique
de la matiere associée change, ce qui influencepotentiel de mobilisation par le
ruissellement comme en témoignent les résultaasifiebux teneurs des eaux de ruissellement
d’averses artificielles réalisées sur differentsditions (figure 19).

B E coii

OFlucrescent Pseidomonas

N 8 & 9 @ N e @

Bacterial number (log cells g dry pat)

2

2days 16days 30 days

Figure 18. Evolution de la teneur Encoli et PseudomonaBuorescents dans les bouses
(a et b indiquent des classes de valeurs sigriferaent différentes selon ANOVA ; n=75).

Avec une bouse fraiche, cette teneur est comprise 6 a 7 Log cfu. 100mt. Elle
baisse fortement lorsque I'on arrose une bouseté@ro(déposée quelques jours avant la
simulation de pluie) avec environ 4.5 Log cfu. 100mLa réduction s'accentue encore sur
une bouse séche (3.5 Log cfu. 100Mtésultant d’'un dépdt de plusieurs semaines. D@ns
mesure ou les conditions de simulation de plugestds et donc les intensités de ruissellement
sont identiques d’'un essai a l'autre, le rappog dencentrations correspond au rapport des
stocks de bactéries mobilisables des bausiesi, le stock mobilisable de la bouse croltée ne
représente qu’'une fraction de 1.8% de celle deolsé fraiche. Pour la bouse séche, cette
valeur est minime, de I'ordre de 1%.. Ceci montr&apres le dépot des bouses, les teneurs en
bactéries sont assez stables alors que les quadétdactéries potentiellement mobilisables
décroissent trés rapidement. Ces résultats moritireigtrét de prendre en considération I'état
de vieillissement des bouses pour une estimationbmsée des entrées de bactéries fécales
lors de ruissellements.
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Figure 19 . Teneurs dncoli du ruissellement sous pluies artificielles
(ttmoin = sols sans déjection).

Rien n’exclut l'existence d'autres sourcesEdboli liées a la faune sauvage
homéotherme dont la principale biomasse dans usystéame pastoral est représentée par les
micromammiferes (campagnols). Dans le contexte dssib étudié ou il n'y a pas de
pullulation des campagnols, on peut estimer d'aptéte et Poix, 2008 leur densité a
environ 100 individus. hd, ce qui pour les 170 ha du bassin et avec un mypgsoximatif
par animal de 100 g, correspond a une biomasseamamopde 1.7T. La population de
campagnols est donc loin d’étre négligeable maésred représente en réalité que 4 a 5 % de
la biomasse bovine, laquelle compte tenu d’'un adrasnt de 0.5UGB/ha, équivaut a 48T.
Selon Dubos et &P, les déjections de micromammiféres du type saamigiennent de I'ordre
de 10 E. colig * MS. Dans le cadre du projet, cet apport n'a pa Btrmesuré ni distingué
par tracage génétique mais I'absence fréquertiecali dans I'eau des zones paturées et la
faible biomasse des micromammiferes suggerent efie source est négligeable.

Evolution du nombre de bousesLes situations pastorales different assez forteraent
terme de dynamique de dépét des bouses (tableaai9)s’ajustent sur I'un des modeles (7)
ou (8) de facon globalement satisfaisante compte tkes incertitudes sur le dénombrement
des bouses (figure 20). La pression d’entrée desdmualculée est conforme a celle déduite
du diagnostic agro- pastoral des unités, avec @désurs réduites dans le cas des tapis
végetaux ou I'entrée d’azote est faible (nardaidsates herbes a trisete), moyennes pour les
situations a fortes valeurs pastorales (gazonuripsatet fortes pour les pelouses nitrophiles a

137 Note P., Poix C, 2006. Simulations spatialisées pellulations de campagnols terrestres : étude de
l'influence des structures paysage@gbergeo 346, 12p.

138 Dubos, R., W. R. Schaedler, R. Costello & P. Hd&65. Indigenous, normal, and autochthonous fibthe
gastrointestinal tracfl. Exp. Med122
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rumex. Dans le cas des stations ou la pressiortrdeme déjections est faible, ou lorsque
'accumulation n’interfere pas avec les besoindgrdupeau (marais), le dép6t de bouse croit
régulierement au cours du temps et le modele (@) gers étre appliqué. A l'inverse, en cas
de forte pression pastorale, comme c’est le cas Ramex et Poa, le modele (8) est mieux
adapté, ce qui signifie ici une dégradation progivesde la valeur pastorale de I'herbe et en
retour une réduction progressive de la frequentaiomale.

modele 7

modele 8 ] =

6 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 8‘0 9‘0 160 l:‘I.O (‘) 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 8‘0 9‘0 1(‘JO l:‘I.O
i j
Figure 20. Modéles d’évolution du stock de bousegustement aux données expérimentales
(j : jours ; S(j) : nombre de bouses équivalentas)hA : réduction de la pression d’entrée de bowse a
'avancement dans la saison pastorale ; B : coostda la pression d’entrée.

station pastoraleg modele Entrée de bouses q u r2
(N.ha.j?h: taux réduction
Nop (A) ou No(p+k) (B) disparition | entrée
ha®j!' | halj?
Nardaie (7) 5.91 0. 97 - 0.82
Triséte (7) 5. 98 0. 95 - 0.43
Poa (haut de @) 13.94 0. 96 - 0. 67
pente) (8) 12.17 0. 98 0. 98 0.72
Poa (mi pente) @) 11.77 0. 96 0. 56
(8) 10. 10 0. 98 0. 98 0. 65
Poa bas de pentg (7) 9.72 0.98 0. 77
Marais (7) 16. 5 0.99 0. 69
Terrassettes (7) 0.22 0.99 0. 85
Rumex (8) 49. 75 0. 98 0. 93 0.70

Tableau 9. Valeurs des paramétres des modéles (&) des différentes situations pastorales.

Chaque jour de la saison pastorale, il est posailpiartir de (7) ou (8) de différencier la
guantité de bouses déja déposee de celle qui esitép et d’estimer ainsi 'effectif de
différentes classes d’age de bouses. Sur cette tmageeut a tout moment distribuer de fagon
aléatoire les bouses dans I'espace des difféeremiéds pastorales (figure 21). Le stock de
bouses s’avére principalement localisé dans leggsidu cbne de déjection de fond de vallon,
dans les pelouses nitrophiles a rumex et dansatgyér marécageuse bordant le cours d’eau.
Début septembre par exemple, lorsque la saisoomadstouche a sa fin, il y a environ 5000
bouses déposées sur l'alpage, avec 30% de bowsebes (<15 jours), 20% de bouses
évoluées (d’'age compris entre 15 et 30 jours) e®b@de bouses séches (>1 mois). Ces
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évaluations permettent'estimer**® que durant la saison pastorale, I'ordre de grandeu

du stock total deE. coli contenus dans les bouses de I'alpage est d’envirbé* bactéries.

Des observations complémentaires montrent en auieedes bouses sont encore présentes
bien aprés la fin du paturage ; elles persistemhengous le manteau neigeux et peuvent étre
retrouvées le printemps suivant lors de la fonts deiges. A ce stade, la matiére fécale
contient encore dek. coli, avec une teneur toujours importante, d’envirof &f0. g * et
donc trés proche de celle des bouses fraiches.

Figure 21. Modele de répartition de différentessés de bouses a la mi- saison sur

différentes unités pastorales.
(triangles : bouses <15 jours, croix : bouses %4188 jours ; ronds : bouses > 30 jours).

On retiendra 1) que le stock global de bouses asfjué par une assez forte diversité en
termes de répartition et de dynamique d’évoluti@h que les bouses fraiches sont a l'origine
de I'essentiel des bactéries retrouvés dans legilesnent.

6.1.3. Sorties d’eau, de nutriments et de bactéries

Physico- chimie des eaux a I'exutoireLes eaux sont toutes bicarbonatées calciques
(pH= 7. 8 /8. 2) et oligotrophes. A I'exutoire dadsin (tableau 10) ou des sous bassins, en
période estivale, les concentrations en nutrimgois faibles pour COD, N{et P, les teneurs
MES trés peu élevées, et la conductivité peu viridn hiver et a la fonte des neiges, malgré
un nombre beaucoup plus restreint d’échantilloaspfiession d’échantillonnage est réduite
pour des raisons d'accessibilité du site), les dands et les ordres de grandeur sont
identiques.

139 Considérant une teneur de®dd bactéries pour les bouses fraiches et évoluétd.egf * bactéries pour les
bouses seches, avec respectivement une matié ga&ichouse de 250, 150 et 50g.
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Cond NH4 NO* Ptot Ptot EF CcoD cr S0~ MesT

nombre 38 39 38 31 37 40 36 36 30
moyenne 314,0 0,004 0,165 0,005 0,003 1,06 0,54 26,2 0,87
CV (%) 4,6 1154 42,6 62,3 57,8 31,4 54,2 33,1 90,3
nombre 21 29 21 21 25 29 21 21 17
moyenne 307,8 0,003 0,19 0,006 0,004 0,94 0,88 25,7 18
CV (%) 14,7 59,8 50,5 61,0 84,9 27,2 118,5 60,1 113,7

Tableau 10. Vue d’ensemble de la composition chienid I'exutoire du BV (B1), hors saison
pastorale (échantillons ponctuels 2004- 2005).

Variabilité selon le débit La variabilité des concentrations en nutrimengstique
partiellement liée au débit. Les teneurs en MES,GfD et en Ptotal s'accroissent
linéairement avec le débit, dans la gamme étudiégs restent faibles, méme a fort débit (pas
de valeur de MES > a 100 mg/l ; Ptotal <0. 30 nMig@®DD<1. 4 mg/l) et ce quelque soit la
période de I'année. Les sulfates sont tres dilmésree. Les formes dissoutes de I'azotesNO
et NH, évoluent saisonniérement avec une augmentatiantleas mois d’été, décrivant ainsi
un cycle lié probablement a I'activité biologiquéngrale de sols du bassin. Les teneurs en
COD restent basses et relativement stables, auteut mg/l. Les indices d’aromaticité
suggerent qu’il s’agit pour I'essentiel de subseanlcumiques.

Il est possible grace a des prélevements en coufieau a I'exutoire et d’analyses
d’échantillons moyens hebdomadaires proportionaalslébit, de calculer les flux exportés
hors périodes hivernales avec une assez bonnesiprécLes exportations de nutriments
ramenées au bassin topographique s’avérent trigledai moins de 0. 1 kg /ha /an pour P-
total, et moins de 1 kg pour N- NOUne estimation complémentaire utilisant les desné
ponctuelles disponibles en périodes hivernaleseebdte de neige (2005- 2006) permet un
calcul a I'échelle annuelle qui confirme les orddesgrandeurs ci dessus.

Durant les périodes de crues, la physicochimie 'daul nous renseigne sur les
compartiments du bassin contribuant a I'écoulem(@igt 22). Durant I'épisode cité en
exemple, I'hnydrogramme de débit ne présente pgmsaden raison défaut d’enregistrement du
a un remaniement des berges ayant amené un dépassdmseuil de mesure. Certaines
évolutions sont assez classiques : réduction deriductivité (entre t=4 et t=6, ce qui permet
de situer le pic de crue a t=b), élévation concami@ du Ptotal et des matiéres en
suspension ; réduction des nitrates lors du picrde et remontée en phase de retour au
régime d'étiage. D’autres comportements semblesezasspécifiques avec notamment
I'élévation des nitrates en entrée de crue, aing @ chute drastique de NHors de
I'épisode. Ces variations suggerent :

- avant la crue, un écoulement de base soutenuep&wnctionnement des zones
hydromorphes et notamment les marais, d'ou la feateur en NH; diluée lors de la crue
par les apports d’eaux de ruissellement;

- lors de la montée de crue, un écoulement liésafldg d’eau provenant probablement
d’horizons saturés de la surface des sols desobads £t mobilisés par effet piston, comme en
témoignerait I'élévation des NO3 ;
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- lors du pic de crue, le développement de lamesuisellement de surface qui
entrainent les matiéres en suspension et le phospaeec une forte dilution des volumes
d’eau transitant par le sol ;

- enfin durant la phase de décrue, un écoulemarieso par la vidange des eaux de
subsurface.
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Figure 22. Evolution du débit, decoli, de la physico- chimie lors d’'une crue enregisaée
aodt 2006.

Dans la phase de montée de crue (figure 22) lesitererE.coli suivent un petit pic qui
pourrait étre lié a I'exportation de bactéries desilms ou de bouses directement déposées
dans la riviere. L'évolution des teneurs Ertoli suit ensuite de tres prés celle du P et des
MES, ce qui suggere un transport des bactériesepdames de ruissellement. Notons que
cette élévation caractéristique des teneurs enomigrganismes lors du pic de crue se
reproduit de facon systématique pour tous les édpsmu il a été possible de suivre en
simultané débit et exportation de micro- organismes

Les crues modifient donc assez fortement les petéwiphysicochimiques de I'eau a
'exutoire, avec des évolutions qui confortent plaghese d’'une émergence du ruissellement
lié au fonctionnement des sources variables etedexportationd’E.coli par les lames de
ruissellement. En terme de volumes d’eau transfar€exutoire, I'écoulement annuel est
assez marqué par le régime de fonte des neige2@)g avec un débit journalier durant le
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mois de mai évalué en 2006 & prés de 300 & 350'Lce qui correspond cependant & un
ordre de grandeur inférieur aux pics des cruesass.
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Figure 23. Débit 8 heures enreqistré en 2@v6abscisse jours julien, ordonnée débit L/s ).

Qualité microbiologique a I'exutoire. Durant la fonte des neiges (mai- juin), avant
l'arrivée du troupeau et trés rapidement apresélgad des animaux (a partir d'octobre), la
concentration bactérienne de I'eau de I'exutoisgerdaible (fig. 24). La présence du troupeau
influence fortement la qualité microbiologique texutoire, avec un retour a I'état initial trés
rapide des que ce dernier a quitté l'alpage.
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Figure 24. Concentrations &n coli (prélévements manuels) a I'exutoire du bassinargrs
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Lors de la saison pastorale, les teneurs des @&riddtiage oscillent entre plusieurs
unités a 20- 30 cfu/ml, alors que durant les cra#es sont d'un ordre de grandeur 100 fois
supérieur. L’essentiel du flux bactérien est expdrirant les crues (fig. 25).
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Figure 25. Débit (en pointillés) et flux cumuléskd’coli (en traits pleins) a I'exutoire du
bassin versant en fonction de la date (jour julemdant la saison pastorale.

En 2005, quatre averses majeures surviennent dlaasdison pastorale ; elles sont
responsables de plus de 97% du flux total de lg@ersuivie ce qui, compte tenu des faibles
teneurs de la période de fin d’automne - fonte miEges, peut étre assimilé au flux total
annuel. Ceci montre I'importance des phénoménesuke et notamment l'intérét d’analyser
les relations existant entre transferts de bact@tieuissellements, durant la période pastorale.
L’analyse des variations des teneurs en périodgadg fournit néanmoins des informations
intéressantes révélant I'existence d’autres madatitfférentes de transfert bactérien (fig. 26)
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Figure 26. Teneurs da coli (prélévements automatiqgues) durant les périodes-iatues en

fonction de la date (jour juliengn grisé, périodes de ruissellement. Traits fiéhit ; trait plein
ajustement sur donnéEs coli. L'échelle des teneurs &h coli est tronquée & 500 cfu. 100M|la valeur
maximale enregistrée est de 5600 cfu. 108ml

Durant les inter- crues on observe une élévatios tdaeurs erkE. coli, lorsque le
troupeau est présent sur l'alpage. Cette élévatdrt Etre mise en relation avec un transfert
profond des bactéries fécales, véhiculées dansagses transitant probablement au travers
de matériaux fissurés. Le pic inter- crue surviamte 10 et 14 jours apres la crue, délai assez
constant d’'un épisode a l'autre, qu’il faut sansitdomettre en relation avec le temps
nécessaire pour que I'écoulement de l'aquifere gmbfarrive a I'exutoire. Une fois le
troupeau parti, ce fonctionnement n’est plus olisdiau- dela du jour 250). Des suivis
journaliers montrent en outre des variations aléegodes teneurs en bactéries, qui sont
probablement liees a des entrées directes de baleses le cours d'eau. Les teneurs
demeurent faibles entre quelques cellules a 2@f@enr .

Bilan entrées sorties Un essai de bilan entrées- sortiesEdeoli durant les crues de
I'année 2005 est donné au tableau 11. C'est uratidraminime des stocks associés aux
déjections qui est exportée lors des crues étudieédsordre de 1 a 10 %o.

Date (jours Entrées : stocks d& coli | Flux exporté par la %0 exporté
Julien) déposeés sur l'alpage crue
188 6. 2E+13 1. 6E+10 0. 26
215 6. 5E+13 8. 3E+10 1. 27
234 6. 2E+13 3.9E+11 6. 22
255 6. 1IE+13 5. 5E+10 0.90

Tableau 11. Bilan entrées/sortie.
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L’ensemble des informations obtenues sur I'évotutite la qualité microbiologique a
I'exutoire en relation avec les déjections dépogades troupeaux, laisse en suspens toute
une série de questions:

- Quels sont les phénomenes impliqués dans leféranes bactéries par ruissellement ?

- Quel est le devenir des bactéries qui ne sontexa®rtées ? Sont- elles capables de

survivre ? A quel niveau et dans quelles circorctar? Quelles en sont les conséquences en
termes d’adaptation et de potentiel indicateura¢gth@gene ?

