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Projet "Traceurs de contamination fécale "
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déjections d'animaux effluents et boues issus des rejets des habitations non
d'él@es stations d'épuration cohnectées aux réseaux

Contamination ponctuelle ou diffuse

Directive européenne 2006/7/CE sur la qualité des eaux de baignade
Elaboration de profils de baignade (mise en ceuvre : mars 2011) = identifier les
sources de pollutions fécales susceptibles de contaminer les zones de baignade.



déjections d'animaux effluents et boues issus des rejets des habitations non
d'él@es stations d'épuration cohnectées aux réseaux

Contamination ponctuelle ou diffuse

Directive européenne 2006/7/CE sur la qualité des eaux de baignade
Elaboration de profils de baignade (mise en ceuvre : mars 2011) = identifier les
sources de pollutions fécales susceptibles de contaminer les zones de baignade.

Quelles méthodes pour identifier
I'origine de la pollution
(humaine / animale) ?




= méthodes normalisées de détection de pollution fécale

2 indicateurs de contamination fécale

© origine fécale

® impossible de différencier
humain/ animal

Entérocoques intestinaux



Depuis = 10 ans = méthodes "Faecal source tracking

Regroupent des méthodes biologiques et chimiques pour identifier les
principales sources de contamination fécale dans les eaux de surface

" 1]
www.memoclie:com/.../1139-vaches/441-vache html

ian.umces.edu/imagelibrar



Depuis =10 ans = méthodes "Faecal source tracking

Regroupent des méthodes biologiques et chimiques pour identifier les
principales sources de contamination fécale dans les eaux de surface

" 1]
www.memoclie:com/.../1139-vaches/441-vache html

Objectifs du projet "Traces” :

Développer et valider des outils existants et de nouveaux outils
analytiques fondés sur l'identification de marqueurs permettant
de déterminer l'origine humaine ou animale de la pollution fécale



wf/érems outils

> microbiologiques :

- séquences d'ADN bactérien : flore dominante du tube digestif

- Phages F-RNA spécifiques




Wems outils

> microbiologiques :

- séquences d'ADN bactérien : flore dominante du tube digestif

- Phages F-RNA spécifiques

caféine

> chimiques :

- molécules spécifiques des effluents urbains




Wems outils

> microbiologiques :

- séquences d'ADN bactérien : flore dominante du tube digestif

- Phages F-RNA spécifiques

www.scienceclarified.com,
Bi/Bacteria.html

> chimiques :

- molécules spécifiques des effluents urbains

- empreintes moléculaires des stérols et stanols

caféine

Coprostanol

24-ethylcoprostanol
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Cholesterol
Sitosterol

Campesterol

Campestanol
itostanol

Cholestanol

www.memoclic.com/.../1139-vaches/441-vache html

2 ratios de stéroides :

R1 (%) : coprostanol
(coprostanol+24-ethylcoprostanol)

R2 : sitostanol SN
coprostanol GEOsciences




Wems outils

> microbiologiques :

- séquences d'ADN bactérien : flore dominante du tube digestif

- Phages F-RNA spécifiques

www.scienceclarified.co
Bi/Bacteria.html

> chimiques :

- molécules spécifiques des effluents urbains

- empreintes moléculaires des stérols et stanols

- caracteérisation de la matiére organique

caféine

Coprostanol

24-ethylcoprostanol



Caractérisation de la matiére organique

) typical fluorescence EEM

La matrice EEM est divisée en 2

e
régions fluorescentes 2 Fulvic matter
(biochimique et géochimique) o Mostly from natural organic

A oL, g matter _ _

elles meémes subdivisées en = Tryptophan- intensity
différentes zones 8 _

S e _

i £ Humic-like mostly from

0300 Emission Wavelength 500 natural organic matter
(nm)

2 ratios :
biochimique/géochimique : bio-géo

Geochemical Fluorescence Index : GFI e

CAMPUS

OQUEST




R
\ Marqueurs bactériens et viraux
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hote marqueurs publications

" Pig-2-Bac Mieszkin et al., 2009

i {-j i (Bacteroidales) Aremer
- Lactobacillus amylovorus Marti et al., 2010 ‘e o
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\ Marqueurs bactériens et viraux

(Bacteroidales)

hote marqueurs publications

" Pig-2-Bac Mieszkin et al., 2009

f {-j i (Bacteroidales) Aremer
- Lactobacillus amylovorus Marti et al., 2010 ‘e o
% Rum-2-Bac Mieszkin et al., 2009 pum
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Marqueurs bactériens et viraux

hote marqueurs publications
Pig-2-Bac Mieszkin et a/., 2009
(Bacteroidales) Aremer

Lactobacillus amylovorus

Marti et al/., 2010

IN0S, Eain & MarTilok

"

Rum-2-Bac
(Bacteroidales)

Mieszkin et a/., 2009

HF183 (Bacteroidales)

