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1 INTRODUCTION

L’ambition scientifique générale du projet « Pastoest d’apporter des connaissances
concernant le transfert et le comportement dansts et les eaux, de contaminants bactériens
introduits par I'élevage. Dans ce cadre, notre ailfjspécifique est deomprendre la survie et de
modeéliserla dynamique de transfert des sols aux eaux, d’uroataminant type, Escherichia coli
(E. coli), apporté par des troupeaux paturant un bassin versande montagne Les questions et
enjeux scientifiques se rapportent a la fois artdolgmatique déintroduction de micro-organismes
d’'origine fécale dans I'environnement et a cells densferts diffus des contaminants dans les
bassins versantd.e role du sol est central dans ce questionnemergs disciplines concernées
sont I'agronomie, I'écologie microbienne, I'nydrodyamique et I'hydrologie.

Quelques caractéristiqgues générales de la dynardiegi@opulations microbiennes introduites
sont bien connues : (i) I'existence d'une « casthiction » simultanée d'un milieu nutritif auquest |
populations introduites sont adaptées est un éléfagarable & la survie® ; (ii) les sols présentent
une capacité d'hébergement (« capacité biotiqugibégit I'optimum de densité microbienne dans
un volume (ou une masse) donné de’.s@es connaissances, souvent acquises a l'échelle d
I'échantillon de sol, sont difficiles a extrapoteféchelle a laquelle les problemes relatifs gdation
de qualité microbiologique de I'eau sont posésstciedire pour des mailles de territoire plus \@ste
correspondant a des bassins hydrologiques sougamlexes.

Les questions scientifiques traitées dans ce psejeéferent en outre a la thématique générale
du transfertiffus de polluants dans les bassins verdantss'agit, dans ce contextde comprendre
les mécanismes qui régissent les transferts soifeags de ces colloides biologiques que sont les
bactéries fécales. Par ailleurs, en lien avec tessaire adaptation que suppose la persistance dans
I'environnement d’une population entérique, on teirge sur la sélection de souches spécifiques
pendant les phases de stockage et sur la possibditlifférencier, a I'exutoire, la contaminaticar p
des bactéries recemment entrantes et la contaoninadir les bactéries ayant séjournées dans le sol.

Bien évidemment le projet d’étudier la dynamiquecdetaminants fécaux en zone pastorale de
montagne et a I'échelle bassin versant répond aushkisenjeux sociétaux.Les contaminations
microbiologiques des eaux sont une problématiquadiate pour la sant¢ humafheDans le
contexte particulier de la montagne alpine, leblgmes créés par la contamination microbiologique
de l'eau sont d’'une ampleur particuliere. La maseasituation sanitaire actuelle des eaux n’est
évidemment pas en accord avec I'image largemesaindape de I'eau pure des montagnes ; elle n'est
pas non plus compatible avec les fonctions poftéeset espace, celle de chateau d’eau de I'Europe,
celle d'une politique agricole basée sur la hautelitg des produifs Un point particulierement
préoccupant est la présence chez les bovins (psrgains) de soucheskd'coli potentiellement
pathogenes pour 'homme tels queBegoli producteurs de shigatoxines (désignées sousnie tée
STEC pourShiga toxin-producing E. cgli La dissémination de cette souche liée au pascdas
troupeaux n'a jamais été envisagée, alors qu'@é@aafait I'objet d'investigation dans les capjokat
ponctuel de fumure organique en conditions coreifé

Au dela du cas alpin, c’est 'ensemble des surfpoes lesquelles I'extensification du paturage
est pressentie comme une alternative adaptée gexxxeterritoriaux et environnementaux qui serait
concern&. Pour aborder ces questions, les unités pastatelégoe alpage ou estive sont des objets
modeles conjuguant diversité des conditions deemiliet de sols, avec une relative unité
d’utilisation.



2 OBJECTIFS DETAILLES

Notre objectif est dapporter des connaissancesde$ références sur trois volets
complémentaires :

- déterminer et caractériser lbsux de stockage et la survie dek. coli dispersés par les
activités pastorales sur les divers types de sotemiitoire étudié ;

- comprendre lalynamique desE. coli a I'échelle sols et bassin versardfin d’établir un
modéele reliant le fonctionnement du systeme de transfestdrologie, dispersion pastorale,
stockages) avec la variabilité de la qualité mimlogique des eaux a I'exutoire.

- évaluer dans quelle mesure l'introduction des bactées fécales dans I'environnement
peut représenter un stress pour les bactériesestimer notamment comment cela peut conduige a |
sélection de certaines populations adaptées etoomadification de leur état physiologique.

- reconnaitre et localiser lenes sources critiquesc'est-a-dire les portions d’espace du
bassin versant qui contribuent de fagon substéntielx exportations bactériennes

Il s’agit aussid’'intégrer les connaissancethéoriques acquises par le projet dans un cadse plu
opérationnel, a destination des gestionnaires eul'et des exploitations agricoles et ceci a une
échelle correspondante a celle ou sont posés @tisées problemes de qualité microbiologique de
l'eau : I'échelle bassin versant. Ceci supposeeglacer 'ensemble des informations obtenues dans
une perspective d’analyse globale du systeme,-&'dse dans le contexte des relations milieux-
végétations-troupeaux.

3 ETAT DES CONNAISSANCES

Diverses informations sont disponibles dans larkitiure concernant la contamination des eaux
de surface en relation avec le fonctionnement Hgdigue et agropastoral des sols. Une analyse
succincte de ces références permet d’identifiererdivobjets d’étude structurants dans la
problématique du transfert bactérien, a partir delsgla démarche expérimentale du programme
Pastor a été construite : les relations sols - tefigh - troupeau, les mouvements de matiere a
I’échelle bassin versant et enfin le comportemenmirennemental des micro-organismes.

Les interactions sols-végétations-troupeaux s'averent toujours déterminantes au plan
agronomique et écologique. La disponibilité et péfence de I'herbe orientent le parcours des
troupeaux et les choix des bergers. Elles dépertterid topographie (accessibilité, phénologie et
topoclimat) et des sols. En retour, l'intensitéletmode de paturage modifient profondément le
fonctionnement et la dynamique du couvert végétaogen et court terme (exemple: refus dus aux
déjections). Selon la position dans l'alpage, |k rdes diverses interactions et la hiérarchie des
facteurs changent. Cette diversité et les gradigpdiaux qui en résultent déterminent un nombre
limité de «facies pastoraux», unités agroécologiques caractérisées par umg@taton type
(composition, productivité, phénologie), un soldygt traduisant un équilibre sur le moyen terme
(quelques années), entre mode de fréquentatiolepanimaux (intensité relative du prélevement et
des restitutions, piétinement) et un état trophidueol (S/T, C/N...).

L'étude des pollutions hydrigues a I'échelle d'un waste territoire se heurte a deux
difficultés : 1) la variabilité spatiale (des méramnes, des états, des apports) ; 2) I'émergence de
processus nouveaux lors des changements d'échalte.difficultés a extrapoler sur de grands
espaces, les informations recueillies a I'échelle systeme plante-sol, expliqguent le succes de
I'« approche bassin versant » en matiere de relsbeet de mesure de la pollution, notamment de
pollution diffuse agricole"1?*3. Les représentations de I'objet bassin versartaenhque ©ystéme
de transfert » de la pollution traitent souvent le bassin comunesnsemble qui produit, consomme,
transforme, stocke, en bref « métabolise » avamtatsférer, en différé, & I'exutoffe Des concepts
équivalents peuvent étre en théorie appliqués audeala pollution par lebactéries fécalesla
compréhension du transfert suppose alors d'identmment s'élaborent des stocks dans I'espace du
bassin versant, quels sont les lieux privilégiéstiekage, de mettre en évidence les conditions de



rétention, de considérer les connections permiaegdtat hydrique des sols et I'état des écosysgem
aquatiques transporteurs.