- Quelles circulations d’eau profondes sont resgbles des exportations de bactéries durant
les périodes inter- crues? A partir de quelle espansible de telles contaminations peuvent

elles étre générées ?

L’étude des stocks et la modélisation fournisers premiere réponse a ces questions.

6.2. Stocks: persistance de formes cultivables déscherichia coli
dans les divers sols types de la zone pastorale

6.2.1. Persistance dE. coli dans les couches superficielles des sols (0- 5cm )

L’étude porte tout d'abord sur des échantillonen directement et récemment
contaminés. Il s’agit d’'un suivi synchronique duntamu erk. colides couches de surface des
sols (0- 5 cm) sur la base de prélevements effedinié@ de toute déjection ou résidu de
déjection visible (échantillon « aval » de la flg.). Les résultats obtenus mettent en évidence
un phénomene inattend&. coli existe et persiste a un niveau significatif eatiegement
constant (autour de 1§ * MS) dans tous les échantillons, indépendammemymiide milieu
et en I'absence de contamination directe et reqéigiee 27)

Le stock est assez important {BD coli/ n?). Les données enregistrées pendant I'hiver
(prélévement sous une couverture neigeuse de 2.5haen janvier 2006) et avant I'arrivée
des troupeaux (mai 2006) confirme ce phénomenteima : I'’hiver n’élimine pag&. coli qui
persiste dans ces couches de surface de sol.
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Figure 27. Suivi synchronique. ConcentratiorEercoli et Pseudomonafuorescents dans les
couches superficielles du sol.
(a et b indiquent des classes de valeurs sigriferaent différentes selon ANOVA ; n=75).

Dans le détail, pendant la saison pastorale itexise certaine variabilité de la teneur
moyenne erk. coliavec le temps et selon le facies pastoral(tabl@amd@s sans lien évident
avec le niveau de déjection enregistré dans l¢i®issa Ainsi,E. coli est constant dans le sol
de gazon a Paturin, tandis qu'une légére et satifie déecroissance (de 0. 5 a 1 log unit)
peut étre observée pour la Nardaie, la prairie mdéXuet le facies de bas marai€atha.Ces
deux derniers faciés offrent toujours le contenplies élevé erk.coli (5x 10t & 10cfu ¢ *
MS contre un nombre significativement plus bas pewgazon & Poa et la NardaBex 10 &
10* cfu g 'MS). A noter que le bas marais, bien que présentaprés nos mesures la plus
faible entrée de déjections, héberge toujours tgmilations les plus abondantes Eecoli
cultivables ce qui attire I'attention sur le rbler dacteur « eau ». De tels niveaux de
populations cultivables ne s’observent pas dansséteurs non paturgpentes, acces
difficiles) : 45% des échantillons de sol récolpEésentent seulement de*20 16 cfu g *
MS ; l'autre fraction d’échantillons ne montransgdE. coli cutivable.
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Les PseudomonaBluorescents offrent un comportement bien différ@fus typique de
bactéries telluriqued.es teneurs moyennes sont plus élevées, s'étateat B et 5 x 16cfu
g 'MS (fig. 27) et surtout fluctuent plus nettemems plus basses teneurs s'observant a la
fonte des neiges. Globalement la Nardaie (sol ggupnésente la teneur la moins éleveée.

6.2.2. Persistance dE. coli cultivable dans les couches de sub- surface du $61 25cm)

Durant les 2 saisons du suivi (en 2005, un échamtppar 15 jours ; en 2006 un par
mois) la teneur ek. colides déjections est toujours largement supérieaedl@de la surface
du sol et de la sub- surface (qui ne dépassenil@a€FUg ' MS) quelque soit la station
considéreée (fig. 28 et 29).

74



F Rumex ireduced grassland E
: L Iy
‘E - Fow
L ] a E 8
ﬁ - ﬁ 3
2 . -
- . [
‘% : b b £
3 i
W 2 Wl
16 Ang 0F
9 Fuly 05 2 Mg 05 18 Ang 05
& .
i 5 Mardus gramlesd
11 11
£ 10 E 10 1
f ] a i g1 @
T B 8 B z
£ 5 & 1]
N 5] .
i L Ml P
4 4
I 3 | b B .I
B W1 T e
02 Ang 03 16 Ang 05 36 Fuly 5 09 Ang 03 31 Aug 05
Caltha grasshand
= -
11 1
w ]{I_ 1 -,-__- 'll}Ijl 1
g |= = 5y B L
B B g E. E B
E B 7 E & 7
- - .
4 8 . P
o, & ] T‘-_ = 3
B ow ¢ E L 4
3 = 3 g = 3
-] 2 = 2
=1 o
b Nardws silamd
E 11 E 1 al W g
i tw i gl
g 5 @ ]
g B L
Y i
o]
= F 3 % £ 5
B w4 4
3 & 3 E £
F 2 F 2 -
19 Juke 0 02 A=g 03 16 Ang 03 O Ang 03 31 Ang 05
. Cow pat
[] Topseil Downhill topsoil
7 Subsoil

Figure 28. Suivi diachronique 2005 montrant I'étmn des teneurs dh. coli (A) et
Pseudomonafuorescents (Bja et b indiquent des classes de valeurs sigriferaent différentes
selon ANOVA ; n=75) (localisation des prélevementsy fig 11 ; typologie des

faciés voir tableau)3.
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Figure 29. Suivi diachronique 2006. montrant I'Elétion des teneurs da. coli (ligne du
haut) etPseudomonafuorescents (bas)
(a et b indiquent des classes de valeurs sigriferaent différentes selon ANOVA ; n=75)
(localisation des prélevements, voir fig 11 ; tyqé des
facies voir tableau 3)

Les enregistrements réalisés dans les couchepptendes du sol (5- 25cm) révelent
une variabilité bien plus grande que celle de laase pourE. coli Deux types de
comportements sont observés et peuvent étre nrslaion avec la dynamique de I'eau dans
le sol.

- (1) Dans un premier cas, la sub- surface présiegeeneurs basses {Ifu g * de sol
sec) ou non détectables & coli. Le facies a Rumex /ox est un cas typique de cette
dynamique (fig 29). Ceci s'observe aussi pour leogaaPoa, notamment en fin de saison,
aprés le départ des bovins. Dans ce faciés, ureurteorte de 19 CFU g “.sol sec est
toutefois observée, sous une bouse tres récerite. St@ation de basses teneurs correspond a
deux types de faciés résultant de fortes entrédxe@u 3) de déjections mais présentant des
états pédologiques radicalement différents avemed’part, un sol calcique (pH 7.8)
caillouteux et particulierement drainamaturin, voir fig 9 et d’autre part, un sol acide (pH
4.8) (Rumex ox, voir fig)eriche en Af* (1.46cmol kg %). La persistance limitée ou I'absence
chronique dée. colidans ces faciés peut étre comprise en se réfgmarntavaux de Oliver et
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al., (2005b) et Guidat al., (1991}*° comme une conséquence, soit de conditions tropkiqu
défavorables (sol acide, rumex /ox), soit de comlét favorables au transfert vers les couches
profondes voire la zone saturée (sol drainant, mazDans ces horizons de subsurface
correspondant a desmilieux ouverts » ou I'eau ne stagne pas de fagcon permanente, les
conditions trophiques et les physico- chimiquesemblent donc pas favorables au maintien
des populations fécales.

- (2) Dans un second caRymexsol rédui) le niveau deE. coli en subsurface reste
élevé (de 1dand 18 CFUg 'sol sec) et assez constant indépendamment du teinges la
présence des troupeauk.s’agit d’'un facies correspondant a des condgiate sols non
drainantes et peu oxygénégsd{osol, tab. 1 mais non acides, riches en eau, argiles (59%) et
matiéres organiques (43 gk, ce qui au total peut s'interpréter comme desditimms
relativement favorables & la survieEctoli*****?> Ce comportement semble étre typique du
fonctionnement degmilieux confinés ou les faibles vitesses de circulation deau et
'importance des ressources nutritives sont faviesabu maintien de populationg€d'col..

Les différences des niveaux de contamination menées qualitativement ci- dessus
sont testées selon un protocole MANOVA portantl®msemble des échantillons analyseés.
Ce test confirme notamment que les teneurS.amli sont similaires sous gazon et Rumex/ox
et significativement différentes de celles sous ewtmeduit P = 0. 0002), et que les
différences entre couches de sols sont signifieati® < 0. 0001). Ce test porte sur 20
eéchantillons supplémentaires collectés en 2006 gifiérencier les 2 variantes de sols sous a
Rumex.

Le comportement dBseudomonaBuorescents est différent. Les teneurs sont tagjou
élevées (de Poand 16 cfu g ! sol sec) y compris de facon inattendue dans lesem
(jusqua 16 cfu g * MS, Figure 18 Les variations selon les types de sols et ldopdeur
d’échantillonnage sont significatives (effet facpestoral significatif MANOVA P = 0. 002;
effet couche de sol hautement significaff< 0. 0001).

6.2 .3 Analyse par clonage- séguencage de la dive¥sle souches cultivées de. coli

Une premiére évaluation de la diversité reposd’étude des séquences partielles de
uidA (166 bp) pour deskt.coli prélevés dans des bouses (n=10) et les sols (n=28)
correspondant a 2 faciés pastoraux (gazdtaturin et prairie nitrophile &Rumexréduit).
L’arbre phylogénétique (figure 30) obtenu a padier ces séquences, met en évidence deux
groupes principaux €&. coli significativement différents (valeurs de bootstr&0%).

Le premier cluster de séquences se retrouve dams les types d’échantillons
(déjections ou sols) a I'exception notable de [&udillon de subsurface du facies
confiné Rumex réduit). Cette séquence est répertoriée dans @dnBatabase (séquences
retrouvée chek. coliK- 12, E. coliO157 : H7, des souches humaines pathogenes etdsans

140 Oliver D. M., L. Heathwaite, P. M. Haygarth, and . Clegg. 2005. Transfer of Escherichia coli tatev
from drained and undrained grassland after gradingnviron. Qual. 34:918- 925.

Guida L., Z. Saidi, M. N. Hughes, and R. K. Podl891. Aluminum toxicity and binding to Eschericluali.
Arch. Microbiol. 156:507- 512.

41 England L. S., H. Lee, and J. T. Trevors, 200%t&@al survival in soil: effect of clays and preta. Soil
Biol. Biochem. 25: 525- 531.

142 Recorbet G., A. Richaume, and L. Jocteur- Monmzi®95. Distribution of a genetically engineered
Escherichia coli population introduced into soitl. Appl. Microbiol. 21: 38- 40.
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échantillons d’ealf}). Le second groupe contient seulement des ségsig@ropres & nos
échantillons environnementaux et notamment celtesgmant du sous- sol « confiné » du
facies aRumex
Cette premiere approche de la diversité des papotatfécales est partielle dans la

mesure ou un nombre assez restreint de souchésaaaysé. La connaissance de la diversité
des populations &. coli est renforcée par le test portant une activit§/matique di.coli et
par analyse sous DGGE du marqueidiA.
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Figure 30. Analyse phylogénétique de sequencerlbestduidA.

6.2.4 Analyse d’activités enzymatiques

Les tests portent sur la dynamique enzymatique de3+mD glucuronidase. Apres
différentes optimisations préalables nous avonsgbculer les coefficients k d’adsorption du
MUF sur les particules de sol et R de rendement’atsimilation du MUG dans les

143 Farnleitner A. H., N. Kreuzinger, G. G. Kavka,@illenberger, J. Rath, and R. L. Mach, 2000. Standous
detection and differentiation of Escherichia cotipplations from environmental freshwaters by meahs
sequence variation in a fragment of fRd glucuronidase gene. Appl. Environ. Microbiob: @340- 1346.
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populations bactériennes Non Target NT &.doli. Pour diminuer le nombre de degrés de
liberté du modéle, on a fi¥éa 0.01min* dans le cas des bouses et & 0. 1hpour les sols.
Les valeurs d®gcq et Ryt sont fixées a 0.9. Avec ces contraintes, I'optatis) aboutit a des
résultats tres satisfaisants, puisque les r2 editte de MUF observé et calculé, sont compris
entre 0.95 et 0.999 (fig. 31)

t t t t t 1 + + t t t d
(il 50 100 150 0.0 250 300 00 a0 100 150 200 250 300

Cas d'une réponse Casalréponse sans pic marqué
avec pic marqué de MUF

Figure 31. Evolution du MUF en fonction du temps.

Les ajustements du modele ont permis de calcukerdiférents paramétres de la
cinétigue enzymatique. On a analysé la différentfg de taux d’absorption du MUG par les
deux populations bactériennes :

diffa = aEcol- aNT Equation 12

Diffa est corrélé e(fig. 32) avec le % de bactéeNgs:

0 :& - .
YoNT NTot ECOIO.100 Equation 13

100+

757

25—

I I I
-0,1 -0,075  -0,05 -0,025 0 0,025

diffa

Figure 32. Relation %NT- diffa.
Ronds pleins : courbes a pic ; ronds vides : causb@s pic.
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Quand les deux types de population ont des taudigation équivalents (diffproche
de 0), la population de NT est tres forte : ellprésente 50 a 99% de ['effectif initial de
bactéries impliquées dans la dégradation du MUGsdue les taux d'utilisation sont trés
différents (courbes a pic), les NT sont tres fai#at représentés. Ces différences de taux
d’utilisation du substrat sont probablement liéeea natures différentes d’enzyme (fig. 33)

0,025

Figure 33. Relation existant entre différencesilisation du substrat (diff et taux de
dénaturation c de I'enzyme.

Les courbes a pic correspondent aux situationg a e NT est faible par rapport a la
population totale et ou les populations NT et E€oht dissemblables en termes de taux
d’utilisation du substrat et de dénaturation dendigme : c'est le cas des bouses et des
échantillons sous gazon, apres 1 mois sous boudass ces situations NT est
physiologiquement tres éloigné K1’ coli et fortement déprimé dans les conditions
expérimentales. NT correspondrait ici & des miorganismes autres qée coli.

Les courbes convexes sont relevées dans les sitgatiu le % de NT est fort par
rapport a la population totale (en début de satsosous le rumex peu filtrant) ; I'activité de
ces bactéries est voisine de cell€.dcoli (agco €t ayt semblables) ; elles sont moins
réprimées que dans les types a pic. PhysiologigaoeNiE etE. coli sont assez proches et NT
correspondraient a dek. coli VBNC ; NT proviendraient de contaminations fécales
antérieures avec une évolution des propriétés plogaques de.col.

Ces résultats suggéerent que les populations bactés des sols filtrants présentent des
propriétés physiologiques voisines de celles dassém® (aux effectif£Col pres) ; elles
different par contre dans le cas des sols norafits; milieux favorables au confinement, a
'adaptation dE. coli et a I'établissement d’'un cortege de VBNC. Cesoliygses sont
confortées par I'approche moléculaire portant awsttucture des populationsgd’coli.

6.2  Structure des populations dE.coli dans les différents compartiments
du bassin versant.

La structure des populations naturellesE.dbli présentes dans les différents
compartiments du bassin versant, i.e. les bousg®és), les sols et I'eau a I'exutoire (sortie)
est comparée par DGGE sur le gene de fonatidA. Globalement, plus de 20 empreintes
moléculaires différentes constituées de 1 a 15dmiGGE sont observés, 8 bandes (B a I)
existant sur la plupart des profils et représendastpopulations ubiquistes (Figure 34).
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Figure 34. Exemple d’empreintes moléculaires DG@HEA observées dans des échantillons

de bouse et de s@suUSRUMEXR10- 1 correspond & un échantillon prélevé dansdonse, R10- 2 et

R10- 3, dans du sol sous cette méme bouse a ufengenir de 0- 5 cm et 5- 25 cm, respectivementlét R et

R10- 5 dans du sol en amont de cette bouse (cehtk@- 5 cm et 5- 25 cm de profondeur, respectviniune
lettre a été assignée a chaque bande en fonctisordgourcentage en G- C%.

Sols et déjectionsLes populations €.coli les plus complexes s’observent dans les
échantillons de sol solBumex(environ 12 bandes par empreinte) et celles ds faible
diversité, dans le sol de surface sdRaturin (environ 3 bandes par empreinte). La
comparaison des profils DGGE (présence/absenceaddeb) met en évidence l'existence
d’une forte diversité des populations naturellds. doliau sein de I'alpage puisque 22 bandes
DGGE différentes ont été retrouvées (Tableau 18nge tenu des travaux préalabtésgui
ont mis en évidence une sensibilité similaire @ehiqgues DGGHIdA (basées sur I'étude
du polymorphisme deaidA) et BOX- PCR (tenant compte du polymorphisme di&mintes
régions du génome), on peut suggérer I'existencesein de l'alpage de Bise, de 22
haplotypes ou clones différentssdcoli dont on peut suivre la distribution dans les défds
compartiments du bassin .

144 Sigler, V. & L. Pasutti, 2006. Evaluation of demdng gradient gel electrophoresis to differentiate
Escherichia coli populations in secondary environtsieEnvironmental Microbiology 8: 1703- 1711.
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Type déchantillons Bandes DGGE

A. Déjections animales

Echantillons rectaux Directe (3)

Apres enrichissement (4)
Bouses de 30 jours Directe (6)

Apres enrichissement (6)
Animaux sauvages Directe (6)

B. Bouses et sol (apres enrichissement)

Bouses Fraiche (2 jours) (6)
Vieille (30 jours) (8)
Rumexéduit 0-5 cm sous house (5)
0-5 cm contdle (4)
5-25 cm sous bouse (4)
5-25 cm controle (3)
Rumexxydé 0-5cm sous bouse (7)
0-5 cm contdle (3)
5-25 cm sous bouse (3)
5-25 cm controle (4)
Poa 0-5 cm sous bouse (12)
0-5 cm contdle (9)
5-25 cm sous bouse (4)

Caltha 0-5 cm contdle (4)
Nardus 0-5 cm contdle (4)

C. Eau a I'exutoire du bassin versant

Eau, extraction directe étiage (7)

crue (3)
Eau, apres sur TTC, étiage (3)
enrichissement sur MUG, étiage (3)

100%
0%

Tableau 12. Distribution des bandes DGGE trouvées tes bouses, les sols et I'eau.
Les bandes toujours absentes des échantillonsdévésisont en blanc, celles toujours
présentes en noir.

L’ensemble de cette diversité est présente dansféless bovins puisque ces 22
haplotypes sont retrouvés dans les bouses, qu'akésnt fraiches ou vieilles (deux
haplotypes - L et S- devant correspondre a deslaigous mineures puisqu’elles ne sont
visibles que lorsque les échantillons sont enr)jchn ce qui concerne les populations
d’E.coli pathogénes, la diversité s’avere également impiartauisque le pulsotypage de 75
isolats STEC génére 8 profils differents (notésQle a C8), appartenant & 6 sérotypes
différents. Comme rapporté par d’autres autétries populations fécalesElcoli présentent
donc une forte diversité. L'identification des soes potentielles de contamination fécale des
eaux nécessite donc des méthodes moléculaires fhaninde tenir compte de cette diversité.

145 McLellan, S. L., A. D. Daniels & A. K. Salmore, q@3) Genetic characterization of Escherichia coli
populations from host sources of fecal pollutionusing DNA fingerprinting. Appl. Environ. Microbio69:
2587- 2594.
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Une perte de diversité des populations fécalesvables est observée au cours du
vieillissement des bouses. La comparaison deslpfEGE avant et apres enrichissement
met en évidence que cette perte de diversité po@tra liée a I'entrée de certaines sous-
populations (A a H, K, U, et W) dans un état nohiable plutét qu’a leur totale disparition
lors de leur exposition aux conditions environnetakes rencontrées sur 'alpage.

Ces 22 haplotypes sont retrouvés dans les solgé<Diétat suggere que les bouses sont
la principale source de diversité descoli dans les sols. L’existence de transferts verticaux
d’E.coli des bouses vers le sol sous- jacent est révélééegamen de la distribution de
'haplotype T. En effet, cet haplotype est absenttalis les échantillons provenant de sols
localisés en amont, loin d’'une déjection. Il n’pstsent que dans les échantillons de surface
prélevés sous une bouse et, en profondeur, queutassl drainantRaturin) suggérant son
transfert vertical par infiltration. Le séquencatyefragmentuidA correspondant montre que
cet haplotype est phylogénétiquement prochieabli pathogene de sérotype 0157 : H7. La
comparaison des pulsotypes des 75 isolats de STa@rme également I'hypothése du
transfert de€ coli de la matiere fécale au sol, jusqu’a une profondéau moins 20 cm,
puisque des isolats présentant un méme pulsotypersiwouvés a une méme date dans les
feces et le sol sous- jacent (Figure 35).

FSSFSFSFFSS FAY
-

Figure 35. Comparaison des profils PFGE de STEEssians des feces (F) et du sol sous-

jacent a cette bous&s : [0- 5 cm] et S’ : [5- 20 cm] de profondeanjifférents temps d’échantillonnage.
Deux systemes bouse/sol (I'un représenté en reitré en gris) ont été suivis dans 'unité padtoRoa

L’analyse de la distribution des bandes DGGE matetgent en évidence une stabilité
et identité de la structure des populations ndegalE.coli présentes dans les sols de deux
zones peu paturées telles que la Nardaie et ladmngarais. Ces deux zones correspondent a
des sols avec des propriétés physico- chimiquegfts en matieres organiques, en argiles,
pH,...) et d’hydromorphie tres différentes. Ces rigalmontrent que ces facteurs abiotiques
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n’influencent pas la structure des populatiorts.cbli dans les sols. lls soulignent I'existence
de mécanismes de sélection de populations (B & [, F a K, M, N, R et P) adaptées a
'environnement tellurique que I'on peut désigneus le terme de populations naturalisées.
Certains de ces haplotypes (B a D, F, G) sont égaie frequemment retrouvés dans le
Rumex.

Dans I'eay, la structure des populationsEd¢oli est également particulierement stable,
guelque soit le régime hydrique de la riviere opdaiode d’échantillonnage au cours de la
saison pastorale, alors que des variations impegates effectifs eB.coli sont observées. Il
s’agit de populations (D a C, E, G, I, J, M, N),quour la plupart, existent également dans les
sols non confinés. La comparaison des profils DQ@@Eregroupementlustering analysis
qui tient compte a la fois de la présence/abserais ggalement de l'intensité des bandes)
montre que, parmi 'ensemble des profils DGGE as&sy ceux qui groupent avies profils
obtenus dans l'eau correspondent a des profils obitas a partir de matieres fécales
(Figure 36, groupe 1a). Proche de ce groupe, oouet les profils d’échantillons de sol de
surface sou®aturin (sol drainant), lorsqu’il est localisé sous une d®iraiche (groupe 1b).
Lorsque la bouse vielllit voire disparait (échantillons PX. 2 AUG/OCT ou PX. 4/%n
observe un éloignement de ces profils par rapport aeux de I'eau(groupe 3). Dans les
sols ou les flux d’eau sont limitéRmexeéduit), la structure des population€Ed'coli est
plus faiblement influencée par la présence d'unesbd\pres la disparition des bouses, les
structures des populations dE. coli dans les sol étudiéssous Paturin et RumeX
deviennent semblables suggérant, comme souligné précédemment, la sw@lectie
populations naturalisées au sol et qui sont peactfes par les propriétés physicochimiques
des sols (pH, présence d'ions toxique¥' Adisponibilité en oxygéne...).
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Figure 36 : Analyse par
regroupement des profils
DGGE uidA obtenus a
partir d’échantillons
d’eau, de bouse et de sols.

Les coeurs représentent
des échantillons d’eau collectés
au début (1, 2), au milieu (3, 7,
4,8 ¢et9) etalafin (10) dela
saison pastorale et un mois
apres le départ du troupeau (5
et 6).

Les triangles, carrés,
ronds et étoiles a 5 branches
représentent des sols collectés
respectivement en juin, juillet,
ao(t et octobre dans dRumex
reduit en noir, diRumexoxydé
en blanc et dans Roaen gris.

Les losanges blancs et
gris représentent des
échantillons collectés dans la
Nardaieet la zone de marais,
respectivement. Les étoiles a 8
branches et les formes ovales
correspondent a des
échantillons de bouse
= échantillonnés en juin et
- juillet,.
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6.3. Mise au point d’'une méthode pour analyser I'ét physiologique de<t.
coli dans les différentes unités pastorales.

Dans ce projet, nous avons pour objectif de ted&rmettre au point des outils
moléculaires permettant de suivre I'état physialogi dE.coli dans I'environnement. A partir
d’'une revue de la littérature, six génes marquears choisis: 3 génes marqueurs de la phase
exponentielle de croissantis, ftsZ rpoZ et 3 génes marqueurs de phase stationnad$
rmf etdps Des amorces sont définies pour amplifier de fagmécifique ces marqueurs chez
E. coliet chez le®seudomonaspp. Nous avons ensuite suivi I'expression dentagjueurs
lors de cinétique de croissanceEdioli dans des microcosmes de sols, comparant la
croissance de différentes soucheB.doli isolées a partir de différents biotopes (bousk, so
sous Paturin, sol sousRume) et d'une souche de laboratoire, dans deux sok au
caractéristiques physicochimiques différentesplessusRumexet le sol souPaturin.

Mise au point des amorces. Pour mettre au pointdaples d’amorces spécifiques des
E.coli et Pseudomonafiuorescents, nous réalisons des analyses phyétigées sur chacun
des 6 génes marqueurs de I'état physiologfpiétsZ rpoZ, rpoS rmf etdps Nous utilisons
des séquences appartenant a 'ensemble des atkesBestéobactéries et plus particulierement
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aux familles des Enterobacteriaceae et des Pseuddmiaceae auxquelles les taxons d’intérét
appartiennent. Pour chacun des génes, il s'aver lga séquences El' coli et de
Pseudomonagluorescents appartiennent a des groupes mondfgugé bien distincts. A
partir des alignements des séquences nucléotidiguest possible d’envisager le dessin
d’amorces ciblant ces marqueurs d'état physiolagide facon spécifique vis- a- vis des
taxons d’intérét.

Les difféerentes amorces sont dessinées a partiradgsements d'une dizaine de
séquences nucléotidiqueskd’ coli, d'une dizaine séquences &seudomonaspp. et de
séquences de proches voisins (eSg.entericasubsp.enterica CT18 pourE. coli et A.
vinelandii Avin0231 pour Pseudomonasspp.). Les jeux d’amorces sont définis afin
d’amplifier des fragments de petites tailles (<3, optimale pour le suivi de I'expression
de génes par RT- PCR (Tableau 13).

Séquence (5° - 3)) Longueur amplifiée Te d’hybridation

A. E. coli

rpoSforward (267) CTCTCGCCGCCGGATG 265 59°C
reverse (546) TCGTAAAGGAGCTGAACGTTT

rmf forward (35) CACATCAACGTGGTTATCAG 170 56°C
reverse (225) CATTACTACCCTGTCCGC

dps forward (85) ACAGTAGAGTTGCTGAATCG 190 56°C
reverse (295) ATCCAGATGATCGATCAGTG

rpoZ forward (4) GCACGCGTAACTGTTCAGG 180 60°C
reverse (203) GCAGCGCGATTACAGTGGT

ftsZ forward (245) GATGAGGATCGCGATGCA 220 60°C
reverse (482) GATCACTGAACTGTCCAAGC

fis forward (135) GGATGTGAATGACCTCTATG 190 49°C
reverse(345) TTAGTTCATGCCGTATTTTTTC

B. Pseudomonas spp.

rpoSforward (219) GCCGGGTTTGACATCGACG 300 59°C
reverse (538) CAACACAAATACATTGATTACAC

rmf forward (3) GAGAAGACTTAAGCGTGATCCG 205 53°C
reverse (230) GTGCCRGTSAKRCCGACCCAGTTG

dps forward (1) ATGGMAATCRATATYGGWTTCMG 160 45°C
reverse (284) GSTGACRTTCCAGTGRAAG

rpoZ forward (58) ATGGCCCGCGTMACYGTTGAAG 185 60°C
reverse (265) CGGTHGGYTTGTCGTTTTCCCA

ftsZ forward (70) CAAGCGCATGCAGATCG 175 5300
reverse (262) GATCACTGAACTGTCCAAGC

fis  forward (20) TGAAACAGCACCTCAMYACSCCG 210 56°C
reverse (253) GTCTGGTTSCCCTTSACGTRGTTC

Tableau 13. Amorces dessinées pour amplifier laggienarqueurs d’état physiologique chez
E. coli etPseudomonaspp.

Excepté pour le genfisZ les amorces mises au point permettent 'amptificade
fragments uniques, de taille attendue pour to@esduches H. coliet dePseudomonaspp.
testées. Le séquencage des produits PCR obtenitis 1&ur identité. La spécificité de ces
jeux d’'amorces est alors testée sur des souchestapant a des genres proches, Erainia,
Salmonella Proteus Serratia et Enterobactempour E. coli et Burkholderig Acinetobacteret
Ralstoniapour Pseudomonaspp. (Tableau 14). Dans I'ensemble, les amorcqdifeant de
facon spécifique les taxons d’intérét. Cependaed, signaux aspécifiques de faible intensité
sont observés pour les amorepsZ et dps d’E. coli vis- a- vis deSalmonella entericat
Salmonella enteritidiet pour les amorcdss d’E. colivis- a- vis dErwinia chrysanthemikn
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ce qui concerne les amorces ciblant Bseudomonaspp., une aspécificité de réponse est
observée avec les amorcgmZ vis- a- vis dAcinetobacter calcoaceticust Burkholderia
cenocepacia.Enfin, les jeux d’amorces spécifiques Eacoli sont testés sur différents
Pseudomonaspp. et vice- versa : aucune amplification croisést observée.

fis rpoZ ftsz Dps rmf rpoS
Amorces définies pour E. coli
E. coli +++ +++ +++ +++ +++ +++
E. carotovora
E. chrysanthemi + -
P. mirabilis - -
S. enterica - + - ++ -
S. enteritidis - + - ++ -

E. aerogenes
S. marcescens - -
Amorces définies pour Pseudomonas spp.

Pseudomonas +++ +++ R T+ T+ Tt
fluorescents
Pseudomonas +++ +++ - T+ 4 -
11 genres/
A. calcoaceticus - +++
B. cenocepacia - +

Tableau 14. Résultats des tests de spécificitéplifacntion des différents couples d'amorces
mis au point.

Cinétiques de croissance de différentes soucheskl' coli dans les sols souRaturin et
sous Rumex Les survies de 4 souchesHlcoli, 3 souches environnementales isolées sur
lalpage de Bise et une souche de laboratoire (PH®Nt comparées dans 2 sols, afin
d'évaluer si l'origine des souches a une influenoeeur aptitude a survivre. Les suivis des
effectifs desk.coli dans le bassin versant suggerent I'existence, ldarsols, de populations
dE coli naturalisées c'est- a- dire adaptées, acclimatédascroissance dans un sol. Cette
expérience est donc réalisée avec deux objecdifsuilre I'expression des genes marqueurs
de I'état physiologique au cours de la croissari€eadli dans un sol, 2) valider I'nypothése
d'acclimatation des souches environnementales\aiaggpement dans un sol.

Pour chacun des deux sols, des difféerences commpemntales existent en fonction de
I'origine de la souche bactérienne (Figure 37).shache DH& est celle qui se maintient le
moins dans chacun des sols. Ses effectifs décnbipsegressivement dans le sol spasurin
jusqu'a atteindre la limite de détection (10 CFU de sol) aprés 8 semaines d'incubation.
Dans le sol souRumex la décroissance est plus rapide et la soucheoDdiEparait des 1
semaine d'incubation. Au contraire, les souchesr@mvementales se maintiennent dans le
sol sousPaturin & des effectifs de I'ordre de 00° cellules g de sol, aprés une phase de
déclin de 7, 14 et 1 mois pour, respectivementsdeghes issues dRumexde la bouse et de
la Paturin. Dans le sol souRumex exception faite de la souche isolée de ce mémeise
décroissance plus rapide des effectifseercoli est observée, la souche issue de la bouse
disparaissant apres 10 jours d’'incubation (24@é&l)e issue de |Raturin et duRumexapres
deux mois. Nous avons également étudié la cinétigueroissance des populations naturelles
d’E. coli pendant 2 semaines dans chacun des 2 types det sols en évidence des
dynamiques trés différentes de celles des souchesali introduites apres culture au
laboratoire. La phase de déclin precédemment obtpour toutes les souches dans les deux
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types de sol n'est pas observée. Au contraire,pbase de croissance est observée jusqu’a
18h (1d cellules §*desol & Oh et environ £G 18h). Par la suite, les effectifs se stabiligent
10° cellules §* de sol.
A B
10

log E. coli/g sol sec
5
log E. coli/g sol sec

T T T T T T T T @ T T T T T

0 168 336 504 672 840 1008 1176 1344 0 168 336 504 672 840 1008 1176 1344

Temps (h) Temps (h)
—e— DH5a

—&— Bouse
Poa
—¥— Rumex

Mélange Bouse/Sol

Figure 37. Cinétiques de survie de souché&s dblide laboratoire et environnementales
(isolées d'une bouse, de sol s®aurin et de sol souBumek et de populations &. coli
indigénes d’'une bouse dans deux sols (&aisrin (A) et souRumexB)).

Ces expériences montrent donc que, selon leurnerigessouches dE. coli ne
présentent pas les mémes capacités de survie daes kol testéslLe sol sousPaturin
apparait étre un milieu plus favorable au maintiegE. coli que le sol souRumexpuisque
toutes les souches testées y survivent plus lomge@haque souche isolée d'un sol semble
en fait étre adaptée a survivre dans ce sol validtaypothése de naturalisation/acclimatation
de populations . colidans les sols.

Expression des marqueurs moléculaires d’état phydiagique. Des signaux d'amplification
ont rarement été obtenus (Tableau 15). Les ARNmiextdu sol étant de bonne qualité,
'absence de réponse peut provenir d'une trop fdittdion des cibles en raison soit d’'un
niveau de transcription des geénes trop faible, d@tfectifs enE. coli trop faibles. Des
développements méthodologiques doivent encoreréaiésés. Au cours de ce projet, nous
avons choisi de réaliser une rétrotranscriptionl'desemble des ARNs en utilisant des
amorces aléatoires étant donné que I'étude ded'ssipn de 6 génes devait étre menée en
parallele. L'utilisation d'amorces spécifiques Haque gene pour réaliser la synthese du brin
d'ADN complémentaire pourrait augmenter l'efficdcite la méthode. D’autre part, nous
avons observé une grande variabilité de réponges imicrocosmes en particulier dans les
microcosmes de sol solaturin. C’est un sol riche en matieres humiques, et cathesse
peut affecter les rendements d’extractions deseaamiicléiques et inhiber les amplifications
PCR. Nous avons d’autre part étudié pour le sos fumex(variabilité inter- microcosme
plus faible) la variabilité intra- microcosme. E#st importante. La masse de sol utilisée pour
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'extraction des ARNs (i. e. 500 mg) n’est peutedtas suffisante pour obtenir une bonne
représentativité. Le sol sol®umexest riche en argile. Suite a I'inoculation des ctms
d’'E.coli, 'agrégation des bactéries par des particulegyiéaa pu conduire a une variabilité
de réponse. Ce biais n’existe pas pour I'étudectegiques de survie, les énumeérations étant
réalisées sur des échantillons plus importantsg & sol). Il serait donc intéressant de tester
de nouveau la variabilité intra- microcosmes s @shantillons de 1,59.