Les facteurs susceptibles de contrééesurvie et le transfert des bactéries fécales dans et a
partir des sols, ont fait I'objet d’études expéniades de laboratoire ou de suivis de plein cHarth
Ces approches donnent une premiére connaissana®ndportement des bactéries fécales dans
'environnement. Les potentiels de survie s'avere@s variables, en relation avec les facteurs
biotiques et abiotiques du sol. Les travaux aniésienontrent également que I'optimum de densité de
E. coli se situe dans les premiers centimétres du sahiveaau du mat racinaire. Des conclusions
équivalentes peuvent étre tirées des études soniportement de la souche pathoggéneoli 0157 :
H7. Les pratiques agricoles semblent avoir unederie forte sur le devenir des micro-organismes,
soit indirectement par leurs effets sur la biomagggtale ou sur les propriétés structurales, paysi
chimiques et biologiques des sols (matiere orgamigutriments), soit plus directement, en relation
avec la distribution, I'épaisseur et la nature desas organiques a la surface des sols. L'état des
micro-organismes fécaux dans le sol est trés Jaridbexiste en fait dedactéries viables non
cultivables (« VBNC »). Dans les conditions naturelles, lestéaes doivent en effet s’adapter
constamment a des changements de disponibilitééemeéts nutritifs ou a des conditions de stress.
Le développement de méthodes enzymatiques permettandétection de bactéries non
cultivables”*®1° représente une alternative encore peu employée chimdaptée a I'énumération
des bactéries fécales dans les milieux riches gicylas. Il y a cependant des besoins de méthodes
pour évaluer d'une facon plus fine I'état physidatpge (état de division ou dormance) dans lequel se
trouvent les populations microbiennes dans les Balas cet objectif, le suivi du niveau d’expressio
de génes indicateurs, soit d’'un état de divisienaw contraire d’'un état stationnaire, peut fouunie
alternative intéressante. Les mécanismes adaptatifpar ailleurs conduit & une structure complexe
des populations &. coli dans les matiéres fécales et dans I'environne?h&rf. Cette structure
génétique varie en fonction de I'espéce animale,ldd son age, de son régime alimentaire ou de son
origine géographiquié. L'introduction de matiéres fécales dans le sol'eau peut aussi amener une
sélection de certaines sous-populatiohg. coli adaptées a la croissance dans des milieux plus
oligotrophes que les matiéres fécales. L'étudeadgpologie du peuplement microbien nous semble
donc fournir un outil incontournable pour caracériun apport, un milieu, un stade fonctionnel.

4 CADRE CONCEPTUEL: systéme étudié, modeles biologias,
hypothéses et démarche de travail.

Le tour d'horizon réalisé dans le chapitre précedeunligne d’'une part, la grande diversité des
objets d’étude, des échelles et des conceptsaliliis pour les recherches sur la contaminationeféca
des eaux, et d'autre part, le potentiel d'innovatité aux outils moléculaires actuellement
disponibles. Dans un tel contexte, nous définisstes choix méthodologiques et représentations
communes.

Deux modéles biologiquesont choisis E. coliest au centre de ce projet ; sa dynamique est
comparée dans la mesure du possible a celle dérieactelluriques hétérotrophes de référence, les
Pseudomonadluorescents; la prise en compte de souchesEdeoli pathogenes, les STEC,
complétant le dispositif.

L’équipe de recherche partage aussir@psésentations conceptuelles du « systeme étudié
construites progressivement aux différents nivegiugchelles ou sont organisées les investigations
et/ou les synthéses, avec a I'échelle stationellsysteme sol-végétation-bouse intégrant le niveau
élémentaire de la rhizosphere et a un niveau ptégiateur, le systéme bassin versant.

- Le systéme sol — végétation - bouse est déterpanéne chaine de phénomenes relatifs a la
survie et au transfert bactérien (Fig.1). La comation débute a I'échelle stationnelle par undraha
de phénoménes qui met en jeu une série de mécan&émaentaires de différente nature (exemple :
microbiologique /fonctionnement de sols et de liaasphere), a différents pas de temps (exemple :



écoulements / dynamique de population microbienhe).station est une unité sol-végétation-
pratiques et présente un facies pastoral donnéerteesdans le sous-systeme ainsi défini (figure 1)
résultent d’apports &. coli sur le sol et sa végétation sous forme de bouse&git d’apports tres
localisés et trés concentrés {H coli. g*) associés & un « milieu » organique riche auaseirlicro-
organismes saprophytes introduits sont adaptéte €e-introduction » est un élément favorable a
la survie en milieu telluriqué?®. Dans cette organisation associant différentskstat flux de
bactérie la rhizosphere semble essentielle. Elle correspond a une couelsoidde I'ordre de 1 mm
d’épaisseur. Dans la rhizosphéere, la plante lihgre partie des photosynthétats sous la forme de
rhizodépéts organiqués la disponibilité de ces nutriments conduisant rie stimulation des
microorganismes associés a la plante. Pour cerga@tisogénes de 'homme ou l'animal, ces
composés sont un facteur favorable a la survidaatizosphere de certaines plantes pourrait
correspondre & un réservoir environnemental paipathogénés.

- Au niveau bassin versant il faut considérer un territoire ou se superpbsdaux
fonctionnements : celui du systeme pastoral querdéhe le déplacement des troupeaux et donc la
dispersion et la répartition des polluants biologis|dans I'espace et dans le temps, et celui diinbas
versant ou les circulations d’eau ont pour effettidasférer ces polluants et finalement, de les
exporter a son exutoire, en relation avec I'hydy@dfigure 2).
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Figure 1. Le systeme étudié au niveau station
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Figure 2. Le systeme étudié au niveau bassin versan

La modélisation est intégrée dans notre démarche, pour rendreteodgs couplages entre
hydrologie, agronomie et microbiologie, avec uninence particuliere pour les périodes de crue
dont on sait qu'elles déterminent I'essentiel diex fannuels bactérieffs L'évolution de I'état

physique des bouses est pris en compte dans oeftese, car il est déterminant vis-a-vis du pognti
de transfert bactériéh

5 MATERIEL ET METHODES
5.1 Site d'étude.

Le bassin versant étudig170 ha) est inclus dans I'alpage des Cornettddigte Il est situé en
Haute Savoie, dans le massif des Préalpes du Ghéfidmre 3). Le contexte hydrogéologique a fait
I'objet d’'une étude spécifiqde qui révéle que le bassin topographique ne correspas exactement

au bassin hydrologique, ce qui n'est pas surpredans un contexte fortement fragmenté et re-
structuré par le tectonisme. Les sols et végétmtimt été étudiés par Legros et'ales auteurs

décrivant plusieurs unités agro-pédologiques, aescréférences en termes de phytosociologie et de
potentiel agropastoral.
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Partant de ces connaissances préalables, on #ié&ent certain nombre de faciés pastoraux
représentatifs des relations sols- végétation-pgaux et significatifs vis a vis de la survie des
bactéries fécales dans I'environnement. Parmi abttersité, quatre faciés majeurs ont été retenus
pour I'étude stationelle du systéme sols — végétationseubes :

- gazon a paturinmarqué par une exploitation intensive et uneefpression de déjections
animale, sur sol drainant ;

- nardaig peu visitée par les animaux, avec des sols asdif

- formation @ Rumexcorrespondant & des reposoirs ou lintroductienbduse est trés
intense ; les sols sont imperméables mais aveaigeaux de confinement et des fonctionnements
assez distincts (gleys et sols pélosoliques)

- marais ou l'entrée de bouse peut étre localement forteradation avec des besoins
d’abreuvement et I'excés d’eau liée a une conctotréopographique des écoulements.