Malgré ces difficultés méthodologiques, certainsuliéats peuvent toutefois étre
soulignés. En ce qui concerne les genes marqueuphaske de division, des différences de
réponse sont observées en fonction des marquenirse lui concerne les marquetisZ et
fis, leur expression n'est jamais mise en évidence pg&ealans le cas disZ pour lequel un
signal est observé une fois. Il s'agit d'un éclantprovenant du mélange entre le sol et la
bouse, apres 3h d’incubation c'est- a- dire duaphase exponentielle de croissance. Cette
absence de détection des transcrits des desgestfis pouvait étre attendue étant donné qu'ils
sont exprimés de facon transitoire durant la pleasenentielle de croissarié&'*’ De plus,
de réelles phases de croissance bactériennes aement obtenues dans des cinétiques
réalisées en microcosmes de sol. En ce qui condéergenerpoZ, des signaux positifs sont
observés dans la majorité des microcosmes analysékue soit le temps d’échantillonnage
(comme par exemple 3h (phase de division) versyphgse stationnaire) pour la cinétique
des populations &. coli indigenes d’'une bouse). Pour le gepeZ, sa transcription est
décrite comme maximale en début de phase expoheniigs nulle en phase stationnaire.
CependantypoZ est aussi impliqué dans la réponse stringamteitro. Dans cette étude,
I'accumulation des transcrits du germp®Z en particulier lors des phases de déclin est sans
doute liée a I'expression de ce marqueur en répandes stress plutbt qu'en réponse a la
division des cellules. On peut supposer que cettpiente détection de '’ADNc du gemsZ
n’est pas liee a un plus fort taux de transcriptiais uniquement a ursigmentation de la
stabilité de TARNm.

En ce qui concerne les marqueurs de phase statienta génermf est rarement
exprimé. De plus, les signaux positifs sont plaidservés en début de cinétique (0 a 48h),
lors des phases de déclin. Le transcrit du gfpseest observé dans un plus grand nombre
d’échantillons en particulier pour la souche isalégne bouse et inoculée dans chacun des
sols, a 48h ou 7j d’incubation.

Si I'on s’intéresse aux rapports de transcriptintreele génepoZ (phase de division) et
les génesdps ou rmf (phase stationnaire)des réponses cohérentes sont généralement
observées avec une détection de transcrits soitrpod soit pourdps et/ourmf. Cependant
étant donné la variabilité inter et intra- microw@sobservée il est difficile de conclure sur
I'état de division ou de dormance descoli dans le sol. Comme indiqué ci- dessus, d'autres
développements méthodologiques doivent encordairais.

148 Garrido, T., M. Sanchez, P. Palacios, M. Aldeal lh Vincente, 1993. Transcriptiaf ftsZ oscillates during
the cell cycle oEscherichia coli. EMBQ. 12: 3957- 3965.

147 Ali Azam, T., lwata, A., Nishimura, A., Ueda, $shihama, A., 1999. Growth phase- dependent variati
protein composition of thEscherichia colinucleoid.J. Bacteriol.181: 6361- 6370.
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Marqueurs de phase Marqueurs de phase

Souche Sol Temps d'incubation Microcosme exponentielle stationnaire
ftsz rpoZ fis dps rmf
1 - -
Oh > i i
x 1 - + - -
"ED’ 3h 2 - + . .
04 3 ) + . )
1 - ++ - -
B 48h 2 - o+ - -
5 3 S -
1 - - - -
3h 2 - ++ - -
g 3 : : -
[a 1 - ++ - -
48h 2 - - ++ -
3 - + - -
1 - -
Oh > it )
1 - -
3h 2 - -
x 3 - -
g 1 - HA A - - - -
) > [+ +*
g i 48h 2 - HA A - - -
oM 3 - ] +* - /- - [+* -
1 - /- +- - /- -+ - /-
7j 2 - - ++/- - I- - - /-
3 - - +- - I- +- - /-
1 - + - ++
©
o 48h 2 - - ++ -
o
3 - ++ - -
1 ++ ++
Oh > i i
x 1 - -
2 3h 2 ++ -
g 3 - :
s 1 - +++ - -
o 48h 2 - + ; ]
3 - + - -
1 - ++ - -
g 48h 2 i i : :
o
Q. 3 B B B B
n S 1 - - - -+ -1-1- - -+ -/-1-
5T 4 x 3h 2 - |- /- N A Y B By R Y -1- -
39 g 3 -1-1- -/-1- -~ -1 -1-1-
§_,§)8 T _ 1 -1-1- +H++ -1-1- -1-1- -1- /-
oS 7] 2 -1-1- -1-1- -~ -0 -1-1-
£ 3 - /- - - JH- -/-1- - /- /- - /- /-

Tableau 15. Résultats des tests de RT- PCR semnititative réalisés sur les marqueurs de phases de
division ftsZ rpoZ etfis) et stationnairedpsetrmf) dans les microcosmes de sol (sBos et sous
RumeXinoculés par des souches de laboratoire @Hénvironnementales (souchesRim et de

RumeX et par des populations indigénes d’'une bouse.

Par temps d’échantillonnage, deux ou trois microwss(notés de 1 a 3) sont échantillonnés. Pour@mem
microcosme, 2 a 3 extractions d’ARN sont parfoaisg€es (signifiées par des «/»). Le symbole —ifsggane
absence de signal d’amplification; +, un faiblensilg ++, un signal d’'intensité moyenne; +++ : unsil de forte
intensité ; *, un signal détecté pour un nombre de tycles d’amplification PCR.
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6.6. Transferts sols- eaux: modélisation du transfertbactérien par
ruissellement a I'échelle bassin versant.

Les sorties du modele portent sur: (i) le compoeeinhydrologique et I'établissement
de cartes relatives aux hauteurs de ruissellemesitpikels de I'espace et a I'extension du
réseau hydrographique, ces cartes sont par la soitfrontées a celles relatives a la
génération automatique d'un semis de bouses pouocaisation des points potentiels
d’émissions de bactéries; (ii) la détermination pasametres reliant flux bactérien observé et
flux bactérien calculé, notamment ceux qui cariszét le stock de bactéries mobilisables et
les fonctions de transfert bactérien.

6.6.1. Modélisation hydrologique

Les valeurs d’humiditét calculées par SMDR et celléb observées sur les tubes TDR
sont concordantes (fig. 38), les points étant bamtrés sur la bissectricécE0. 986 - 0. 31 ;
r2=0. 89). En profondeur, pour certains tubes, d#esa variations d’humidité sont mal prises
en compte par le modele. Les écarts de prédiciohre2anmoins du méme ordre de grandeur
gue l'erreur de mesure de sondes équivalentesnst ldamesure ou il n’existe pas de biais
systématique dans la distribution des résidustifegion de I'hnumidité des sols peut étre
acceptée.
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Figure 38. Humidités volumiques observeées et pgéftiombre de sites=10)

Le débit d'eau a I'exutoire est calculé selon deosdalités, I'écoulement karstique
Dkar étant considéré soit comme nul, soit non nul @). En 2005, comme en 2006, les
débits sont bien simulés, avec respectivement w@fficent de Nash- Sutcliffe (Nash et
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Sutcliffe, 1970) de 0.70 et 0.59 pour I'estimation Dkar # 0. Au vu de ces résultats, la

simulation nous semble tout a fait acceptable, tdi@u que seuls deux parametres
(notamment, aire du karst et temps de trajet deolilement karstique) résultent d’un

ajustement sur le débit de I'exutoire. L’examen siesulations montre que la prise en compte
de I'écoulement karstigue modifie peu I'hnydrogramere phase de montée de crue mais
ameliore nettement la prévision du débit lors dddacente de crue (fig. 39). Il correspond a
des surfaces d’altitude non péaturées par le bétail’a pas été intégré dans le calcul du
transfert bactérien.

700

Rin + Ds + Dkar
"Rin + Ds"

------- observed

600

400

discharge (/<

300

200 +

| .

29/06/2005 19/07/2005 08/08/2005 28/08/2005 17/09/2005 07/10/2005

100

Figure 39. Débit mesuré et débits calculés.
Rin : Débit de ruissellement ; Ds : drainage dés sDkar : débit karstique.

6.6.2. Flux bactériens

Un total de neuf averses permet d’ajuster par memdcarrés les calculs aux
observations et de déterminer les valeurs des gdrasndu transfert (fig. 40). Ces derniers
sont reportés dans le tableau 16.

Pour le modéle 9 (Equation 9 voir 5.4.4), les rigsisont décevants car c’est seulement
18% des flux observés qui sont reproduits. L'’hypeth « absence de rétention » ne permet
pas donc d’estimer correctement les flux obsentéseel introduit I'idée que la rétention
bactérienne est effective lorsque le ruissellentesterse un tapis herbacé. Pour rendre
compte de l'atténuation de la rétention avec lglmur du trajet, le modele non linéaire (11)
est introduit. Il rend compte de 87% des flux, ades résidus centrés et ne montrant pas de
biais. Cependant, les stocks mobilisables sont éfesés avec des valeurs qui, a notre
connaissance n’ont jamais été mises en évidencelgmieces de bovins. Le modele (11) ne
peut donc étre retenu dans sa forme actuelle. RO)rI'ajustement est également hautement
significatif mais avec des valeurs des stocks nsatlles des bouses comparables aux
données de la littératdf&'*° Ce modéle montre qu’une part prépondérante defies est

14&Sinton L. W., Braithwaite R. B., Hall C. H., Mackaa M. L., 2007. Survival of indicator bacteriabiovine
feces on pasture, App. Environ. Microbiol., 73(22917- 7925.
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susceptible d’étre retenue dans les premiers métrésjet de ruissellement. On pense que la
forte rétention des premiers metres résulte d'mtense sédimentation des bactéries lors des
premiers instants du ruissellement, durant la ptrassitoire du ruissellement, la ou les lames
d’eau sont organisées en fins filets d’eau et @aideints de contacts avec les premiers
millimétres de la surface du sol sont nombreux.sfjae les flux d’eau s’intensifient, la
rétention serait tres faible, voire négligeablanote cela est mis en évidence par Muirhead,

2006°

NTc(j) Log cfu. | :

y =1.0026x - 0. 0%52

NTo(j) Log cfu.

Figure 40. Flux bactérien observé et calculé.

modéle B w A E r2
m-1 s. S. cfu
d. d.
- - - 10’ 0. 18
@:0[9]
dL
dn 0.17 - - 182 0.84*=
— =-/0n [10
aL £ [10]
dn -a - 4.2 1.5 18° 0.87%
— = n [11]
dL 1+ AL

Tableau 16. Valeurs ajustées des parametres.tBék gotentiel mobilisable des bouses
« fraiches ».

149van Kessel, J. S., Pachepsky Y. A., Shelton DKRBrns J. S., 2007. Survival of Ecscherichia aolidowpats

in pasture and in laboratory conditions, J. Appicidbiol., 103:1122- 1127.
1%0'Muirhead R. W., Collins R. P., Bremer P. J., 200Be association of E. coli and soil particles irerdand

flow. Wat. Soil. Science and Technology, 54(3): -1539.
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6.6.3. Zones sources critiques

A l'échelle du bassin, on peut calculer que 95 & 98u flux total de bactéries est
exporté par les 7 premiers métres de trajet duselisment, longueur correspondant a la
diagonale des pixels du modéle numérique de teriinpar simulation, on supprime les
bouses des premiers pixels jouxtant le réseau gyapbique, la réduction en flux et la teneur
moyenne a I'exutoire sont hautement significativdgec une absence de bouses dans la
premiére couronne de pixels jouxtant le cours d'ésit une absence de bouses sur une
distance de 5 m de part et d’autre du cours d’daugneur moyenne des averses passe de
2500 & 62 cfu. 100 mi. Avec une distance de 10 métres, elle n’est pligsde 6 cfu. 100 ml
! Si on supprime les bouses <15 jours des 5 premiétres, la teneur moyenne de I'exutoire
est de 20 cfu. 100, avec uniquement des bouses > 1 mois, il n'y a gle 4 cfu. 100rt.

On peut calculer que prés de 70 % du volume dselliésnent du bassin versant concerne des
pixels jouxtant le réseau hydrographique.

Si on analyse le devenir des bactéries mobilisé&slelle du pixel, avec par exemple
une hauteuRj; de ruissellement de 50 mm et une distance pareailglb metres, on obtient
des valeurs de concentration bactérienne du rigssent assez élevées, dé 010> ?et 16
2 cfu. 100 ml * pour les trois classes de bouses considérées.v@lears sont assez
comparables & celles de réponses relevées lorsrdasvartificielles*°2

Les bactéries des bouses déposées dans la proxinmtédiate du cours d’eau sont
donc intensément mobilisées par les forts écoulesngm surface qui traversent ces zones.
Les pixels jouxtant le cours d’eau constituent sie@faces critiques de premiére importance,
dans la mesure ou le ruissellement y est respangalnie forte mobilisation et ou le trajet est
trop court pour que la rétention aboutisse a udeation drastique du transfert (fig. 41). Le
régime hydrologique du cours d’eau et notammentalmmgement longitudinal et latéral,
conduisent & une augmentation déterminante duférandes bactéries des bouses vers
'exutoire. Pour les averses dont la période deurell est inférieure a 5 ans, ce sont les
berges du cours d’eau qui correspondent aux zantégues. Lors des averses ou T>5, les
pixels critiques incluent les berges mais aussiféegls de talweg recevant I'eau d’aires
situées plus en amont, dont le périmetre contfiggtiivalent est > 3000m.

151 Muirhead R. W., R. P. Collins, P. J. Bremer, 20Bfsion and subsequent transport state of Esctiemoli
from cowpats. Appl. Environ. Microbiol. 71(6): 2878879.

152 Collins R., Elliott S., Adams R., 2005. Overlardw delivery of faecal bacteria to a headwater quast
stream, J. Applied Microbiol. 99 : 126- 132.
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T<5ans

Figure 41.Zones critiques pour différentes périodes T deureties averses et débits d’exutoire. Pixels noirs :
pixels distants de 5 métres du réseau hydrographRjuels gris : réseau hydrographique.
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7. DISCUSSION

Toutes les eaux de la zone d’alpage étudiée (mussesources, ruissellements) sont
guelque soit I'époque de I'année, trés pauvresugrnments. Teneurs et flux se situent dans la
gamme du bruit de fond naturel et les classiquekesysaisonniers de N et COD sont a peine
perceptibles. En outre, les transferts de MES kanites malgré les signes d’érosion visibles
sur le terrain. Les activités pastorales, bien cpreentrées dans le temps et dans le territoire,
n'affectent donc pas significativement la qualit/gique et chimique des eaux.

La situation est toute autre au plan micral@ajue: la présence de troupeaux sur le bassin
versant est associée a une nette contaminatioteféea eaux de surface. Au cours de la
saison pastorale, les teneurskeooli a I'exutoire sont largement au- dela des stand@nasc
un niveau de base autour de 20 UFC 100',ndles pics atteignant 510FC 100 mnilY). Par
contraste, hors territoire paturé ou hors périodgpdoitation des bovins, les teneurs sont
toujours respectivement basses (<10 UFC 108)ml négligeables.

Le constat d'une dégradation de la qualité microlgioue des eaux en relation avec
des activités de pature, est couramment mis ent gaarles professionnels de I'eau comme
un probléme majeur rencontré dans nombre de teestooués a la protection des ressources
en eau potabfé®. Méme quand il s’agit de territoires utilisés eomparcours extensifs, cette
pollution s’avére actuellement difficile a maitnissi bien qu’il est souvent envisagé de
soumettre les systéemes pastoraux a des contratlifésilement acceptables, voire
globalement de remettre en cause I'élevage dangdless de protections (qui par ailleurs
représentent de vastes surfaces souvent a entyefeas progres de connaissance sur les
risques, les déterminismes et les mécanismes dgpeede pollution diffuse, sont attendus
pour fournir matiere a des diagnostics plus affieéa des pistes d’action plus adaptées. Le
projet PASTOR s'inscrit dans cette perspective. j@gqumnt des approches d’écologie
microbienne, d’hydrologie et d’agronomie, et conalsindes suivis, des expérimentations et
des modélisations, Pastor cherche a apporter wh denconnaissance interdisciplinaire. Le
niveau de synthése des études entreprises estdim va@rsant, échelle opérationnelle pour les
questions de qualité des eatix

Les divers acquis de ce projet seront discutés denshapitre ainsi que certaines
valorisations en termes déduction et de tracage des impacts du paturagk sjualité des

eaux. En préalable a cette discussion, un premémeldppement est consacré a la
construction de la stratégie scientifique et dedidisciplinarité.

7.1. Construction de la stratégie de recherche eed’interdisciplinarité

7.1.1. Une stratégie basée sur un couplage innovatapproches

La contamination des eaux par des bactéries fépad@gnant de troupeaux suppose une
survie minimum de ces populations aprés leur éomsslans I'environnement, et des
stockagesdans deséservoirs environnementaux notamment sur et dans les sols, plus ou
moins durables et susceptibles d’entretenir la arairtation de I'eau. La contamination

153N Schaffter 1999 Impact de I'exploitation des Ajpa sur la qualité des eaux Thése EPFL Lausann).
154 Gril J.- J., Dorioz J.- M.2004 - Des bassins versants de recherches auxdagsirationnels : quels bassins
versants pour connaitre et maitriser les pollutitiffases ? Ingénierie89 p. 3- 16. (84)
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nécessite par ailleurs I'existenceexfractions a partir de ces réservoirs et de transfts
hydriques, c'est- a- dire de processus couplant, émissginskages, écoulements d'eau et
créant ainsi des flux et in fine, des exportati@ansexutoire. L'intensité des exportations
dépend de cette chaine de phénoménes « macroseepigui se développent jusqu’a
I'échelle paysage.

D’autres phénomeénes plus « microscopiques », affect’'état des populations
microbiennes fécales, interviennent. Les bactémsgriques libérées dans I'environnement
subissent un stress lié au passage dans un nolieénfient oligotrophe, correspondant a des
conditions biotiques et abiotiques éloignées dea leptimum de croissance et moins
favorables que celles de leur habitat primairec{tra digestif des animaux a sang chaud). Le
maintien de populations entériques dans I'enviramer@ —surtout dans la durée- dépend en
conséquence de la mise en place de processus\ie'Suet de stratégies adaptatives qui
peuvent aboutir a des changements dasguature génétique des populations

La principale innovation apportée par Pastésulte ducouplage d’approches
permettant une étude conjointe de ces deux cagsgde phénomeénes de nature et d’échelle
différentes. Sont ainsi pris en compte simultanémen

1) d’'une part, les dynamiques associées au trargddt.coli a I'échelle bassin versant; les
études reposent sur des suivis quantifiés du devdas populations &.coli dans
'environnement de montagne, depuis leur introdurctpar les déjections, leurs réservoirs
environnementaux, jusqu’aux transferts vers I'exatdu bassin ; cette approche apporte des
connaissances spécifiques sur les transfertsstiégulations ;

2) dautre part, les processus de sélection etag@iion microbiens révélés par des
changements de structure des populatiofiscdli au cours de la chaine de phénomeénes et
d’étapes assurant le transfert.

Les changements de structure génétique observémipent de générer des hypotheses
relatives au fonctionnement écologique de ces poipals microbiennes dans les écosystémes
prairiaux de montagne. Dans le détail, nos résuttantribuent a caractériser les évolutions de
structure des populatiordE.coli dans les différents compartiments du bassin versaa
comprendre le role du milieu et des durées de atgekvis- a- vis de la sélection et/ou
adaptation de certaines populations lors des &assflls fournissent aussi unesignature
géneétique »spécifique de certains stocks, signature que neoissacherché a utiliser comme
indicateur de l'origine fine des populationsEleoli exportées a I'exutoire.

Ce couplage est au cceur de notre stratégie dercbehet de la construction de notre
démarche interdisciplinaire. D’autres informatioc@mplémentaires sont disponibles dans
Pastor pour compléter I'analyse des « stratégie®@icjues » dé&.coli dans I'environnement
en relation avec la nature fine de ses réservaws@nementaux. Il s’agit de:

1) la possibilité de comparer partiellement I'éwmno des populations B.coli (considéré
comme un modele type de bactérie fécale) et ce#e bdctéries telluriques types
(Pseudomonafiurorescents),

1% Roszak DB, Colwell RR. 1987. Survival strategiésacteria in the natural environment. Microbiol\Re
51:365- 379. Aertsen A, Michiels CW. 2004. Stresd how bacteria cope with death and survival. Rav
Microbiol. 30:263- 273
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2) la prise en considération de souchi&sabli potentiellement pathogénes pour 'homme, les
STEC, dont le comportement dans le contexte pdsist@eu connu .

7.1.2. Importance de la caractérisation du terrain

La caractérisation du terrain d’étude participesads|’élaboration de la stratégie de
recherche de Pastor et fédere les disciplines. eeih est plus qu’'un simple support
expérimental, c’est un modele naturel dont la cphadisation vis- a- vis du phénomene
étudié (un transfert de pollution) représente wultét important et a portée générale. Ce
principe se traduit par le choix d’étudier un bassgersant, objet représentatif du probleme
traité, et par la sélection d’'un site a la fois loggne (un seul mode d’entrée des déjections,
un seul mode d’occupation de sols, la prairie peente, une zone inhabitée et sans
infrastructure...) et hétérogéne en terme de milibiophysiques, avec notamment une
grande diversité et mosaique de sols et de végésatl 'avantage est de disposer a la fois
d’'une unité pertinente en termes de gestion etralesfert, et d’'une bonne variabilité des
conditions et d’intensité de stress physiques, Thies et biologiques, s’exercant sur les
microorganismes entériques introduits avec les ctiéjes. La difficulté est la relative
complexité en matiére d’hydrologie (divers typesadqiliiferes sur un petit bassin).
L’exploitation pastorale ajoute de la complexité mmuisant des effets en retour des
déjections sur les végétations et les sols, a ceurhoyen termes. Dans ce contexte, la
caractérisation du milieu ne peut pas se limitana simple description préalable de chaque
facteur ayant un effet supposé sur la dynamiquecdetaminants fécaux; c’est une véritable
analyse systémiquequi est nécessaire pour cadrer les stratégieshabditionnage et
caractériser les divers niveaux pertinents de bditiés spatiales et temporelles). Un tel
diagnostic a permis a nos stratégies d’évolueriladuf projet pour s’adapter a de résultats
inattendus (notamment la survie prolongée &esoli dans certains milieux étudiés et
'abondance d®seudomonaBuorescents dans les déjections).

7.1.3. Deux concepts opérationnels

Deux concepts nous ont permis de structurer unnd&tg du terrain adapté a la
stratégie de recherche et au terrain d’étude retenu

1) La notion dex faciés pastoral »elle sert a définir les stations de référenceasgntatives
des niveaux et modes d’apports de déjections etaesaintes et stress appliqués au niveau
des sols, sur les bactéries fécales introduites. sTations sont utilisées pour évaluer les
stockages dans les réservoirs environnementauxoet paractériser la dynamique de
dispersion des déjections a I'échelle alpage. Gdanrent, le « faciés pastoral » représente un
milieu type déterminé par des propriétés de salsgsont avérées clés vis- a- vis de la survie
et du stockage des. coli (pH, texture, dynamique de I'eau et matiére orgag)gpar une
couverture végétale donnée qui reflete un moderélguéntation par les troupeaux et se
traduit par un taux de déjections donné.

2) La notion de systeme de transfert»; le territoire du bassin versant est interpoéiéame

un ensemble de compartiments fonctionnels visisade la dispersion et de la dynamique de
transfert dE.coli: entrées et stockages; connexions hydrauliquansport et
exportations. Ces compartiments sont le siege iessdohénomeénes physiques (écoulement,
extraction, rétention...) et biologiques (croissansarvie, adaptation...) qui contrélent
intensité et la nature (structure génétique dexpupations) des flux exportés. Les
phénomenes associés aux transports par les écoutese caractérisent par des cinétiques

98



rapides : la bactérie n'est alors qu’un colloidéatreement inerte. Les phénoménes de
stockage permettent le développement de processasctup plus lents, les processus
biologiques évoqués précédemment, adaptationdeetis@s modifiant la structure génétique
des populations.

7.2. Dynamiques dE.coli dans I'environnement

7.2.1. Dispersion des déjections et entrées Hecoli dans le bassin
versant: modalités et aspects agronomiques

Le troupeau est l'agent principal d’introduction @t dispersion ¢.coli dans le
territoire pastoral. Les entrées s’effectuent s déjections qui sont émises soit directement
dans I'eau de surface, soit sur les sols et lataéga. Dans ces derniers cas le contenu
organique des bouses et la cohésion du substm@ggent temporairement les bactéries
entériques des stress physico- chimiques et bmpleg (compétitions, antagonismes...)
inhérents a I'environnement terrestre.

Les apports directs s’effectuent en des lieux préoéux ou le troupeau traverse les
ruisseaux (sous la conduite du berger) et ou lirslave. Ce mode de contamination des eaux
de surface est souvent considéré empiriquement eomsignificatif>®. Dans le contexte
étudié, ce mode d’apport ne semble pas prédomitaneé détermine que de petits pics de
contamination, de courtes durées et bien identdgba I'exutoire, lors des étiages. L'effet
protecteur du substrat organique des bouse£smli est moins évident en cas d’apports
directs au réseau hydrographique du fait de lagitégation qui s’opére dans I'eau courante.
Le stockage est de ce fait éphémere, ce qui po@xpliquer la faible durée des épisodes de
contamination.

L’apport de déjections sur les sols et les véggtatise concentre sur une relativement
courte période estivale (différence /plaine) etffeue selon une distribution spatiale et
temporelle complexe qui n'est que partiellementtige. Les quantités et la dispersion,
constituent les déterminants clés de la variabdé@d’intensité de la contamination des eaux,
en période de crue. De ce fait, toute modélisaliétierministe des transferts de contaminants
fécaux des troupeaux aux sols et aux eaux impliqglee définir la variable
d’entrée « déjections ». La simplification reterzansiste en général a définir un stock de
bactérie uniforme et homogene sur la surface pasten relation avec la charge a I'hectare.
Dans ce cadre, la dispersion et la diversité dderaotions locales entre bouses et
ecoulements, pas plus que l'effet de la dessiatgdiogressive, ne sont pris en considération
alors qu’il s’agit de facteurs importants, contrild’ extraction des cellules par I'eau en
mouvement (réle de I'état physique des bousesgderhgie cinétique) et le transfert ultérieur
des bactéries (connexion hydraulique et effets targors du transport).

Les observations réalisées a Bise confirment qudidt&ibution des déjections est
hétérogéene et évolutive, avec un patron spatisdreporel bien entendu lié aux parcours des
troupeaux. Dans un systeme extensif, ceux- ci rdgana la fois a des choix en terme de
planning global de paturage et dans ce cadre, mpadement local des animaux en fonction
notamment de la nature et de I'état de la végdtaparamétres qui dépendent en retour des
taux de déjections antérieurs. Concretement, orrebsionc une distribution des déjections

1%6 (Meals D. W., D.C.Braun (2006). Demonstration ofthods to reduce E. coli runoff from dairy manure

application sites. J. Environ. Qual. 35:1088- 1100.
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aléatoire a I'échelle de la station mais organiaé&échelle alpage et selon les facies
pastoraux. Dans un autre systeme de paturage,imgissif, par exemple avec paturage
tournant, la distribution des déjections seraifédénte a la fois dans le temps et I'espace,
générant en conseéquence une toute autre potentaliransfert.

La modélisation développée dans ce projet integr@olible variabilité de distribution
des déjections décrite précédemment, grace a degEhies de facies pastoraux et a des
parametres indiquant l'intensité locale d’introdoot et de disparition des bouses. La
modélisation prend aussi en compte I'évolution ‘d@al physique des déjections avec le
temps, sous l'effet des remaniements par les iesemprophages, du dessechement ou du
gel, ou encore de leur dispersion lors des avetsésolution physique conduit ainsi en
guelques semaines d’été a une réduction du voluesebduses de 90% et fabrique un
matériau résiduel sec, plus ou moins hydrophologiiet’avére expérimentalement peu apte a
contaminer des eaux de surface, malgré un contaetaren persistant non négligeable.

7.2.2. Les réservoirs environnementaux €.coli

Nos suivis permettent d’identifier, en vraie gramdet en conditions de pleins champs,
les lieux de stockage clés des populations.abli. Deux types de situations différentes
représentent ainsi un réservoir assurant une setvia stockage significatif: (1) sur le sol, les
amas organigues constitués par les déjectionstesceil s’agit destocks primaires et (2)
dans les déjections desséchées et dans la matg®l$, il s’agit dstocks secondairesCes
2 types de stocks se différencient par leurs effe(teneurs mais surtout quantités totales),
leurs dynamiques (évolution au cours du temps)sttacture génétiqgue des.coli, la
persistance des souches STEC, et leurs potenéi@srdamination des eaux (extractibilité des
E.coli par des écoulements).

7.2.2.1. Les déjections: un stockage transitoire ngsignificatif en terme de risque de
contamination.

Les déjections, dans I'environnement étudié, s@a# kieux de survie et de stockage
significatifs mais transitoires B'coli (1 a 2 mois I'été) avec une persistance hiversaies le
manteau neigeux, hors gel, jusqu’au printemps &eit6 mois) A l'inverse, en se référant
aux travaux antérieurs portant sur les végétatiwasiales de la région, on peut avancer que
la survie sur la végétation souillée est trés BeirY .

Les conditions topo- climatiques qui, en montagne, introduisent des contrastes
marqués dans l'intensité de certains facteurs déesteconnus, comme la sécheresse et les
UV, ne semblent pas, dans notre contexte, inddrdifierences significatives d’évolution du
contenu bactérien des bouses entre nos siteseaquoaucun véritable extréme (tels qu’adret
/ubac, ou combe a neige...) n'a été testé. En faibpi tant que I'amas organique persiste-
méme quand il ne s’agit plus que de débris orgasigle contenu eB.coli des bouses reste
élevé et assez stable - autour decilules /g matiéres séches, soit autant que ldaestum
des animaux . Cependant, le vieillissement desdsoas traduisant par une perte de masse,
les quantités totales de bactéries stockées dimiquegressivement. Une légere réduction de
la diversité génétique des sous- populations acagm cette évolution physique, traduisant

157 (Trévisan et alYREVISAN D., VANSTEELANT J.Y., DORIOZ J.M., 2002 u8vival and leaching of

fecal micro- organisms after slurry spreading oruntain hay meadows : consequences for the managefen
water contamination risk. Water Resear@®, 275- 283.
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une premiére sélection adaptative qui se réaliseqeelques semaines. Toutes ces
observations soulignent bien que la persistanceEdmli dépend étroitement de son
association avec le substrat organique des dépsctibd’'une forme éffet protecteur qui en
résulte.

Un comportement analogue est observé pouEleoli STEC et pour leBseudomonas
fluorescents: les populations se maintiennent atelesurs constantes tant que la bouse ne
disparait pas. L’abondance systématique Reudomonadiuorescents, espéce réputée
tellurique, a des teneurs élevées dans les boesksrectum) est une observation inattendue.
Plusieurs hypotheses peuvent étre formulées. T@liodl, on peut supposer que ces
populations rhizosphériques puissent étre inggréetes animaux lors du paturage et seraient
capables de survivre a des pH acides lors de lassgge au travers du tractus gastro-
intestinal, méme si elles présentent un pH optinealtre. Mais on peut aussi envisager qu'il
existe, dans les déjections bovines, des popukaparticulieres d®seudomonafuorescents
(notamment deBseudomonas aerugingsdifférentes de celles retrouvées dans les bis.
analyse de la structure génétique Bssudomonafluorescents dans les bouses et dans les
sols, permettrait de vérifier s'il s'agit effectiment de populations différentes.

L'importance dd’état physique des apports organiquessur la survie des bactéries
fécales est signalée par Vansteelant (2883) propos du lisier et des boues de station
d’épuration apres épandage sur prairies. La statbm d’amas organiques de taille
centimétrique sous l'effet de la dessiccation, &favun facteur favorable a la survie des
entérobactéries a la surface des sols. Les congliont encore plus favorables a la survie en
cas d’apports par le paturage puisque les déjectomstituent des amas organiques d’un
volume local bien plus important, apportés en paligr lors de périodes de forte dessiccation
(été). Cette difféerence ne suffit pourtant probai®at pas, a elle seule, pour expliquer le fait
couramment mentionné, parfois expériméhtéque le paturage induit un risque de
contamination supérieur aux épandages. Le patuiragéque des entrées de déjections
continues sur de longues périodes associées aidasoacentrations locales en relation avec
le comportement animal, ce qui pourrait accroi@r@iobabilité de transfert des contaminants
fécaux vers les eaux.

La stabilité physique des résidus de déjectionséidees et de leurs contenus a d’autres
conséquences potentielles. Les souches STEC seienaent sur des durées suffisamment
longues (2 mois) pour envisager, une fois la balesséchée et fragmentée, le risque d’une
auto- contamination du troupeau (porteurs sains)up& ingestion involontaire de deébris
organiques. Ceci attire notre attention sur l'intapnce des facteurs pouvant favoriser la
dispersion et la survie des bactéries fécales, dsbme d’animaux coprophages (insectes en
particulier) ou conditions météorologiques contndldévolution de I'état physique des
déjections. La persistance hivernale des résidwgpketion et dek.coli associés, pourraient
étre a tester dans ce cadre, en fonction du rasamtient des activités et dynamiques.