5.2 Obijets d’étude, échelles, méthodes et dispositifgmriementaux

Les objets étudiés se rapportent aux entrées,taokegies et aux transferts d’eau et de germes

(tableau 1).
objets objectifs méthode et dispositifs Echelle
Régimes pluviométriques Station météorologique
et évaporatoires
Eau Qualité de I'eau de Analyses physico chimiques et| Bassin versant
Entrées surface et de sources dénombremeriE. coli
entrant dans le bassin
Suivi de l'intensité et de| Dénombrement des effectifs de
Déjections la distribution des bouses dans divers stations Bassin versant
(bouses) restitutions au paturagg représentatives des faciés pastoraux

types

cinétiques de survie dés

Dénombrement dans différentes

colidont les STECS | stations pastorales, a diverses dates  Station
durant la saison de péaturage
Caractériser I'activité des
populations. Activité enzymatique . coli Microcosme
Escherichia coli
Pseudomonas | Evolution de la structure Extraction ADN
fluorescents des populations &. coli | Typologie des populationsi: coli Station
Stocks Mises au point Suivi de I'expression de génes
méthodologiques marqueurs de I'état physiologique.. Microcosme
Suivi d’humidité TDR en continu
Eau Connaissance de I'état dans diverses unités Station
hydrique des sols et deg géomorphologiques
connexions hydrologiquesCartographie du réseau hydrologique
Interaction Mesure de la labilité du| Echantillonnage de ruissellements
stocks — stock de bactéries controlés sur des déjections Station
écoulement
Détermination de la - dénombremeri. coli
qualité bactériologique &t -physico-chimie
chimique de l'eau
Mesures ponctuelles aux exutoires
Escherichia coli de sous-bassins
Concentrations et flux de A I'exutoire général, mesure des
bactéries débits et concentrations en continu
pour la chimie, en intégré journaligr Bassin versant
Sorties pour la bactériologie.

Evolution des populations
bactériennes

Typologie des populations a
I'exutoire

Eau

Connaissances des
régimes hydrologiques

A I'exutoire général, mesure des
débits en continu durant la période
printemps automne

Bassin versant

Tableau 1. Dispositif d

'étude et d’échantillonnage

Le dispositif expérimental concerne deux échelliéside complémentaires :

- A I'échelle de lastation (fig 1), des mesures sont réalisées pour : (jiétda variabilité des
effectifs bactériens dans les différents comparisiéu systéme bouse — sol ; (ii) analyser la Birec
génétique des populations ; (iii) étudier et maddli’hydrodynamique des sols ; (iv) étudier par le
biais de pluies simulées I'émission de bactérigaigedivers états de bouses ; (v) évaluer et meatéli
la dynamique d’apport de bouse par le troupeau.



- Au niveau dubassin versant(fig.2), les travaux portent sur des enregistresieelatifs au
bilan hydrologique et a la qualité chimique et miologique des eaux, ainsi qu'au paramétrage d’un
modéle de transfert des bactéries fécales (fifpdd.expérimentations en microcosmesomplétent
ce travail, avec I'étude de cinétiques enzymatigeiesine réflexion méthodologique sur I'activité
physiologique des populations bactériennes.

Flux bactérien et Zones Sources
Critiques

/éauisjseneméntd surface

Transport bactérien

Figure 4. Modéle de transfert bactérien. Baseseunelles

Les méthodes relévent de plusieurs champs disaips:

- Les effectifs deE. coli et Pseudomonas sp dans les bouses et les sols sont issus de
dénombrements en microplaques, basés sur la détetctivites enzymatiques microbiennés (
coli non pathogénes) ou de genks ¢oli 0157 : H7), ce qui permet de rendre compte déskterce
d’organismes actifs mais non cultivables sur miliglosésPseudomonasp est en outre détecté par
le moyen d’un milieu électif enrichi en antibiotigi

- L’activité B-D-glucuronidase dE. coli est étudiée via la modélisation de maniére a évalu
les propriétés physiologiques des populations bactges dans différentes situations de sols et de
bouses.

- La structure des populations dE. coli dans les différents compartiments du bassin
versant a été étudiée par DGGE ciblant le géndA®%. Etant donné les faibles concentrations
bactériennes des échantillons de sols, I'extraatibfa purification d’ADN sont réalisées aprés des
étapes d’enrichissement préalables (cultures erujilPour comparer entre elles des populations
issues de différents types d’échantillons, on étleSE. coli cultivables (i. e. aprés enrichissement).
Enfin, une approche complémentaire par clonageés@qge est développée afin d'étudier le
polymorphisme du géngidA dans les populations des différents compartimemtsasgsin versant. En
ce qui concerne les STEC, la diversité des isaaliectés au cours des 2 saisons de paturage est
analysée par électrophorese en champ pulsé (PFGE).

- Modélisation. Les efforts ont porté sur le transport bactérlers des périodes de
ruissellement. L'espace est discrétisé sous formecartes «raster » pixellisées (cf fig.4). Le
comportement de chaque bouse est évalué indiveduelit, ce qui permet de rendre compte de la
complexité des phénoménes en termes de localisatiate vieillissement des bouses. Le modéle
calcule chaque joyrla quantité total®&lTj de bactéries transmises a I'exutoire selon :

NTj =Y > =" SKEG]

oui est le nombre de pixels qui ruissellent et suguets une bouse est déposkde nombre de
classes de bouses homogénes en terme d'age de etéppdtstock de bactéries mobilisabl8da



guantité de bousek: la teneur moyenne en bactérie mobilisables desdasoatG une fonction de
transfert bactérien rendant compte des phénoméeesnabilisation des bactéries et de leur
interception lors de leur trajet vers le réseaurbgrhphique. La mise en ceuvre du modéle demande
de définir des fonctions relatives a la localisatiet a I'évolution des bouses, a I'émergence du
ruissellement et au transport bactérien. Le rumseint est déduit d'une modélisation du
fonctionnement hydrique de la couverture pédolagisous SMDE (Soil Moisture Distribution and
Routing model). Le transport bactérien est évalypardir d’équations différentielles rendant compte
des phénomenes d’émission de bactéries a partioleses et de leur rétention ultérieure le long des
pentes depuis les pixels émetteurs jusqu’a I'ereittil bassin.

6 RESULTATS COMMENTES

Toutes les eaux de la zone d'alpage étudiée (aussesources, ruissellements) sont, quelque
soit I'époque de I'année, tres pauvres en nutrimérgneurs et flux se situent dans la gamme da brui
de fond naturel. Les activités pastorales, bien guecentrées dans le temps et dans le territoire,
n'affectent donc pas significativement la qualit/gique et chimique des eaux. La situation esetout
autre au plan microbiologique: la présence de gaup sur le bassin versant est associée a une nette
contamination fécale des eaux de surface. Ainsicams de la saison pastorale, les teneuis. aoli
sont largement au-dela des standards (avec ununidedase autour de 20 UFC 100" rat des pics
atteignant 5. TOUFC 100 mif"). Par contraste et hors territoire exploité pardevins, le bruit de fond
est toujours trés bas (<1 UFC 100 Yni(figure 5). Le troupeau est donc l'agent printipa
d’introduction et de dispersion des bactéries Ecdhns le territoire pastoral.

6.1 Distribution des bouses et introduction dE. coli dans
I'’environnement du bassin versant

Les entrées s’effectuent via les déjections dupteau qui sont émises soit directement dans
I'eau de surface, soit sur les sols et la végétaties apports directs s’effectuent en des lied@cigr
ceux ou le troupeau traverse les ruisseaux (socsnduite du berger) et ou il s’abreuve. Ce mode de
contamination des eaux de surface est souventdgmésempiriquement comme significdtifDans le
contexte étudié, les apports directs ne sont padopminants ; en période d'étiage (207),sils
contribuent & un bruit de fond de 20 & 30 UFC 100, me qui correspond au contenu bactérien de
quelques centiémes de bouse. La situation est aatre en période de crue, car les teneurs
bactériennes augmentent fortement (jusqu’a 100, fogamment durant la phase de montée de crue,
révélant une entrée bactérienne déterminée pamnidsetlement de I'eau a la surface des sols du
territoire pastoral (figure 5). Les surfaces enseasont vastes et diversifiées et les modalitgspdia
et la distribution des déjections sur les solestiégétations sont des phénoménes déterminasts, de
facteurs clés de la variabilité de l'intensité debntamination des eaux en période de crue.
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Figure 5. Concentration dn coli (prélevements manuels) a I'exutoire du bassinardgrd es teneurs
bactériennes sont élevées durant la saison pastamhmment durant les périodes pluvieuses.

Toute modélisation déterministe des transfertsom¢amninants fécaux des troupeaux aux sols et
aux eaux implique de définir la variable d’entréaééjections ». La simplification retenue consiste
classiquement a définir un stock de bactérie umiéet homogéne sur la surface pastorale en relation
avec la charge a I'hectdfeDans cette approche des phénoménes, la dispessiendiversité des
interactions locales entre bouses et écoulemens®mtepas prises en considération, alors qu'ilis’ag
de facteurs importants (Trevisan et’alontrolant I'extraction des bactéries par le seilement (état
physique des bouses, perméabilité des sols) etremsfert ultérieur (connexion hydraulique et &sffe
tampons lors du transport).

Nos observations confirment que la distribution dégctions est hétérogéne et évolutive avec
un patron spatial et temporel bien entendu lié @arcours des troupeaux. Dans un systeme extensif,
ceux-ci répondent a la fois a des choix en termepldening global de paturage et dans ce cadre, au
comportement local des animaux, dicté par des begabreuvement et d’alimentation fourragere.
Les préférences sont variables selon la naturétat e la végétation, paramétres qui dépendent en
retour des taux de déjections antérieurs (figure 6)

é) 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 8‘0 9‘0 1(‘)0 12;.0 (‘) 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 8‘0 9‘0 180 12;.0
i i
Figure 6. Modéles d’évolution du stock de bousgjestement aux données expérimentales (j : nonijeuwts

depuis la mise en pature ; S(j) : nombre de bolsg}. Gauche : réduction de la pression d’entrée disdo
avec I'avancement dans la saison pastorale ; Drot@stance de la pression d’entrée.
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Concretement on observe un semis de bouse unifetn®mogene organisé a I'échelle de
I'alpage selon les faciés pastoraux. Partant dedelee développés pour rendre compte de cette
double variabilité dans la distribution des déjeusi (Trévisan et &), il est possible de simuler &
I'échelle de l'alpage la distribution et I'état dieillissement de I'ensemble des déjections (figlire

Figure7. Modéle de répartition de différentes dasde bouses a la mi saison sur différentes ypétsterales
(triangles : bouses <15 jours, carrés : bouseset¥30 jours ; ronds : bouses > 30 jours).

Quelques soient les stades d’évolution des déjestielles constituent des points d’entrée de
bactéries fécales a I'origine de plusieurs typegdervoirs environnementaux.

6.2 Les réservoirs environnementaux d&. coli

Nos suivis permettent de reconnaitre en vraie gnanet en conditions de plein champ, les lieux
de stockage clés B coli et des souches STEC. Deux types de situationdreliffes représentent un
réservoir assurant une survie et un stockage ggtiff sur le sol, il existe destocks primaires
constitués dans les amas organiques des déjeatiotssstocks secondaireslans la matrice des sols.
Ces 2 types de stocks se différencient par lediestdé (teneurs mais surtout quantités totales)rd
dynamiques (évolution au cours du temps), leurchire génétique et leurs potentiels de
contamination des eaux (extractibilité par des krpants).

6.2.1 Les déjections: un stockage primaire transitoire mis significatif en terme de risque de
contamination.

Les déjections, dans I'environnement de l'étudejt stes lieux de survie et de stockage
significatif mais transitoire &. coli (1 a 2 mois I'été) avec une persistance hiversale le manteau
neigeux, jusqu’au printemps (soit 5 a 6 mois)

L’état physique joue un réle clé dans la persistance Bawli dans les déjections. En effet, les
teneurs efE coli des bouses restent élevées (Klules ¢ matiéres séches) - quasiment aussi élevées
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gue dans le rectum des animaux - tant que I'amganajue qui les contient, persiste et se desséche.
La dessiccation des bouses s’accompagne d’'une wliminde leur masse et des quantités de bactéries
stockées. L'évolution de I'état physique des dégest avec le temps, sous l'effet des remaniements
par les insectes coprophages, du dessechement d¢eudelispersion lors des averses, sont des

phénoménes déterminants. Ainsi en été, I'évolupbgsique conduit en quelques semaines a une
réduction du volume des bouses de 90% et a un imatésiduel sec, plus ou moins hydrophobe, dont

la surface est peu émissive de bactéries, comah@n®ntrent les essais de pluies simulées (figure 8)

8
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Figure 8 Teneurs eB. colidu ruissellement sous pluie artificielle.

Les résidus organiques peuvent étre recouvertéven frar le manteau neigeux. lls persistent et
lors de la fonte sont méme abondants localement. $irface demeure cependant peu émissive et les
eaux qui ruissellent sont trés peu contaminéeddqges UFC 100r).

A la surface des déjections, la dessiccation eefsts des UV jouent probablement un réle
important, se traduisant par une forte réductiopatentiel contaminant des bouses. Dans la masse de
la matiére fécale, la situation est tout autresqué les teneurs demeurent assez stables (10 UFC g
MS), tant que la bouse ne disparait pas. Ce coeperit est observé pour IEs coli, les STEC et
pour lesPseudomonafiuorescents: les populations se maintiennentsateleeurs constantes tout au
long de la saison. L'abondance systématiqgu@sktidomonafiuorescents, espéece réputée tellurique,
a des teneurs élevées dans les bouses (ainsi qaeledaectum des animaux) est une observation
inattendue.

L'importance de I'état physique des apports orgasgsur la survie des bactéries fécales est
signalée par Vansteeldhta propos du lisier et des boues de station d'épuraprés épandage sur
prairies: la structuration d’amas organiques dbetaientimétrigue sous l'effet de la dessiccation,
s’avere un facteur favorable a la survie des ebht@téries a la surface des sols. Les conditions son
encore plus favorables pour les bactéries en egupdits par le paturage car les déjections coastitu
des amas organiques d’un volume local bien plusitapt.

La stabilité des teneurs bactériennes a aussiaegguences sur les aspects sanitaires : au sein
de la matiere fécale, les souches STEC se maieintrsur des durées assez longues (2 mois). Ceci
laisse envisager, une fois la bouse desséchéaghdntée, le risque d'un retour au troupeau par
ingestion involontaire de débris organiques. Cestibilité des n'est pas pour autant synonyme
d’absence d'évolution des caractéristiques génésigies micro-organismes, puigqu’on observe bien au
contraire, avec le vieillissement des bouses, weréaioe réduction de la diversité génétique des
populations dE. coli..

Au final, nous retenons donc I'’hypothése de coodgiprimaires favorables a la survi&€deoli
cultivables dans les bouses, a la surface du sobuite du travail a consisté a s’intéresser anpkst
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secondaires, issus d’'une introduction depuis lesd&®vers les horizons de sol sous jacents, dévalu
les conséquences de la survie primaire sur le dessvironnemental des bactéries.
6.2.2 Les sols : des réservoirs secondaires supports pepulations naturalisées, en équilibre
avec la capacité biotigue du milieu

La mise en évidence de la persistance et de ldlitgtatelative de populations H. coli
cultivables dans les sols étudiés va a I'encorggeannaissances acquises et des hypothéseeitial
Nous observons en fait une véritable « naturatisatide populations B’ colidans les sols étudiés au
niveau : 1) des cing premiers centimétres desetateci indépendamment de leur état trophique ; 2)
d’horizons plus profonds, lorsqu’il s'agit de s@sgileux et confinés (a circulation d'eau lente et
temporairement anoxiques). A l'inverse, dans leszbas profonds et filtrants la présencé&dtoli
est sporadique, liée a des déjections récentes;6t&m par les conditions édaphiques et notamment
'acceés a I'eau et aux nutriments (fig. 10).
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Figure 9. Suivi diachronique 2005. Evolution de®etars erk. coli (A) et PseudomonaBiuorescents (B). a, b et
c identifient des classes de valeurs significatieengquivalentes.