L’hypothése de conditions assez favorables a lsiesud’E.coli cultivables dans les
bouses, en surface du sol est donc validée. Umgdirage en termes de durée, de quantité et

158 VANSTEELANT J.Y.2004 Risques microbiologiques liégax épandages de boues de STEP et d'effluents
d’élevage.- Thése- Recherche de référence pourzdeses de montagne. (Univ. Chambéry — ADEME).
Soutenance dec

159 vinten A.J.A., Douglas J.T., Lewis M.N., Aitken NI, Fenlon D.R., 2004. Relative risk of surface avat
pollution by E. coli derived from faeces of graziagimals compared to slurry application. Soil usenay.
20:13- 22.
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de dispersion spatiale de ce stock primaire efisé&aour notre site d’étude. La suite consiste
a s’intéresser aux stocks secondaires présentdatasgsls, pour notamment comprendre dans
guelle mesure et selon quelles modalités cettaesprimaire peut servir de sources pour une
contamination secondaire des sols et des eauagit aussi de discuter de la possibilité que
ce premier stockage soit aussi une étape de atri certaines (sous) populationg.dtoli
adaptées a la persistance dans des milieux plyst@phes que les matieéres fécales.

7.2.2.2. Réservoirs secondaires sols : des popidas « naturalisées » et en équilibre
avec la capacité biotique des sols rhizosphériquesargileux

La mise en évidence de la persistance et de ldlitgtatelative de populations H'.coli
cultivables dans les sols étudiés va a I'encontieabnnaissances acquises et des hypotheses
initiales. Nous enregistrons en effet une véritableaturalisation » de populationsEdtoli
dans les sols au niveau: 1) des premiers cm desuldace du sol (rhizospheére)
indépendamment de leur état trophique (I'écarthiagyee testé est important entre la Nardaie
sur sol acidifié et le reposoir a Rumex sur sa &atrophise) : 2) d’horizons plus profonds,
argileux et confinés (a circulation d’eau lentedet ce fait temporairement anoxiques). A
l'inverse, dans les horizons profonds et filtrdatprésence ¢.coli est sporadique, liée a des
déjections récentes et probablement contrdléegsardnditions édaphiques. La souche STEC
montre un comportement particulier: alors qu’elggiste dans les déjections, elle ne survit
dans aucun sol de fagon prolongée. Les STEC nedsort détectés dans les réservoirs sols
gue temporairement et uniquement en dessous detidagrecentes.

Une survie temporaire (souvent quelques semaines)ogulations de contaminants
fécaux dont.coli, dans les sols a l'issu d’épandages de lisierutee goroduit organique, est
bien connue, y compris dans les sols de la régia@survie est tres dépendante des conditions
d’humidité des sols, des textures... elle est fageridans les matériaux a fortes teneurs en
matiéres organiques du fait d’'un meilleur état higpe. Avery et al. (2004%°, dans une des
rares études - a notre connaissance- consacréaievia de bactéries fécales en zone paturée,
enregistrent une persistanceEdoli dans le sol pouvant atteindre 5 mois. Il est égate
bien établi que, d’'une facon générale, la préselecaerégétaux et de racines a un impact
majeur sur I'écologie des bactéries du'%pla rhizosphére représentant un habitat microbien
spécifique favorable, du fait de I'abondance d’'ebda racinaires qui permettent certes des
proliférations de bactéries telluriques mais alessurvie de certains pathogenes de 'homme
ou de I'animal. D’autres propriétés de la rhizogphgemblent au contraire pouvoir limiter
cette survie: divers auteurs mentionnent la prodnal’antibiotiques bactériens (tels que les
phloroglucinols) au niveau de la rhizosphéere gfeaéraient la survie des entérobactéries
notamment c&.coli.

Le résultat inattendu n’est donc pas la survieguegitielle de populations decoli dans
la zone de surface riche en racines et matierempges et dans les horizons de sub- surface
argileux, mais la stabilité des teneurs enregisttéatour de 10cellules §* MS sol) et donc
des stocks, tout au long de la saison, hiver canprdépendamment des entrées et de leurs
variabilités stationelles et saisonniéres, indépamdent du type de sol et de végétation, de la
proximité géographique de déjections récentes (saia$ exceptions).

180 Avery S.M., A. Moore, and M.L. Hutchison. 2004 t&€af Escherichia coli originating from livestocketces
deposited directly onto pasture. Lett. Appl. Midab38:355- 359.

%1 Troxler, J., M. Zala, A. Natsch, Y. Moénne- Loccend G. Défago. 1997. Autecology of the biocontrol
strainPseudomonas fluoresce@$1A0 in the rhizosphere and inside roots at lateges of plant development.
FEMS Microbiol. Ecol. 23:119- 130.
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La structure génétiquede ces populations s’avere spécifique et bierdiffte de celles
des populations des bouses, avec notamment dastatems les moins fréquentées par les
animaux, I'existence d’un profil dominant. Tout cpermet de proposer I'idée que les stocks
secondaires sont constitués Beoli naturalisés. Cette possibilité pobrcoli de s’installer
durablement dans certains sol est un fait relateremnouveau, mentionné par peu
d’auteurs®®%%et caractérisé de facon détaillée dans le cadpeajet Pastor.

Le concept decapacité biotique semble convenir pour rendre compte de cet état de
quasi- stabilité observé durant 2 années consé&sutiv rend compte de I'existence pour
certains types de microorganismes d’un équilibneadyique associé a une capacité d’accueil
limitée du milieu. Une inoculation supérieure aeatapacité limite la survie des populations
nouvellement introduites (contraintes d’acces autximents, colonisation des macropores ce
qui expose au lessivage et a la prédation...). leveesnt, au dessous d’une certaine densité,
la population ne se maintient plus, d’ou la stébities teneurs. Un tel comportement contraste
avec celui de®seudomonafiuorescents dont les effectifs, qui sont toujol@sa 1000 plus
élevés que ceux B colidans les méme situations de milieu, sont tresuarnds, signe d’'une
stratégie totalement différente, de type « oppastans.

La capacité biotique permettant la naturalisaties &.coli semble dépendre de
caractéristiques bien différenciées des horizonsc@més en l'occurrence, fortes teneurs
organiques indépendamment de l'acidité, ou textiére argileuse. Ceci suggére une survie
durable associée a la combinaison de conditiorsigbes favorables (molécules organiques
simples...) et de facteurs structuraux déterminastrdierosites permettant d’échapper a la
prédation et aux autres interactions biotiques meges comme prépondérantes dans le
contrOle des populations introduites. L’absenceetition observable dans le cadre des suivis
disponibles, entre ce stock naturalisé et la pEseacente (mois) ou I'abondance moyenne
annuelle de déjections, suggeére, soit des trassfen intenses mais sur le long terme, soit
des transferts s’opérant hors de la fenétre sais@nd’observation intensive. La dispersion
des déjections vers la matrice du sol pourrait artiqulier résulter, non seulement de
I'activité de la faun®* mais aussi de transferts hydriques particuliéreraetifs en montagne
en période d'imprégnation générale des sols paulte fonte des neiges.

Il existe donc une population decoli naturalisée et pérenne présente dans tous les
horizons de surface des sols de la zone paturéeemgiobserve pas hors de cette zone et ne
s’estompe pas pendant I'hiver. Le stock ainsi daréstest quantitativement largement
supérieur a celui des déjections (environ 1000ghis grand).

La spécialisation et la naturalisation de popufetidans le sol semblent nécessiter 1)
une inoculation continue de bactéries, 2) la présele microsites refuges 3) I'apport régulier
de substrats organiques et 4) un laps de tempsantffpour que les populations ainsi
protégées et alimentées puissent exprimer un mé&mai®o adaptatif. Ces conditions sont

162¥Byappanahalli, M. N., R. L.Whitman, D.A.Shively, M.Sadowsky, and S. Ishii. 2006. Population stregtu
persistence, and seasonality of autochthorigscherichia coliin temperate, coastal forest soil from a Great
Lakes watershed. Environ. Microbiol. 8: 504- 513.

183 ZIshii, S., W. B. Ksoll, R. E. Hicks, and M. J. Sadiky. 2006. Presence and growth of naturalized
Escherichia colin temperate soils from Lake Superior watershéggl. Environ. Microbiol. 72: 612- 621

14 williams A.P., L.M. Avery, K. Killham, and D.L. J®s. 2007. Survival dEscherichia coliO157:H7 in the
rhizosphere of maize grown in waste- amended $oflppl. Microbiol. 102:319- 326.
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réunies dans le cas de prairies paturées ou laebests un facteur de co- introduction
chronique de bactéries et de substrats protectélais.les mécanismes de cette naturalisation
et I'état de cette population soumise a des stgsstés mais qui reste en partie au moins
cultivable, restent a investiguer. La mesurd’ebgression de genes marqueurdes phases

de croissance et stationnaire deézoli semble, d’'aprés les résultats de notre recherche
meéthodologique, représenter une piste prometteusel’gtude de ces phénomenes.

7.2.3. Analyse de la structure génétigue des poptilens d’E.coli : mise en évidence de
populations présentant des comportements écologigsiaifférents dans les réservoirs
primaires et secondaires

L’étude de la structure génétique des populationB.cdli dans les différents
compartiments étudiés confirme la complexité gdeérant reportéd® des populations
naturelles cE. coli: 22 allelesuidA différents sont observés par PCR DGGE, autant #&ns
matiéres fécales initiales que dans les diversrrése environnementaux. Undiversité
importante des populations pathogends.abli est également décrite puisque, sur 75 isolats
STEC, 8 clones différents appartenant a 6 sérotyiséiacts sont obtenus.

La diversité est plus faible dans les matieresléscd’animaux sauvages (bouquetins,
marmottes, renards). Tous les all&lé$A observés chez ces animaux sauvages sont présents
chez les bovins voisins ce qui permet d’envisagghhnge de populations Elcoli entre
animaux a sang chaud dans l'alpage, via I'ingesdmidentelle de débris de matieres fécales.

La structure génétique des populationk.doli varie selon les conditions et lieux de
survie Comme signalé précédemment, la diversité infrafipéei des populations cultivables
d’E coli diminue déja légerement au cours du vieillissententa bouse, probablement en
relation avec un premier niveau de sélection caatiau déclin de certains clones et/ou leur
entrée dans un état viable mais non cultivable (CZBN_.a comparaison de la structure des
populations d&.coli issues de matieres fécales, suite a une extradiioote de ’ADN ou a
une culture d’enrichissement, suggere d'ailleurg gertaines sous- populationsEdoli
seraient dans un état VBNC dés le rectum puisagenf plus fréquente, lors du vieillissement
de la bouse.

Nos travaux mettent aussi en évidence la capadté&attaines sous- populations
d’E.coli a s’établir durablement dans des sols.dJan stations peu paturées (marais, nardaie)
ou l'apport de bouses en surface est trés limitéee atructure similaire de population
naturalisée est observée dans tous les échantiflnssols, suggérant I'existence de
mécanismes de seélection/adaptatio&.cbli aux conditions oligotrophes de ces sols. Les
sous- populations STEC a l'inverse, ne persistantgilleurs que dans les déjections (1/4 des
bouses est contaminé). Elles sont fréquentes d@snsadux recueillies en été a I'exutoire du
bassin versant (signal positif par PCR sur les ge&sie sur I'ensemble des échantillons).
Toutefois, la caractérisation moléculaire de soscBdAEC isolées sur l'alpage a révélé
gu’'aucune ne présente les génes de virulence eds efui semblent requis pour I'expression
de la pathogeénie.

7.3. Acquisition de la charge erkE.coli des eaux de surface: des réservoirs
environnementaux (stocks) aux eaux, a I'exutoire dbassin versant.

Le transfert dE.coli des stocks a [I'exutoire résulte de mouvementsraaxé
(ruissellements) et de mouvements verticaux (mafibns, percolations) de I'eau,
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mouvements qui transferent des flux d’eau et deébias différents. Ainsi, durant la saison
pastorale, I'écoulement de base du bassin de Bsec# a des mouvements verticaux d’eau,
représente environ 80% du volume acheminé a I'ésgjtpour une contribution au transfert
de bactéries d’a peine 5%.

7.3.1. Flux verticaux

Plusieurs états du systeme étudié traduisent texie de transferts verticaux de
bactéries, associés a des flux de percolationedel

- 1) Au niveau du sal les évolutions des stocks de bactéries fécalas tes horizons
profonds sont différents selon le comportement ilgyer des sols.

- Les seules situations de notre site d’étude @l mgulations & coli se maintiennent
durablement en profondeur dans le sol, dans unandigue de stock pilotée par la capacité
biotiqgue du milieu, sont des horizons argileux actonnements confinés (donc relativement
riches en matieres organiques et en eau, donc mmnien termes de stress trophiques et
hydriques).

- Dans les situations d’horizons profonds drainarignctionnement ouvert (tels les matériaux
a forte porosité d’assemblage du céne de déjeatiormncore les horizons de sols acidifiés et
perméables) les stocks bactériens sont transiteire® s'observent que lorsque les bouses
sont présentes a la surface des sols. Les pomdapeesentent dans le sol offrent des
caractéristiques enzymatiques pouitaD glucoronidase voisines de celles des déjections
D’autres approches confirment I'existence de tramsfverticaux des.coli, des bouses
récentes vers ces horizons : la comparaison gé&eetgsE coli (clonage séquenccgage) ; la
DGGE- uidA et la comparaison des profils PFGE deckes STEC isolées de féces et de sols
drainants sous- jacents. Lds. coli STEC, utilisées comme traceur des mouvements
bactériens, sont clairement mises en évidence dasssituations particulieres d’horizons
profonds connectés a la surface par les mouvendégds, tant que des matieres fécales sont
présentes a la surface des sols.

Tout ceci atteste I'existence de mouvements verticde E.coli attribuables a un transfert
hydrique a partir des déjections. Dans ces horizpnfonds les conditions de survie sont
moins bonnes que dans les milieux confinés équitalésubstrats carbonés plus limités,
stress hydriques et/ou toxicité aluminique). Ledome@s bactériennes introduites en
profondeur par les lames d’eau de drainage, ne gméudlonc pas y persister, car ne
rencontrant probablement ni les microsites ni lesddions minimum requises pour leur
activité metabolique.

- 2) Au niveau bassin versantertaines évolutions teneurs Ercoli - débits semblent
lites a des transferts verticaux. C'est le cas ples de teneurs ek.coli enregistrés a
'exutoire en fin de tarissements, plusieurs joapeés les crues estivaleSes pics sont
guantitativement significatifs puisqu’ils représamit environ 10% du flux total de coli de la
période estivale. Leur développement dans le tg@piebit constant ou un peu décroissant)
est analogue aux variabilités bactériennes obsgretecondition de laboratoire, en sortie de
lysimétres ou de colonnes de $bisLa forme du phénoméne est d'ailleurs assez tgpitps

1853, - B. Kim, M. Y. Corapcioglu, 2002. Contaminargnsport in dual- porosity media with dissolvedantic
matter and bacteria present as mobile colloidsnawf Contaminant Hydrology 59 267-289.
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transferts colloidaux par advection — dispersionr{tée et descente progressivés)Dans la
mesure ou ces transferts nécessitent une porasitéatériau suffisante pour permettre le libre
passage des colloides et cellules bactériennamigerl ainsi les phénomeénes de rétention
bactérienn®’, on peut raisonnablement penser que les sectentsbrant & ces transferts
correspondent aux terrains les plus perméablesadeohe pastorale (cone de déjection,
€boulis grossiers fixés). C’est précisément dante csituation que les fluctuations
guantitatives des populations bactériennes degdnwiprofonds et leur signature génétique,
indiguent des mouvements verticaux d’eau.

7.3.2. Flux latéraux

7.3.2.1. Effets du ruissellement sur les divers t@s de stocks et relation flux- stocks

Les mouvements latéraux de I'eau sont a l'origieel’dssentiel du flux bactérien a
I'exutoire. lls correspondent majoritairement a tlesisferts associés aux ruissellements de
surface et sub- surface, fonctionnement assezugpigs contextes de praffie

L’importance quantitative de la contribution dussellement au débit en période de
crue, est clairement mise en évidence par le stild tragcage géochimique de I'écoulement a
'exutoire. Les flux de bactéries associés sontendpnt d’intensités tres différentes selon
I'origine du ruissellement, du a la fonte des ngiga lié a I'activité hydrologique de sources
variables a la faveur de pluies estivales Une aeatlétaillée montre gu’il n’existe pas de
relation directe simple entre flux &ecoli a I'exutoire et stocks sur le bassin.

Dans le cas des masses d'eau transférées lorsfoetéades neiges, les concentrations
sont faibles, de 1 a 10 / 100ml un ordre de gran@i®Q0 a 10 000 fois inférieur a celui des
crues de la période pastorale. Ces faibles tertmsr®aux ne sont pas liées a un effet dilution
(les teneurs sont du méme ordre de grandeur dipfirs de 'automne précédent et le débit
en période de fonte est inférieur a celui des ces@isales). Les teneurs s’expliquent non plus
par I'absence de stocks mais par la faible labdé@é&eux- ci.

- Les stocks de bactéries naturalisées dans teusolizons rhizosphériques de surface
des stations pastorales, sont peu mobilisableggréndur importance quantitative, malgré
limprégnation générale d’eau et la généralisatiarruissellement lors de la fonte des neige.
lIs ne semblaient pas I'étre non plus par percmtatians les sols drainants. Notons enfin que
pour des surfaces de sols exemptes de déjectmmsiskellement expérimental obtenu sous
pluie simulée, s’est également révélé trées peugéhanE.coli (en moyenne seulement
guelques cellules pour 100ml). Seule une fractidimie du stock situé dans les premiers
centimétres de sol est donc susceptible d’étre béisé@e par le ruissellement.

- Les stocks bactériens des résidus de bousesndd’Hiver sont également peu
mobilisables, bien que celles- ci renferment unantjté dE.coli non négligeableC’est
probablement I'évolution de I'état physique des algépfécaux avant I'hiver, qui rend leur
contenu erk.coli peu extractible par le ruissellement.