La survie temporaire (souvent quelques semainespad@aminants fécaux dans les sols a I'issu
d’épandages de lisier ou autre produit organiquebisn connue, y compris dans les sols de la
régior’®. Elle est trés dépendante des conditions d’huénitiis sols, des textures et favorisée dans les
matériaux & fortes teneurs en matiéres organiuiesfait d’'un meilleur état trophique. Avery et?ill.
dans une des rares études -a notre connaissamsacoe a la survie de bactéries fécales en zone
paturée, enregistre une persistande gdoli dans le sol pouvant atteindre 5 mois. Il est égatd bien
établi que, d'une fagcon générale, la présencedeasma un impact majeur sur I'écologie des bagséri
du sof®, la rhizosphére représentant un habitat microbjetifique favorable, parfois aussi pour la
survie de certains pathogénes de 'homme ou denian D’autres propriétés de la rhizosphére
semblent au contraire pouvoir limiter cette survdivers auteurs mentionnent la production
d’antibiotiques bactériens (tels que les phloroglois) qui affecterait la survie des entérobacterie
notamment c&. coli*
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Le résultat inattendu n’est donc pas la survieépeditielle dE. coli dans la zone de surface
riche en racines et matiéres organiques et dartsolézons de sub-surface argileux, mais la stabilit
des teneurs enregistrées (autour décHliules § MS sol) et donc des stocks, tout au long de la
saison, hiver compris, indépendamment des enttéds leurs variabilités stationelles et saisonmiere
indépendamment du type de sol et de végétatiola pdoximité géographique de déjections récentes.
La structure génétique de ces populations s’avgecifique et bien différente de celles des
populations des bouses, avec notamment dans temstées moins paturées, I'existence d’'un profil
dominant (fig.9).Tout ceci permet de proposer Bdgie les stocks secondaires sont constitués de
coli naturalisés (Texief*! et al 2008). Cette possibilité poHt coli de s’installer durablement dans
I'environnement est encore peu décrite dans Exéituré®.

Le concept decapacité biotique semble convenir pour rendre compte de cet étafjudesi-
stabilité observé durant les 2 années consécutivegrogramme Pastor. La capacité biotique rend
compte de I'existence pour certains types de miganismes d’un équilibre dynamique associé a une
capacité d’accueil limitée : une inoculation supére a la capacité d'accueil limite la survie des
populations nouvellement introduites en raison ol@raintes d’accés aux nutriments, ainsi que d'un
déplacement des populations vers les macroporedlesisont plus exposées aux lessivages et a la
prédation. Inversement au dessous d'une certainsitdela population peut se développer si les
ressources nutritives et hydriques sont satisfesard’ou la stabilité des teneurs dans les milieux
correspondants. Un tel comportement contraste aetd de Pseudomonagluorescents dont les
effectifs, toujours 10 a 1000 plus élevés que adiEx coli dans les méme situations de milieu, sont
trés fluctuants, signe d’'une stratégie totalemefiérénte, de type « opportuniste » car inféodés a
l'activité du systéme racinaire.

La capacité biotique associée a la naturalisatestd coli semble dépendre de caractéristiques
bien différenciées des horizons concernés (foersurs organiques indépendamment de 'acidité, ou
texture tres argileuse). Ceci suggére une comlminale conditions biotiques favorables mais aussi de
facteurs structuraux favorables, avec des micositeefuges » permettant aux bactéries d’échapper a
la prédation reconnue comme prépondérante damsitedte des populations introduités

L'absence de relation observable, dans le cadreswigis disponibles, entre ce stock naturalisé
et la proximité ou I'abondance de déjections, Beion de ce stock de surface a I'ensemble des cing
premiers centimétres des sols de I'ensemble diticieerpastoral suggerent des transferts peu ietens
et répétés sur le long terme. La dispersion desctiéps vers la matrice du sol pourrait en pairigcul
résulter non seulement de l'activité de la fddnmais aussi de certains transferts hydriques
particulierement actifs en montagne, notammentésioge d'imprégnation générale des sols par I'eau
de fonte des neiges.

Il existe donc une contamination assez homogemgérgksée et pérenne de I'horizon de surface
des sols de la zone paturéej ne s’observe pas hors de cette zor nes’estompe pas pendant
I'hiver . Le stock ainsi constitué est quantitativemergdarent supérieur a celui des déjections.

Les populations STEC sont beaucoup moins rémanentesEqeoli. Elles ne sont en effet
détectées dans les sols de I'alpage que lorsquendtéres fécales contaminées par ces populations
sont présentes a la surface des sols.

6.2.3 Analyse de la structure génétigue des populations’H. coli : mise en évidence de
populations d’'E. coli présentant des comportements écologiques différentdans les
réservoirs primaires et secondaires

L'étude de la structure génétique des populatioiscdli dansles différents compartiments
étudiés confirme la complexité généralement repodigs populations naturellesEd’coli (22 alleles
uidA différents observés par PCR DGGE). Ulieersité importante des populations pathogénds. d’
coli est également observée puisque, sur 75 isolat€ ST Elones différents appartenant a 6 sérotypes
distincts sont obtenus.
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La structure génétique évolue selon les conditietnieux de survie des populationsEdioli
(figure 10) Ainsi, comme signaler précédemment, la diversit@iapécifique des populations fécales
cultivables dE coli diminue lIégerement au cours du vieillissementadeduse, suggérant un premier
niveau de sélection conduisant au déclin de cerielones et/ou leur entrée dans un état viable mais
non cultivable (VBNC). La diversité est plus faildans les matiéres fécales d’animaux sauvages
(bouquetins, marmottes, renards)i. Tous les allélesidA observés chez ces animaux sauvages sont
présents chez les bovins ce qui suggere I'échargiple de populations. coli entre les animaux
dans l'alpage via l'ingestion accidentelle de nratgefécales. La hiérarchie des profils DGGHA, ,
permet de confirmer I'existence de transferts gattk des. col des bouses vers les sols. Elle montre
aussi que les principales sources de contamindgola riviere sont les bouses et les sols drainants
Enfin, ces résultats confirment I'’hypothése deitence de populations '’ coli naturalisées dans
des sols, comme cela a été récemment suggérévess diteurs***° .
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Figure 10. Analyse hiérarchisée des profils DGGtewlis dans différents types d’échantillons

6.3 Acquisition de la charge en E. coli des eaux de dace : réservoirs
environnementaux (stocks) — eaux — exutoire.

Des mouvements d’eau latéraux et verticaux sonlidonfs dans le transfertl. coli depuis les
stocks, déjections ou sols, jusqu’a I'exutoire. différent en termes de volumes d'eau et de flux
saisonniers de bactéries transférées. Ainsi, a @isant la saison pastorale, I'écoulement de base d
bassin, alimenté par les mouvements verticauxgsemte environ 80% du volume d’eau acheminé a
I'exutoire, alors que sa contribution au transtkrtbactéries n’est que de 5%.

16



6.3.1 Flux verticaux

Dans les situations d’horizons profonds a fonctenent ouvert (sols drainants), tels les
matériaux a forte porosité d’assemblage de cedaiosmations superficielles tapissant le fond du
bassin versant (cones de déjection, éboulis, ..emmore les horizons de sols acidifiés et perméables
les stocks cE. colisont transitoires et ne s’observent que lorsgeibdeises sont présentes a la surface
des sols.

Les populations bactériennes qui sont détectées dantelles conditions de sol ont des
caractéristiques phylogénétiques semblables ascalls matieres fécales fraiches (cf figure 10). A
I'identique, elles présentent des dynamiques entigoes pour laB-D glucuronidase voisines de
celles des déjections (fig 11). Certaines d’enleseanontrent en outre des filiations avec des lsesic
pathogénes telles que la sou¢hecoli 0157:H7 EDL933. Enfin, leg. coli STEC, utilisées comme
traceur des mouvements bactériens, sont clairemises en évidence dans ces situations particulieres
d’horizons connectés a la surface par les mouvesndigau, tant que des matiéres fécales sont
présentes a la surface des sols. Tout ceci attesigence de mouvements verticaux attribuables a
transfert hydrique a partir des déjections versianizon a capacité d’accueil faible, inférieuresauil
de détection. Dans ces horizons profonds, les tiondide survie sont moins bonnes que dans les
milieux confinés (substrats carbonés plus limitgtsess hydriques et/ou toxicité aluminique). Les
colonies bactériennes introduites en profondeurlggiames d’eau de drainage, ne peuvent donc
probablement pas y persister.

t t t t t
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Fig. 11. Production de méthylumbelliferone en fasrcdu temps. Courbe de gauche : évolution typique
observée dans le cas de déjections et en profosdespls drainants. Courbe de droite : contanunati
anciennes. Le modéle développé pour rendre coneptesidynamiques permet d’émettre I'hypothése ejpél

observé (courbe a gauche) traduirait I'activitésgpéces bactériennes différentes de E coli.

A une autre échelle, des « pics » significatif¢edeeurs er coli sont enregistrés a I'exutoire du
bassin versant en fin de tarissements post avestiesles, survenant avec retard sur la crue cempri
entre 7 a 10 jours. Ces pics représentent 10% wutéital de la période estivale environ. Leur
dynamique est assez similaire a celle de restitstibactériennes observées en conditions de
laboratoire en sortie de lysimétres ou colonnesalé®. Elle est assez typique de phénoménes de
transfert colloidaux par advection-dispersion, auee phase de croissance progressive des teneurs
faisant place a un retour graduel vers des temeaygnnes de I'écoulement de base. Ces phénomenes
sont assez bien décfifset correspondent & des transferts nécessitantageo-porosité importante
pour permettre le libre passage des cellules beoté@s et limiter ainsi les phénomenes de rétention
bactérienn®. On peut raisonnablement penser que les sectansibwant & ces transferts
correspondent aux terrains les plus perméablesmétions superficielles a forte porosité
d’assemblage), correspondant aux situations de @olta structure génétique est identique entre

surface et profondeur et révéle justement des nmemts verticaux (cf figure 10).
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6.3.2 Flux latéraux

6.3.2.1 Effets du ruissellement sur les divers $yie stocks et relation flux-stocks

Les mouvements latéraux de I'eau sont a I'origied’@ssentiel du flux bactérien a I'exutoire.
lIs correspondent majoritairement a des transtgs®ciés au ruissellement de surface, situati@zass
typique des contextes de praffie

L’importance du ruissellement est clairement mise évidence par le suivi et le tracage
géochimique de I'écoulement a I'exutoire en périadecrue. Les flux de bactéries résultant sont
cependant quantitativement trés différents selonigine du ruissellement et la saison.

Dans le cas des masses d'eau transférées lorsfdetéades neigesles concentrations sont
faibles, de 1 a 10 / 100ml, un ordre de grande@0 1 10000 fois inférieurs a celui des crues de la
période pastorale et ceci bien qu'il subsiste &Uudace du bassin un nombre non négligeable de
bouses résiduelles, déposées en fin de saisorqnsgrvées sous la neige. Ces faibles valeursnte so
pas liees a un effet dilution car :1) les teneorst dasses depuis la fin de 'automne précédente 2
débit en période de fonte a en général un ordrgraiedeur inférieur a celui des crues estivales. En
fait, les faibles teneurs sont dues a la faiblalithbdes stocks existants : les stocks rémanents e
naturalisés de bactéries de I'horizon rhizosphéridgl surface des stations pastorales ou des régdus
bouse sont peu mobilisables, malgré leur importapuamtitative et I'imprégnation générale d’'eau et
la généralisation du ruissellement qui marqueribtde des neiges. Notons que pour des surfaces de
sols exemptes de déjections, le ruissellement empatal obtenu sous pluie simulée, s’est révélé lui
aussi trés peu chargé Encoli, avec seulement quelques cellules pour 100ml.eSsais confirment
bien que seule une fraction infime du stock sitagsdles premiers centimétres de sol est susceptible
d’étre remobilisée par le ruissellement.

La modélisation permet de bien reproduire les fligxI'exutoire en période de crue estivale
(figure 12). Les carcatéristiques du transfert demtsuivantes : (i) une origine des bactéries tss
premiers metres qui jouxtent le réseau hydrograjghiq'est-a-dire dans des situations topographiques
de bas de versant, la ou les flux d’eau latéramt soncentrés ; (ii) en cohérence avec nos eseais d
simulation de pluie, une labilité significativemesupérieure des bactéries lorsqu’il s'agit de bsuse
fraiches (on montre notamment par simulation qsedegeniéres contribuent pour plus de 90% du flux
total de bactéries a I'exutoire du bassin versafit) une rétention non négligeable de bactédda
surface des sols (selon les averses, 80 a 95%adésribs ne parviennent pas a I'exutoire) duramt le
trajets reliant bouses et réseau hydrographique.d€rier point pourrait trés bien expliquer
I'existence d’un fond bactérien fécal constant*(¢fu. g* de sol), généralisé dans les premiers
centimétres du sol, résultant d’'introductions etétentions répétées de bactéries mobilisées digauis
bouses par des lames d’eau ruisselant a la sudéscsols.

Flux calculé Log cfu

y =1.0026x - 0. 01

Flux observe Log cfu

Fig. 12. Flux bactérien calculé et observé loraelef averses durant la saison pastorale
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6.3.2.2 Zones sources critigues

L’analyse met en évidence, dans le contexte étlidiéstence d’au moins deux types de zones
contributives impliquées dans les exportations assim. Celles situées dans I'environnement proche
(quelgues dizaines de metres) des berges du cdeesl,dde faible période de retour, plutot
concentrées dans les secteurs avals du bassimiyezsaelles associées aux exutoires des talwegs
amont, de période de retour plus forte.

Il est possible d’évaluer que la quantité de b#démises en suspension dans les lames de
ruissellement et par la suite exportées a I'exataie représente en fait qu’une part infime du tea
bactéries de la masse de I'ensemble des bousEsrdie de quelque % a %.. La surface active, c'est-
a-dire les zones sources critiques, sont en et testreintes ; elles ne correspondent qu’'a geglqu
dizaines a centaines de bouses, situées selonda@ée retour des averses soit aux franges éaués
hydrographique, marais y compris, soit dans leegate fonds de talwegs saturées par des apports
d’eau du versant (figure 13).

Les résultats obtenus mettent par ailleurs en éeelaleux éléments remarquables pour la
variabilité de I'intensité du transfert bactériela :forte évolution dans le temps et dans I'espdae,
stock bactérien associé a I'ensemble des bouseguaatité totale de bactéries susceptibles d'étre
extraites par les écoulements demeure trés élergapt toute la période estivale en relation avec u
apport quotidien en bouses fraiches mais elle @#éapidement des le départ du troupeau, avec le
cro(tage des bouses. On peut mettre ces dynaméquedation avec la forte réponse du bassin a la
présence ou absence du troupeau, en I'occurremeel’accentuation des exportations a I'exutoire de
bactéries fécales dés la mise en pature des ssigaéel’inverse un retour rapide a des teneubdefmi
dans la quinzaine qui suit le départ des troupeaux.

Fig. 13. Zones sources critiques pour différenteglitions d’averses. Pixels rouges : bouses resptmsie
95% du flux total de bactéries ; pixels bleus estshydrographique (Q : débit journalier, T : péei@e retour).
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7 PORTEE OPERATIONNELLE DES RESULTATS OBTENUS.

Le travail réalisé apporte des éléments de réffexiour des développements opérationnels
relatifs a : (1) I'analyse de la valeur indicatridde. coli en tant que traceur environnemental des
contaminations fécales ; (2) I'importance des syste pastoraux dans I'exposition humaine aux
STEC ; (3) la définition des moyens de lutte etpdévention des contaminations microbiologiques
associées au paturage. Sur ce dernier point, detas dctuel d’avancement du travail réalisé, notre
présentation se limite & un premier cadrage sdétarmination des périodes a risques, la délirnitati
des zones contributives et les indicateurs de dstgn

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

L'aptitude des populations E: coli a survivre durablement dans les conditions spémficdes
premiers centimétres de la surface des sols estébablie. Dans les conditions étudiées a Bise, les
populations deE. coli sont naturalisées dans le sol et de ce fait, egadl peu extractibles par les
ruissellements de surface. Il est aussi assez lpimbjae ces colonies bactériennes pérennes ersurfa
du sol soient peu sensibles aux flux verticaux eleglation de I'eau ; nos observations et plusieurs
essais sur colonnes de ¥otémontrent I'efficacité de la rétention. En consg&pe, les bactéries
stabilisées dans le sol ont une faible probahiliédre transférées vers les nappes ou eaux deceurfa
si bien que ce stock environnemental, malgré s@oitance quantitative, n'affecte pas vraiment la
valeur indicatrice . coli.