1% Hendry, M. J., Lawrence, J. R., Maloszewski, P99 Effects of velocity on the transport of twactsaia
through saturated sand. Ground Water 37 (1), 102~ 1

17 Coats, K. H., Smith, B. D., 1964. Dead- end partime and dispersion in porous media. Soc. Pet. Eng
73— 84.

188 Collins R., 2003. Fecal contamination of pasteraflands. J. Environ. Qual., 33:1912- 1918.
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En fait, les seulstocks labilessignificatifs se trouvent dans les bouses fraicdm@m
déposées. Nos calculs issus de la modélisationremirque ces bouses expliquent I'essentiel
du flux bactérien. Plusieurs autres faits corrobbre résultat, notamment la relation établie
expérimentalement, entre intensité des exportatiaasériennes fécales et vieillissement des
bouses. La progression aval amont de la contaramatarE.coli des eaux courantes lors de
I'arrivée des troupeaux, parallélement a I'accraissnt de al zone péaturée, constitue un autre
élément de démonstration. Enfin et surtout, nogpations des information fournies par
I'étude des signatures génétiques: Besoli de I'exutoire offrent toujours des profils DGGE
tres proches de ceux provenant de déjections Exdguelques semaines) qui de ce fait
apparaissent bien comme la principale source deconation de I'eau a I'exutoire.

7.3.2.2. Zones contributives hydrologiques et « smes critiques » du bassin versant.

Une part seulement du bassin versant, les sount&gues, contribue au transfert
d’E.coli vers I'exutoire lors des épisodes clés que somtcleies. Ces sources critiques
présentent a la fois du ruissellement et un stogkbdctéries fécales extractibles, deux
caractéristiques qui varient selon I'’époque dené&m la topographie et la météorologie. |l
peut dailleurs exister un lien entre ruissellemesit stock extractible puisque le
fonctionnement hydrique est, dans une certaine regsu facteur de qualité des herbages et
donc de distribution des déjections.

La quantité totale de bactéries susceptibles d@tteites par les écoulements évolue
fortement dans le temps et dans I'espace. Elle demiees élevée durant toute la période
estivale en relation avec un apport quotidien emsbs fraiches par le troupeau mais décroit
rapidement dés le départ du troupeau, avec le ageldes bouses. Le stock perdurant pour
toute la saison froide jusqu’a la période de fquriataniere est peu labile. Le facteur labilité
du stock associé au déjections est crucial : iligdp la forte réponse du bassin étudié a la
présence ou absence du troupeau, en I'occurremoeehtuation des exportations a I'exutoire
de bactéries fécales dés la mise en pature dexcearét un retour rapide a des teneurs faibles
dans la quinzaine qui suit le départ des troupeaimsj que le faible niveau de contamination
en fonte des neiges malgré un ruissellement quésérglisé. Ce comportement est
probablement typique des systémes extensifs.

Les simulations réalisées dans le cadre de l'alp@gBise montrent que, lors des crues
estivales types, la quantité de bactéries extratemobilisées, i.e. la quantité de bactéries
mises en suspension dans les lames de ruissellemexportées, ne représente en fait qu’'une
part infime du total des bactéries extractiblefatessemble des bouses, de I'ordre de quelques
% a %o soit quelques dizaines a quelques centamé®ulses (environ une a deux journées de
déjection du troupeau). La surface des zones tonitres est restreinte (a peine quelques
Ha). Elles sont situées soit dans I'environnementhe (quelgues dizaines de metres) des
berges des cours d'eau permanents avec de faildeedes de retour et sont plutdt
concentrées dans les secteurs avals du bassimiyessié associées aux exutoires de talwegs
plus en amont, de période de retour plus fdreefacteur crucial pendant la saison pastorale
est I'extension des zones contributives dans lae zpastorale (zones hydrologiquement
actives du fait de la saturation en eau des sols).

Les mesures correctives pour le contréle et latditiwn des flux doivent étre adaptées
en fonction de ces connaissances sur les zoneshtives et leur évolution saisonniere
(extension, distribution et de densité de bousasHes...). Pour le bassin de Bise les zones
contributives déterminantes et qui probablemerdrfide niveau de la contamination moyen,
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sont celles qui présentent la probabilité la pllevée de ruissellement et la fréquentation la
plus réguliere par les animaux.

7.4. Essai de synthese: régime d’exportations etssgme de transfert.

7.4.1. Le systeme de transfert’de.coli a I'échelle bassin versant.

La base de connaissance disponible, a partir déorPas de la bibliographie est
suffisante pour tenter de conceptualiser le fomctgment d'un bassin versant pastoral en tant
gue systeme de transfert d'un polluant bactéBergli. Cette opération consiste concrétement
a construire une représentation simplifiée de &blijassin versant qui permette d’associer
gualitativement, fonctionnements clés (tels queplesessus impliqgués dans le stockage et le
transfert), compartimentation fonctionnelle et négi d’exportation a I'exutoire (intensité
durée, fréquence, type de signal...).Le schémaoggntegre a la fois les fonctionnements
mis en évidence a Bise et les hypothéses constraipartir de la littérature disponible.

Quelque soit la pollution considérée, kysteme de transferffig 35) résulte
principalement du couplage entre: des processuasguirent la dispersion et la répartition du
polluant dans l'espace et dans le temps, des @osegui contrélent son stockage, sa
transformation éventuelle, et des processus rétlisdaransfert vers I'exutoire. Dans ce cadre,
la structure du bassin versant est interprétée @ram ensemble de compartiments de
stockagedu polluant, avec des localisations préférentielpgs exemple au niveau des sols
et/ou des sédiments. Les divers stocks sont plusans mobilisés par les diverses modalités
d'écoulements des eaux et plus ou moins connegtiéslbgiquement a I'exutoire, selon leurs
positions vis a vis des zones hydrologiguementvestidu bassin. Le signal enregistré a
I'exutoire est le résultat combiné de la dispersibgs dynamiques de stockage, de l'action
extractante des eécoulements sur les stocks et fiets elu transport dans le réseau
hydrographique. Ces composantes du fonctionnement @dépendantes mais leurs
variabilités peuvent relever en partie de détersni@is communs (saison..). En outre, pour
nombre de polluants, le transport n'est pas un g@néme passif: il existe souvent des
possibilités de rétentions (sédiments, biofilmt.jle transformations de la charge polluante.
L’intensité de ceux ci dépend du temps de transtede I'hydrodynamique.

Dans le cas de pollution étudiée (fig 3@, circulation et le comportement des
troupeaux pilotent lesntréesde E.coli associées aux déjections. Le bassin versant dlecuei
divers stocks durables deE.coli dans divers types de réservoirs environnementaux
(déjections, rhizosphere, certains sols, aquiferespdant ces stockages, divers processus
biologiques a cinétique lentes (mois) se dévelopfmmvie, adaptations écophysiologiques,
modifications de la structure génétique des pofmurat..). Les stocks semblent interconnectés
par des transferts hydriques et biologiques. Edm phénomeénes associés aux transports par
les écoulements se caractérisent par des cinétigyeédes (jours); la bactérie n’est alors
gu’'un colloide relativement inerte et plus ou moawégé a des éléments organiques et
minéraux.
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Fig. 35. Organisation générale du systéeme de wariin polluant.

7. 4.2. Facteurs de variabilités du fonctionnemerdt couplages de processus

La matiére organique fraiche ou humifiée joue un réle clé dans I'élation et
I'évolution des stocks environnementauxkElecoli. Elle permet les stockages de relativement
longues durées (mois) au niveau des déjectionsratdde en partie la capacité biotique de
certains horizons de sols pour les stockages deldrggues durées (années). De nombreux
points restent a éclaircir au sujet de ces mécasste stockages mais il semble qu’une
attention particuliére devrait étre portée a : '&ydlution de I'état physique des substrats
organiques constituant les déjections qui condi@hextractabilité par les écoulements 2)
l'effet du gel et de la couverture neigeuse (quurpat rallonger la durée de certains
stockages). Enfin, la contamination des sols dg#péet probablement des eaux) existant
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depuis des siécles, on peut s’interroger sur usipleseffet spécifique due a l'ancienneté de la
présence de troupeaux.

Le stockage dans I'environnemende E. coli n'est pas un phénoméne homogene: il
existe des différentiations en termes d'époqueaidisation et de propriétés (fig.36). Nous
avons distingué a Bise: letsocks éphémeregius a l'injection directe de bactéries fécales
dans les eaux courantes (accés des animaux ddeejjwdesstocks primaires, transitoires,
associés aux déjections sur les sols, abondanisnsent pendant la saison pastorale,
relativement facilement mobilisables surtout peteapeurs dépots, mais décroissant et peu
durables, et enfin destocks secondairesabondants, stabilisés mais peu labiles, situés dan
certains horizons des sols. Un stock significatfippait également, en théorie, exister au
niveau des sédiments et des biofilms dans lestisiisaou I’hnydrodynamique s’y préte, c'est-
a- dire hors régime torrentiel. Tous ces stock& @eli bien qu’ayant une origine commune,
ne présentent pas exactement les mémes sous- pompsilbactériennes puisqu’un stockage
durable s’accompagne d’une évolution dsttacture génétiquedes populations.

Le ruissellementnotamment sur zone imperméabilisée du fait dunmétient et sur sol
saturé en eau, apparait comme l'agent essentiglrdttion des bactéries fécales. Les stocks
labiles dans ce contexte sont situés en surfacesdiss Le mécanisme présumé est un
détachement et une mise en suspension de bacfé®es ou non sur un support. La
prédominance du ruissellement n'exclut pas uneribotibn de linfiltration dans le cas de

sols perméables.

D’'une facon générale efficacité des extractions dépend de la relation bactéries-
supports et donc de la nature et de I'état physitgueelui ci. L’extraction peut étre trés faible
malgré des stocks élevés: dans la zone étudiée lEesas des stocks des horizons
rhizosphériques ou des bouses desséchées. La orasdp des sols, les phénoménes
d’adhésion, la cohérence physique et la mouillgbildes matériaux, sont autant de
phénomenes susceptibles d’expliquer des faibleteraants d’extraction par les écoulements.
La baisse de l'extractibilité observée lors du lissement des déjections est décrite dans
d’'autres contexté&®. L'effet est peut étre exacerbé en conditions datagne, compte tenu
du fort rayonnement UV, par ailleurs bien connu gmrfacteur de mortalité des bactéries a
la surface des végétatidis des solS* et des bousé&.

Lesfacteurs de variabilité du fonctionnement de systeme de transfert (fig.r8@vent
donc de 3 grandes catégories : circulation despeaux, état des divers types de stocks,
nature des écoulements préférentiels. Les conditigdrologiques constituent une source de
variabilité supplémentaire car elles pilotdigxtension des zones saturéest de ce fait,
l'intensité globale du ruissellement et la connexioydrauligue avec I'exutoire. Lors du
transport par les eaux de ruissellements, destig@tsnpeuvent se produire, mais ce type
d’effet tampon est encore mal documenté.

189 Collins R., Elliott S., Adams R., 2005. Overlaridw delivery of faecal bacteria to a headwater qrast
stream, J. Applied Microbiol. 99,126- 132.

0 Knudsen G. R., 1991. Models for the survival ofteaa applied to the foliage of crops plants.Ntadelling
the environmental fate of microorganisms, J. HEdt Am. Soc. for Microbiol., 191- 217.

11 vansteelant J. Y., 2004. Evaluation des risquesalgaminatino microbiologiques liés aux épandadges
matiéres organiques sur prairie de montagne, ThéseUniv. Savoie, Chambéry, 171p.

172 Kress, M., G. F. Gifford, 1984. Fecal coliformease from cattle fecal deposits. Water Resour.. BOlI61-
66.
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7.4.3. Régime d’exportations.

1. Distribution de la pression pastoral

2. Distribution et états des Stocks
primaires

Dynamiques lors du stockage

ENTREE¢
E. coli originels (S1)

S1. Déjections récent

n
=

3. Distribution états des Stocks
secondaires (stocks stabilisés)

Evolution de la structure
génétique des populations

S2. Déjections évoluées

()]
B9

S2 .Rhizosphéres

SN

SZ E. coli « naturalisés » (S2t
S2. Horizons profonds argileux S2)

Fig.36._Organisation générale du systeme de trdrdd&. colia I'échelle fagies pastoral.

A l'exutoire, malgré les nombreuses sources deabitité du systeme de transfert, le
régime des exportationsn'est pas aléatoire. |l s’organise en fait autun petit nombre
d'épisodes types (crue, tarissement, fonte desseiyj qui représentent les états les plus
fréquents du systeme de transfert (fig.37) et uemtame synchronisation saisonniere des
variables clés pilotant son fonctionnement (hydrgokblogie, sols, troupeaux). Ces
variables déterminent I'extension et la distribatates sources critiques du bassin au teimps
c'est a dire des surfaces présentant a la foistdeks significatifs de contaminants bactériens
mobilisables, un potentiel de ruissellement etatemexions hydrologiques.

La localisation des zones contributives varie aurgau cycle saisonnier. En période
pastorale, dans le site étudié, elles sont situééys en période d’étiage, dans le réseau
hydrographique lui- méme, avec ses stocks éphém@kpdors des crues, dans les zones
impermeéabilisées et ou saturées, avec des signdlexudoire variables en intensité. Hors
saison pastorale et particulierement en automadafonte des neiges, les sols se saturent et
c’est I'ensemble de la zone pastorale qui est @a@iwec une contamination trés faible mais
fréquente qui s’explique par des stocks non néglilgs mais peu labiles, et du bruit de fond
naturel. La portée générale de ces scénarios eestrifier dans d’autres conditions
pédoclimatiques.

8. Portée opérationnelle des résultats obtenus.

Le travail réalisé apporte des éléments de réftexiour des développements opérationnels
relatifs a (1) 'analyse de la valeur indicatric&gtoli en tant que traceur environnemental des
contaminations fécales (2) I'importance des sysgepstoraux dans I'exposition humaine
aux STEC (3) la définition des moyens de lutte et mrévention des contaminations
microbiologiques associées au paturage. Dans k&tatel, notre présentation se limite a un
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premier cadrage sur la détermination des périodesqaies et la délimitation des zones
contributives et des perspectives de recherchiesumdicateurs.

1.FONCTIONNEMENTS ESTIVAUX

2.AUTRES FONCTIONNEMENTS

(FONTE DES NEIGES, AUTOMNE, HIVER)
ENTREES
Déjections récentes ~ TROUPEAUX Stock principal, résidus de déjection
s1 ¥ Tl = S2 (peu extractible, peu actif)

Stock actif principal

4--

. , Stocks secondaires (32 =SS 4-—--
f_"_—_;’__________‘_i;:_f R \ S2;) toujours peu actifsy-- -,
P '
RUISSELLEMENT Y saasa! S T ,
' : S | FEE-----ct ¢ S24532
S1 INFILTRATION i

Zone saturéd

RUISSELLEMENT  INFILTRATION

\ Zonesaturee
| /ﬁone}éméable /Q(_)//% /
1
' AOUIFERES ‘.
0 o8
/s

E|coli ‘ I/s .
— h \ | Fonte neiae
ﬁﬁﬂ‘lﬁ- | Etiage
Crue type

Crue

Fig. 37._Fonctionnements types du systeme de gdrddE. coli, référence au site étudié.

8.1. Principaux modes de transmission et réle deystemes pastoraux dans
I'exposition humaine aux STEC

En période estivale, les eaux recueillies a I'exatalu bassin versant sont frequemment
contaminées par des STEC. Bien que les niveawopelgtions soient toujours inférieurs a

200 UFC ml d’eau, la qualité microbiologique desxede montagne est a nouveau remise en
guestion par ces résultats et les risques samitaggociés a leur consommation réels, car les

doses infectieuses pour ce type de pathogenedablas (inférieures a 10 pour I& coli
0157:H7).

Ces résultats complétés par la bibliographie digpen(AFSSA, 2003), aident a
construire un@nalyse de risquespécifique des systemes pastoraux de type alpaggentée
figure 38. Les principaux flux de STEC entre leergsir animal et ’lhomme représentés sur

cette figure, sont des potentiels qui n'ont past |fabjet de mesures particulieres dans notre
site d’étude.
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Fig.38._Rdle des systémes pastoraux; flux potentielSTEC entre réservoirs
environnementaux et ’lhomme.

Les connaissances générales sur les modes de igsaimmet les sources de
contamination a STEC reposent principalement saréliedes d’épidémiologie analytique et
des investigations d’épidémie. A I'heure actudis, 4 principales voies d'infection connues
sont : I'ingestion d’aliments, la transmission hgde, la transmission inter- humaine et le
contact avec les animaux de ferme et leur envinoreme.

Les divers risques théoriques associés au systasterpl résulteraient donc de :
- la consommation d’eau de surface ; la littératigerit des cas d’infections a partir de puits,
d’eau de source privée et d’eau de distribution maitée ou d’ingestion accidentelle d’eau
lors de baignadé¥’; I' hypothése d'un risque de cette nature pourdemneurs semble
plausible ;
- la transmission de STEC par contact direct ouréetlavec des animaux de ferme ou leurs
déjectiond’; les bovins sont des porteurs sains ;

173 Mannix, M., O'Connell, N., McNamara, E., Fitzgetah., Prendiville, T., Norris, T., Greally, TEitzgerald,
R., Whyte, D., Barron, D., Monaghan, R., Whelan,@arroll, A., Curtin, A., Collins, C., Quinn, O'Dea, F.,
O'Riordan, M., Buckley, J., McCarthy, J. et Mc KagwP. 2005. Largde. coli O157 outbreak in Ireland,
October- November 2005. Euro Survéill, 51222- 51223.