Dans nos conditions de transfert d’eau, qui soséaseprésentatives des conditions usuelles
des prairies (écoulements de surface non érosifssallement sur sols saturés), les propriétés
physiologiques et génétiques des populatioris. @oli sont similaires a celles des bouses. Ceci
confirme quekE. coli rend bien compte d’'une présence probable et pellent’agents infectieux, y
compris des sérotypes pathogénes.

Un dernier cas est cependant & envisager. Il sdagitévenements plus exceptionnels marqués
par une forte turbidité due en partie a I'érosienstirface des sols prairiaux dégradés par un sur-
piétinement (chargement excessif). Pour de tels@wents, des populations naturalisées sont
probablement exportées en association avec legagrét particules de terre mais ces transferts
s’accompagnent en général également de cellules abli primaires provenant du délavage des
matieres fécales qui recouvrent ces zones piétice@sibutives. Finalement la valeur indicatricEd’
coli nous semble donc assez robuste dans la plupatirdeastances, et sa détection informe bien sur
le risque d’une présence potentielle de pathogié&oasix.

7.2 Principaux modes de transmission des STEC et rbleed systemes
pastoraux dans I'exposition humaine STEC

Les connaissances sur les modes de transmissit@s etources de contamination a STEC
reposent principalement sur des études d’épidégimlanalytique et des investigations d’épidéhie
A I'neure actuelle, les 4 principales voies d'irtfen sont : l'ingestion d’aliments, la transmission
hydrique (eau de boisson ou de baignade), la tiasgn interhumaine, et le contact avec les animaux
de ferme et leur environnement.

Nos résultats apportent un point de vue et des @msicomplémentaires. Complétés par la
bibliographie disponible ils aident & construireeusmalyse de risquespécifigue des systéemes
pastoraux de type alpage (figure 14). Les principiux de STEC entre le réservoir animal et
’homme représentés sur cette figure sont des pielenqui n'ont pas fait I'objet de mesures
particulieres dans notre site d’étude.
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Figure 14 : Flux potentiels de STEC. Les fléechelguent les flux potentiels de STEC entre le résiemnimal que peuvent représenter les
animaux d’élevages et 'homme

En période estivale, les eaux recueillies a I'eixatdu bassin versant ont présenté, a chaque
temps de prélévements (tous les 15 jours sur unedeéde 3 mois), un signal positif par PCR sur les
génesstx suggérant une contamination permanente de I'erdgm STEC. Au sein de l'alpage, une
prévalence de la contamination des bouses par GEE S'environ 24% a d’ailleurs été observée
chaque année. Notons I'exposition des troupeatudolcontamination notamment a partir de I'eau
de boisson mais peut étre aussi de la consommiatiotontaire de fragments de déjections desséchés
(survie assez longue des STEC dans les déjectiDas)s ce contexte, un contrdle au niveau des
ruminants sauvages serait pertinent ; la préseaagothbreuses souches communeg& deoli entre
bovins et herbivores sauvages suggere I'existeadels échanges.

Bien que les niveaux de populations en STEC sanjotios inférieurs & 200 UFC par g de sol
sec ou par ml d’eau, la qualité microbiologique daax de montagne, dans des zones paturées, est
fortement remise en question par nos travaux etisgsies sanitaires associés a leur consommation
sont réels, car les doses infectieuses pour cediypathogénes sont faibles (inférieurs a 10 pesk.|
coli 0157:H7). Ainsi,il serait important de suggérer aux pouvoirs publis que les contrbles de
qualité microbiologique de I'eau completent les deémbrements des coliformes fécaux par une
détection moléculaire des génes de virulenatx. Dans I'ensemble la maitrise de ces risques ne
semble, ni hors d’atteinte ni nécessiter des mesexeeptionnelles. Une information raisonnable du
public, méme si elle remet en cause I'image d’aeae gn montagne, parait faisable et souhaitable car
de nombreux usagers ne prennent pas suffisammetdreidération les risques liés aux troupeaux.
Les actions au niveau exploitation agricole sofé gértiellement en cours ; elles relévent du @etr
qualité au niveau des productions et de la prateates captages d’'eau a usage agricoles.

7.3 Caractériser des périodes a risques

L’altération de la qualité des ressources en emudes périodes pluvieusésst une tendance
générale marquée par une élévation de I'ensemisiendiécateurs de contamination fécale. Pour les
techniciens hygiénistes chargés de la maintenaeseaunités de distribution d'eau, ces périodes sont
donc considérées comme critiques et font I'objahd’attention particuliere.

Notre site d’étude est typique de ce point de vpleis de 95% des exportations annuelles de
bactéries sont associées a des événements plwgtuaux. L'essentiel se manifeste lors des crues e
relation avec le ruissellement sur des surfacesmmgent paturée. Mais il existe aussi un transfert
secondaire d0 a des infiltrations et des transfedfonds et qui gagne I'exutoire apres le tarissgm
des crues. Ces transferts « retardés » sont peshaht liés au fonctionnement hydrologique des
formations superficielles a forte porosité d'asskmb (éboulis, cbnes, moraines latérales), lesegiell
sont assez fréquentes dans les contextes de menfagns un contexte d’alimentation en eau potable,
la détection de ces contaminations retardées astdifficile, dans la mesure ou elles ne sont pas
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accompagnées de variations de régime hydrologi¢jiraporte donc probablement de considérer

que la période critique associée aux évenements pigux est plus longue que la simple période

de crue Les situations ou des transferts profonds retasdét susceptibles d’'étre générés sont encore
mal connues et des études supplémentaires suyhesntjues en cause et facteurs en jeu devraient
étre menées pour apporter des éléments de contrdlesurs chimiques ?) et de surveillance
spécifiques.

7.4 Délimitation des zones contributives, conséguenca g&erme de maitrise

Dans le site étudié, les zones contributives appbrtle forts niveaux de contamination a
'exutoire sont variables dans la saison (localisat extension) mais toujours de superficies
relativement restreintes. Elles coincident padialtnt avec des espaces qui supportent des fonctions
essentielles vis-a-vis du troupeau car permet@miaiimentation en eau et fournissant des resssurce
fourragéres importantes a certains stades de darspiastorale. Du fait de leur valeur pastorale, le
stations concernées correspondent souvent a dedlpardont I'appétence se maintien tout au long de
(pas de contraintes sur le régime hydrique et toqyehdes sols, coupe fréquente dés le début de la
saison). La présence de déjections récentes eginméquence continue sur toute la saison dans ces
zones pouvant contribuer au ruissellement lorspligies estivales. Cette situation est probablement
assez courante puisqu’il existe un lien assez géné@ns les Alpes entre valeur pastorale et régime
hydrique. Dans le contexte d’'une exploitation esiem ou semi-extensive qui, comme a Bise, laisse
une large part au choix du troupeawgxiste probablement fréquemment une contradiction rgre
utilisations des ressources fourragéres et risqueopr la qualité microbiologique des eauxLa
mise en ceuvre de modalités de gestion du paturagmpatible avec une utilisation durable des
ressources en eau peut en conseéquence souleveisipnoblemes.