174 Mannix, M., O'Connell, N., McNamara, E., Fitzgetah., Prendiville, T., Norris, T., Greally, T.,tEgerald,
R., Whyte, D., Barron, D., Monaghan, R., Whelan,@&arroll, A., Curtin, A., Collins, C., Quinn, O'Dea, F.,
O'Riordan, M., Buckley, J., McCarthy, J. et Mc KagwP. 2005. Largde. coli O157 outbreak in Ireland,
October- November 2005. Euro Survéill, 51222- 51223.
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- contacts avec des sols contaminés par les d#&jsctinos observations montrent pourtant
une tres faible persistance de cette souche dansols, ce qui nous incite a penser que ce
risque est plutét négligeable dans notre contexte.

- la consommation de produits laitiers contamings, relation avec l'usage d'une eau
contaminée ou de lait contaminé lors de la tréigau privée étant considérée comme facteur
de risque de contamination par les STEC, I'évatunatie ce risque est a faire ;

A noter également, I'exposition des troupeaux a@tba contamination notamment a
partir de 'eau de boisson mais peut étre aussa densommation involontaire de fragments
de déjections desséchées (survie assez longuel#€s @ans les déjections et a des effectifs
de 'ordre de 16 10° g de MS). Dans ce contexte, un contréle du portEg8TEC au niveau
des ruminants sauvages serait pertinent.

Dans I'ensemble la maitrise de ces risques ne semibhors d’atteinte ni nécessiter des
mesures exceptionnelles. Une information raisorendblpublic, méme si elle remet en cause
image montagne/eau pure, parait faisable et staltla (les usagers ne prennent pas en
considération les risque associés aux troupeaws).actions au niveau exploitation agricole
sont déja partiellement en cours ; elles releventa@htréle qualité au niveau des productions
et de la protection des captages d’eau a usagieslagr

8.2 Valeur indicatrice d’'E.coli en tant qu’indicateur de contamination
fécale

Des faits convergents montrent l'aptitude des pafmnis dE.coli a survivre
durablement (plusieurs années) dans les condisipésifiques des premiers centimétres de la
surface des solse qui tendrait a priori a remettre en cause i&#tlon d’E.coli comme
indicateur de contamination fécale. Dans les cantt étudiées a Bise, ces populations de
E.coli sont naturalisées dans le sol et peu extractfidedes écoulements de surface ou les
eaux d’infitrations, peut étre parce qu’associéesded microsites. Nos observations
expérimentales et plusieurs essais réalisés sonwes de sbf> démontrent I'efficacité de la
rétention. En conséquence, les bactéries stalsld#es le sol ont une faible probabilité d’étre
transférées vers les nappes ou eaux de surfasignsgue ce stock environnemental, malgré

son importance quantitative, n’affecte pas fondaalement la valeur indicatrice.coli .

En fait, dans nos conditions de transfert d’eau, spnt assez représentatives des
conditions usuelles des prairies (écoulements dcginon érosifs, ruissellement sur sols
saturés), les propriétés physiologiques et gengtigies populations decoli des eaux sont
similaires a celles des bactéries des bouses.oBrfirme queE. colirend bien compte d’'une
présence probable et potentielle d’agents infextigwompris des sérotypes pathogenes.

Un dernier cas est cependant a envisager. Il sthgtévenements plus exceptionnels
marqués par une forte turbidité due en partieragién de surface des sols prairiaux dégradés
par un sur- piétinement (chargement excessif). Rleutels évenements, des populations
naturalisées sont probablement exportées en agsnc@aec les agrégats et particules de terre
mais ces transferts s’accompagnent en geénéral négatede cellules &.coli primaires
provenant du délavage des matiéres fécales quilvemmt ces zones piétinées contributives.

5 Harvey R. W., 1991. Parameters involved in modefitovement of bacteria in groundwater. In. Modellin
the environmental fate of microorganisms, J. HE&tAm. Soc. for Microbiol., 89- 114.
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Finalement la valeur indicatrice El'coli nous semble donc assez robuste dans la plupart des
circonstances.

Les sous- populations telles que les STEC, soughieseprésentent un risque sanitaire
réel, semblent ne pas présenter l'inconvénient efsigier durablement dans certains sols.
Elles ne sont en effet détectées dans les solsuemignt lorsque des matieres fécales
contaminées par ces populations sont présentagatitent au- dessus du site échantillonné.
Il s’agit donc de bons candidats indicateurs detamomations fécales. En cas de doute ou
pour appliquer le principe de précaution, il esfiaars possible, pour les contrdles de qualité
microbiologique de l'eau, d’associer au déenombrenges coliformes fécaux une détection
moléculaire des genes de virulence stx.

8.3 Caractériser des périodes a risques

L'altération de la qualité des ressources en emides périodes pluvieus€sest une
tendance générale, marquée par une élévationmehtble des indicateurs de contamination
fécale. Pour les techniciens hygiénistes chargda deintenance des unités de distribution
d’eau, ces périodes sont donc considérées comrigued et font I'objet d’une attention
particuliere.

Notre site d’étude est typique de ce point de vpius de 95% des exportations
annuelles de bactéries sont associés a des évéseplamieux estivaux. L'essentiel se
manifeste lors des crues en relation avec le flessent sur des surfaces récemment
paturées. Mais il existe aussi un transfert sedomdtl a des infiltrations et des transferts
profonds, qui gagne l'exutoire en fin de tarissen{ndélai retard observé est probablement
spécifique de la configuration et de I'hydrodynang@docale). Dans un contexte de suivi de
qualité en relation avec une alimentation en edahpe, la détection de ces contaminations
retardées est difficile du fait de 'absence de k&ec une variation hydrologique. Il importe
donc probablement de considérer que la périodeueitassociée aux événements pluvieux
est plus longue que la simple période de cruesltaations ou des transferts profonds retards
sont susceptibles d’étre générés étant mal conrdess,études supplémentaires sur les
dynamiques en cause et facteurs en jeu devraient@&nées pour apporter des indicateurs
spécifiques (traceurs chimiques ?).

8.4. Délimitation des zones sources critigues, catgience en terme de
maitrise.

Dans le site étudié, les zones contributives resgues de forts niveaux de
contaminations a I'exutoire, sont variables danssdgson (localisation, extension) mais
toujours de superficies relativement restreintebesEcoincident partiellement avec des
espaces qui ont des fonctions essentielles pourolgoeau. Il s’agit alors de zones tres
fréquentées, soit comme accés a I'alimentationaen soit pour la fourniture de ressources
fourragéres. Un régime hydrique estival favorabléharbe est associé au ruissellement et
signifie souvent un faciés pastoral dont la valetufappétence se maintiennent tout au long
de la saison et en conséquence une pression dee padiculierement forte. Dans ces
conditions, la présence de déjections récentesoasinue sur toute la saison d’ou un risque
maximum lors des pluies estivales. Ce type de tsiniaest probablement assez courant

178 DRASS Rhéne Alpes, 2007. Rapport 2005. L'aliméataen eau potable des bassins rhéne — méditeeanné
et corse, DRASS Rhdne Alpes, Lyon, 27p.
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puisqu’il existe un lien assez général, dans legesl entre valeur pastorale et régime
hydriqué’’ (Dorioz et van Oort, 1993). En montagne, un sopan engorgé (sauf extrémes)
est méme plutdt favorable a la qualité des patsragefait d'une lixiviation et acidification
limitées

Dans le contexte d’'une exploitation extensive omisextensive qui, comme a Bise,
laisse une large part aux choix du troupeau, ilstexiprobablement fréquemment une
contradiction entre utilisations des ressourcesrrémeres et risque pour la qualité
microbiologique des eaux. La mise en ceuvre de rniédale gestion du paturage compatible
avec une utilisation durable des ressources enpeati soulever en conséquence de réels
problémes.

Un premier type de mesure repose sur des aménatgeail@@s. Les zones contributives
a ameénager correspondant a des secteurs ou le dépdbouses releve a la fois de
déplacements individuels des animaux pour I'abreard et de déplacements collectifs pour
la traite ou l'acces aux quartiers supérieurs. Daes telles situations, linstallation
d’abreuvoirs, dont on a par ailleurs mesuré I'effitd '®, devrait permettre de contréler une
partie des problémes. On peut aussi envisager, lpoiter les apports directs de déjections,
d’organiser avec des sortes de passerelles, lehissement des sections les plus importantes
du réseau hydrographique. Compte tenu des longuwimsves concernées, du caractere
collectif des déplacements et de la hauteur desensg mettre en ceuvre pour empécher les
contacts troupeau — cours d’eau, il n’est cepengastenvisageable de protéger ce types de
zones critiques par des fils de ceinture. Les seeleeptions envisageables, sont les zones
humides de type bas marais tourbeux (aucune vidatnagere).

Dans les talwegs critiques situés a I'amont desibasdes dispositifs de ceinturage
peuvent étre parfois suggérés, si toutefois lefases concernées sont restreintes et si leur
isolement n’affecte pas substantiellement le tlad@s bergers et les ressources fourrageres.
Une modification globale des itinéraires de parsoomurrait aussi contribuer a limiter les
risques. L'objectif est alors d’éloigner au maximiea animaux des zones contributives lors
de la période d'étiage sévere (peu de dilution) eumaintenant un bon potentiel fourrager
global. Ceci suppose de remplacer les surfacesorpdet attenantes au réseau
hydrographique, par des facies pastoraux a hausurvgastorale créés hors des zones
contributives estivales. La technique consisteaamodifier les parcours de début de saison
pour obtenir une coupe précoce sur des versarttemoapportant une fertilisation (le recours
aux engrais chimique serait alors recommandé 'enBéntendu de tels scénarios sont
difficiles a mettre en ceuvre car ils supposent adopdes modifications des pratiques de
gardiennage, main d'ceuvre ect.... lls nous aidentadoéer un diagnostic global eta
identifier les indicateurs clés dans une perspectig gestion, en partant de cas concrets.
L’état d’avancement de cette réflexion en courpessenté par le tableau 17.

Les mesures de protection sont donc trés dépersddatiéorganisation et des conditions
d’utilisation des surfaces pastorales. Elles dereand étre déduites de diagnostics portant,
non seulement sur la localisation des zones caniviss mais aussi d’éléments relatifs aux

7 DORIOZ J.M., Van OORT F., 1991 - Approche agropédique des zones pastorales sur calcschistes
sédimentaires (Beaufortain- Alpes du Nord). 2 Reéfan des sols et des valeurs d'usage pastorabrsamie

11, p. 395- 400.

178 Godwin, D. C., J. R. Miner, 1996. The potentialadf- stream livestock watering to reduce wateriyal
impacts. Bioresour. Technol. 58:285- 290.
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différents niveaux d’organisation du systeme pastpmain d’oeuvre disponible, répartition
des ressources fourragéres, aménagement des sexxiroernes)..

Composantes du systéme

Variables clés

Parametre du diagnostique

Dilution moyenne des contaminations :

Eau - durant la période d’'étiage sévere
Eau a I'exutoire Régime hydrique - durant la saison pastorale en période de crd
(sortie) Débits d’étiages - durant la saison pastorale post crue ;
- durant la période post saison pastorale ;
Disponibilité des ressources
Niveau de traitement prévisible
E. coli Teneur- Doses Dénombrement et
Bactéries infectantes Profils génétiques uidA en relation avec
Types I'hydrologie
Identification des STEC
Détermination des
Zones contributivesg zones de
Bassin ruissellement estival
versant Parcours des (zones saturées) Risques de contamination en période de cru
paturé troupeaux (itinéraire Localisation des interventions prioritaires
et plan de paturage) Relation parcours
réseau
hydrographique
Utilisation | Distribution spatiale Charge animale Contraintes pastorales

et saisonniere des
ressources
fourragéres

Date de premiéere
coupe

(cf outils du diagnostic pastoral)

Tableau 17: les composantes du diagnostic : presy@opositions.
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CONCLUSIONS
Les recherches réalisées dans « Pastor » portent su

1) la dynamique et I'évolution des structures géuéls des populations de coli, y
compris les souches pathogenes STEC,

2) la nature et le fonctionnement des zones carivis aux contaminations fécales des
eaux de surface du bassin versant paturé.

Les résultats obtenus mettent en évidence desidoneiments inattendus. En premier lieu, il
existe un stockage a long termeEdoli dans les premiers centimetres organiques de la
surface des divers sols sous paturage, avec dagifsffconstants quels que soient, la saison,
la proximité d’'une bouse, lintensité du paturage le contexte bioclimatique. Cette
dynamique correspond a celle d’une population a#itdée ; elle est expliquée par référence
au concept de capacité d’accueil. LBseudomonadluorescents pris comme bactérie
tellurique type présentent dans les mémes contextesdynamique totalement différente
marquée par une forte variabilité, représentatesstcatégies opportunistes.

Plus en profondeur, la présence durable de popuokataturalisées ne s'observe que dans les
situations de sols particuliers, peu drainants finér) et de ce fait riches en matiére
organique. Dans le cas des sols drainants, lestiéfdactériens sont fugaces ; ils semblent
résulter de transferts advectifs et dispersifss femps de résidence sont faibles ; les
populations répondent a des contréles biotiguesal®btiques (exportations par l'eau,
oligotrophie, pH).

Les déjections constituent d'autres lieux de stgeké&lles sont susceptibles d'inclure des
souches potentiellement pathogenes porteuses deurscde toxicité (telles que des
shigatoxines). Le stockage descoliy est limitée pendant la saison pastorale, papligion
physique (dessiccation) surtout par la disparifpdwysique et biologique des bouses (pluie,
coprophages) ; en fin de saison un stock non reghig se maintient sous la couverture
neigeuse.

Les variations de la structure génétique des ptipunRdE. coli dans les différents réservoirs
environnementaux du bassin versant expriment deamigues adaptatives. Les populations
naturalisées de la rhizosphere de surface ou desumconfinés s’averent spécifiques et tres
différentes de celles des dépbts fécaux. Ces demnprésentent, a l'inverse des précédentes,
un fort degré de similarité avec les populatiomdéiss du rectum des bovins ou retrouvées en
profondeur dans les sols drainants. Les stock®rdiit aussi en terme de propriétés et
notamment de susceptibilité vis- a- vis de I'exii@t par les écoulements, ruissellement ou
infiltration. Les déjections récentes sont les lstoles plus extractibles. La dessiccation des
bouses se traduit pas une baisse de ce potentielnd@mination des eaux, alors que la teneur
enE. colireste stable. Les stockdd'coli naturalisées des sols, bien qu’'assez élevés, srnt e
aussi peu mobilisables par le ruissellement.

« Pastor » propose aussi une analyse du fonctioemtetiu bassin versant paturé en tant que
systeme de transfert de contaminants fécaux emaulisation de ces flux bactériens. Les
connaissances acquises concernent les régimesodattpn a l'exutoire, les facteurs de
transfert et les zones contributives.
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Le traitement des données bassin versant montrdeqoglieu étudié présente un tres fort
potentiel tampon vis- a- vis des entrées microlgiojoes puisque c’est une part infime et
momentanée, de quelques %o a quelques % du statkdobactéries fécales des bouses, qui
est transférée a I'exutoire. Les écoulements diasaifors des crues estivales représentent le
mécanisme dominant de contamination des eaux atbar. La présence de bouses fraiches
est déterminante, ce qui explique les évolutioqsdes des niveaux de contamination des
eaux de surface, avec l'arrivée ou le départ degpeaux. En étiage et en fonte des neiges, les
teneurs restent faibles en tous points du bassirioee compris.

Les secteurs contributifs actifs, critiques en e contamination, sont restreints et localisés
au niveau des zones de production de ruissellencagt- a- dire dans I'environnement
immédiat des berges des cours deau ou les fondsaldeegs ou se concentrent les
écoulements latéraux et la pression pastorale. doés drainants alimentant des nappes
profondes (complexes alluviaux a forte porositécdastitution) sont a l'origine de pics
d’exportations post crues, mais de faible amplemmarativement a ce qui est généré par le
ruissellement des versants. Dans notre contexdeapports directs dans le réseau semblent
négligeables. La signature génétique des bactériesuvées a I'exutoire est en général celle
de populations ayant une structure proche de cealls déjections récentes, situation
révélatrice de courtes durées de passage dansdim b&rsant et ses zones contributives.
fonctionnement global du systeme de transfertcGnééie du bassin versant se traduit donc par
une spécialisation des populationsEd’coli stockées avec, d’'une part des populations
naturalisées, peu mobilisables par les flux d’@awansfert lent voire nul et d’autre part, une
population primaire, non ou peu modifiée par sosspge dans I'environnement, caractérisée
par des cheminements courts et rapides et finalemmgaliquée dans la contamination des
ressources en eau.

Les conséquences opérationnelles de « Pastor >ero@mt la reconnaissance des sources
critiques, la prévention des pollutions fécales €asx de surface, les risques associés a la
présence de STEC, et l'utilisationEd’ coli comme indicateur. Il s’agit pour I'essentiel de
mesures lourdes a mettre en ceuvre et qui fontrtesdeocaractere paradoxal des pollutions
microbiologiques diffuses: une proportion tres iftglude contaminants transmise aux
aquiféres, ayant des conséquences lourdes taatraas de santé humaine et animale, et dont
la maitrise (partielle) suppose des moyens finas@tehumains relativement élevés.
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