Un premier type de mesure repose surateénagements cibléglu pourtour du cours d’eau. |l
s’agit de zones sources critiques correspondarsaelcteurs ou le dépbt des bouses reléve ; &la fo
de déplacements individuels des animaux pour lialmment ; et de déplacements collectifs pour la
traite ou l'acces aux quartiers supérieurs. Cortgria des longueurs de rive concernées, du caractere
collectif des déplacements et de la hauteur deen®og mettre en ceuvre pour empécher les contacts
troupeau — cours d'eau, il n'est pas envisageablprdtéger ces types de zones critiques par des fil
de ceinture. Les seules exceptions envisagealolesles zones humides de type bas marais tourbeux
(aucune valeur fourragére). Dans la pratique, d’estallation d’abreuvoirs, dont on a par aillsur
mesuré lefficacit&®, qui devrait permettre de contrdler une partie pesblémes. On peut aussi
envisager d’organiser avec des passerelles lehissement des sections du réseau hydrographique
clés vis-a-vis du circuit de paturage

Dans les talwegs critigues amont ou la périodeeteur du risque est plus faible, et ou les
déjections sont d’avantage associées aux déplatemelividuels des animaux pour le paturage, des
dispositifs de ceinturage peuvent étre suggérésutefois les surfaces concernées sont restredmtes
leur isolement n'affecte pas substantiellementréssources fourrageres. Si tel n’est pas le cas, un
modification globale des itinéraires de parcoutd’akernative a envisager pour limiter les risqué
s'agit d’éloigner au maximum les animaux des zarw¥ributives lors de la période d’'étiage sévere
(aodt) tout en maintenant un bon potentiel founragebal. Ceci suppose de compléter les ressources
fourrageres attenantes au réseau hydrographiquealerisant lorsque cela est possible les facies
pastoraux a haute valeur pastorale situés horgatess contributives estivales. Une autre altereativ
consiste a créer ou re-créer de telles ressouties.est théoriquement envisageable et nécessiterai
de modifier les parcours de début de saison potenabune coupe précoce sur les versants, puis
d’apporter une fertilisation (le recours aux engretiimiques peut étre envisage, mais il existeiauss
des solutions d’épandage d'effluents d'élevage wdapaux conditions de pente, tels les canons a
lisier ou les canaux de fert - irrigation). Bierteardu de tels scénarios sont a étudier au casapalle
sont toutefois difficiles & mettre en ceuvre casipposent de profondes modifications des pratiques
de gardiennage. La réflexion en cours est donaitué® mais elle constitue un support précieux pour
raisonner, sur la base de cas concrets, des iadisatlés de gestion. Le tableau 2 présente uniétat
ces réflexions.
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Les mesures de protection sont au total tres dépeesl de I'organisation et des conditions
d'utilisation des surfaces pastorales. Elles demand étre déduites de diagnostics portant non
seulement sur la localisation des zones contribstimais aussi d’éléments relatifs aux différents
niveaux d'organisation du systeme pastoral (maimeakre disponible, répartition des ressources

fourragéres, aménagement des secteurs concernes).

Le travail réalisé apporte des outils dans cet abibjeavec notamment linterface SMDR
développée sous VB (fig. 15) qui permet d’édites dartes de hauteurs de ruissellement et de les
transférer sous systéme d’information géographppe leur analyse. Dans la mesure ou ces cartes
permettent d’'identifier les secteurs les plus fedgment soumis aux exces d’eau, elles donnent des
éléments de diagnostics déterminants pour la kat#in des zones sources critiques.

Composantes du systéme

Variables clés

Parametre du diagnostique

Dilution moyenne des contaminations :

)

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

ressources
fourrageres

Date de premiere
coupe

(cf outils du diagnostic pastoral)

Tableau 2 : les composantes du diagnostic
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Figure 15. SMDR-VB Une interface pour I'étude desrses variables de ruissellement sous prairies
naturelles permanentes

8 CONCLUSIONS

Les recherches réalisées dans « Pastor » poutent s

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

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

Les résultats obtenus mettent en évidence desidanements inattendus. En premier lieu, il
existe un stockage a long termdzdtoli dans les premiers centimétres organiques de lacgudes
divers sols sous paturage, avec des effectifs antssfjuels que soient, la saison, la proximité e’un
bouse, l'intensité du paturage ou le contexte innatique. Cette dynamique correspond a celle d’'une
population naturalisée ; elle est expliquée paéregfce au concept de capacité d'accueil. Les
Pseudomonadluorescents prises comme « bactérie tellurigyee ty, présentent dans les mémes
contextes une dynamique totalement différente nécpar une forte variabilité, représentative de
stratégies opportunistes.

Plus en profondeur, la présence durable de popofataturalisées ne s'observe que dans les

situations de sols particuliers, peu drainantsf(uén) et de ce fait riches en matiere organiquensD
le cas des sols drainants, les effectifs bactérsemd fugaces ; ils semblent résulter de transferts
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advectifs et dispersifs ; les temps de résidennefaibles ; les populations répondent a des ctagrd
biotiques et abiotiques (exportations par I'eaigatitophie, pH).

Les déjections constituent d’autres lieux de stgekeElles sont susceptibles d’inclure des
souches potentiellement pathogénes porteuses weiface toxicité (telles que des shigatoxines). Le
stockage deg&. coliy est limité pendant la saison pastorale, parligion physique (dessiccation),
surtout par la disparition physique et biologiqes thouses (pluie, coprophages) ; en fin de saigon u
stock non néglieable se maintient sous la couvertargeuse.

Les variations de la structure génétique des ptipodE. coli dans les différents réservoirs
environnementaux du bassin versant expriment desmamdigues adaptatives. Les populations
naturalisées de la rhizosphére de surface ou désumiconfinés s’averent spécifiques et tres
différentes de celles des dépbts fécaux. Ces demjrésentent, a I'inverse des précédentes, tin for
degré de similarité avec les populations isoléesedtum des bovins ou retrouvées en profondeur dans
les sols drainants. Les stocks different ausseené de propriétés et notamment de susceptibité v
a-vis de l'extraction par les écoulements, ruiesadint ou infiltration. Les déjections récentes sest
stocks les plus extractibles. La dessiccation desds se traduit pas une baisse de ce potentiel de
contamination des eaux, alors que la teneUt.esoli reste stable. Les stocks€d'coli naturalisés des
sols, bien qu'assez élevés, sont eux aussi peuigadibés par le ruissellement.

« Pastor » propose aussi une analyse du foncticemtedu bassin versant paturé en tant que
systéme de transfert de contaminants fécaux et rnodélisation de ces flux bactériens. Les
connaissances acquises concernent les régimesodiatipn a I'exutoire, les facteurs de transfert et
les zones contributives.

Le traitement des données bassin versant, mongeleqmilieu étudié présente un tres fort
potentiel tampon vis-a-vis des pollutions microb@tjues de I'eau puisque c’est une part infime et
momentanée, de quelques %o a quelques % du staakd®tbactéries fécales des bouses, qui est
transférée a I'exutoire. Les écoulements de suifarsedes crues estivales représentent le mécanisme
dominant de contamination des eaux a |'exutoireptésence de bouses fraiches est déterminante, ce
qui explique les évolutions rapides des niveauxatgamination des eaux de surface, avec l'arrivée
ou le départ des troupeaux. En étiage et en fagadiges, les teneurs restent faibles en tout goin
bassin, exutoire compris.

Les secteurs contributifs actifs, critiques en &ihe contamination, sont restreints et localisés
au niveau des zones de production de ruisselleroest-a-dire dans I'environnement immédiat des
berges des cours d'eau, ou les fonds de talwegseatoncentrent les écoulements latéraux et la
pression pastorale. Les sols drainants alimentesitndppes profondes (complexes alluviaux a forte
porosité de constitution) sont a l'origine de pitexportations post crues, mais de faible ampleur
comparativement a ce qui est généré par le rutsselit des versants. Dans notre contexte, les apport
directs dans le réseau semblent négligeables. dratsire génétique des bactéries retrouvées a
I'exutoire est en général celle de populations ayare structure proche de celles des déjections
récentes, situation réveélatrice de courtes duréegpabsage dans le bassin versant et ses zones
contributives. Le fonctionnement global du systé&hadransfert a I'échelle du bassin versant se iradu
donc par une spécialisation des populatiors. aoli stockées avec, d'une part des populations
naturalisées, peu mobilisables par les flux d'eauransfert 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 finalement impbgdans la contamination des ressources en eau.

Les conséquences opérationnelles de « Pastor erommt la prévention des pollutions fécales
des eaux de surface, les risques associés a lanpeesle STEC, et I'utilisation B! coli comme
indicateur. Il s’agit pour I'essentiel de mesuresrtles a mettre en ceuvre et qui font ressortir le
caractére paradoxal des pollutions microbiologiquifuses: une proportion trés réduite de
contaminants transmise aux aquiféres, ayant destgaences lourdes tant en terme de santé humaine
et animale, et dont la maitrise (partielle) suppmE®emoyens financiers relativement élevés.
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