Seurinck et al., 2005

Bifidobacterium adolescentis

Gourmelon et a/., 2010

e’
Leel

bactériophages F-RNA spécifiques
(groupes II et IIT)

Gourmelon et a/., 2010

E’




marqueurs

publications

Ratios de stanols R1 et R2

Jardé et al., 2007

GEOSGFENGES

Ratios de stanols R1 et R2

Jardé et al., 2007

GEOS@:EN@ES




Marqueurs chimiques

_—

marqueurs

publications

Ratios de fluorescence bio-géo et GFI

Bilal et a/., 2010

AGRO
CAMPUS

Ratios de fluorescence bio-géo et GFI

Bilal et a/., 2010

CAMPUS
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\ Marqueurs chimiques

hote marqueurs publications

Ratios de fluorescence bio-géo et GFI | Bilal ef a/., 2010 A0S

Ratios de fluorescence bio-géo et GFI |Bilal ef a/., 2010 -

Caféine, benzophénone @
TCEP tri(2-chloroethyl)phosphate) Gourmelon et af., 2010 S

angers




Materiel et méthodes

33 échantillons
4 effluents de stations d'épuration
3 eaux de ruissellement aprés épandage de fumier de bovin
3 eaux de ruissellement aprés épandage de lisier de porc

23 eaux de rivieres
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33 échantillons
4 effluents de stations d'épuration
3 eaux de ruissellement aprés épandage de fumier de bovin
3 eaux de ruissellement aprés épandage de lisier de porc

23 eaux de rivieres

2 zones de baignade (eau douce et eau de mer)

7 points en amont des deux zones de baighade



33 échantillons

Materiel et méethodes

4 effluents de stations d'épuration
3 eaux de ruissellement aprés épandage de fumier de bovin
3 eaux de ruissellement aprés épandage de lisier de porc

23 eaux de rivieres

2 zones de baignade (eau douce et eau de mer)

7 points en amont des deux zones de baighade

14 marqueurs

3 marqueurs chimiques

2 ratios de fluorescence

2 ratios de stanols

2 groupes de phages F-RNA
5 marqueurs bactériens

Analyse des Correspondances Multiples

>Classifica1'ion Ascendante Hiérarchique




-0,5

Eaux contaminées
ar du lisier de porc s , :
P P Eaux/contaminées  Equx usées urbaines
par des déjections bovines
15 -1 -0,5 0 0,5 1 15

F1 (46,22 %)

Analyse des correspondances multiples



Similarité

0,1 +

0,2 +

0,3

0,4 +

0,5

0,6 +

0,7 -

0,8

0,9 +

| Fl | 1
- x Xy ¥ @ x 4
222z &
E. col/>1000/ 100 mL
R1> 60

bio geo > 0,17 et 6FT < 0,9

B. adolescentis > 10°
HF 183 >10°
Phages FRNA II et III

Caféine

20,3
Benzophenone = 0,2
OI

TCEP 08 405

*
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@
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E. coli >1000

R1< B0
R2 > 1

E. coli>1000

bio geo > 0,17
GFI > 1,2

R11

T

a

R13
R14
R20
R15
R16
R19

Pig-2-Bac > 10° Rym-2-Bac > 105
L. amylovorus >107 B adolescentis 104 a 105




Similarité

0,1 ¢

0,2 +

0,3

0,4 +

0,5

0,6 |

0,7 +

0,8

0,9 +

R4 |

1T

a

29k PR 23888358 7338883
[0 d r @ ¥ @¥r ¥ @ ¢ @

E. coli< 500 / 100 mL
marqueurs bactériens non détectés
caféine < 0,1 ug/L
ratios non spécifiques

Origine ?
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Rum-2-Bac > 10°
Benzophenone

R1 < B0
TCEP

E. colr>1000
Caféine



Similarité

0,1 +

0,2 +

0,3

0,4 +

0,5

0,6 +

0,7 -

0,8

0,9 +

E. coli>1000

HF 183 104
Rum-2-Bac >10°

Phages II et III : 100%
Caféine 0,05 a 0,17

+/-Benzophenone
+/- TCEP

R17
R18

1

R11
R13

R14 |
R20
R15
R16
R19

a
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E. coli> UFC 1000 / 100 mL E. coli< UFC 500 / 100 mL
marqueurs indiquent Origine non déterminée

1 ou plusieurs origines

Directive (2006/7/EC) eaux de bonne qualité :
1000 E&. co/i/ 100 mL en eau douce
500 £. co/i/ 100 mL en eau de mer




Application des outils a deux zones de baigr(des
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Zone de baignade

Eau douce: le Loir

Eau de mer : bassin versant du Penerf



Eau douce: le Loir
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Zore debagrade o ntrations en £ coli< 150 UFC/ 100 mL

seul marqueur détecté : caféine (0,1a0,2 ug/L)




Wﬂ versant du Penerf

< | rejet TAA* g

;- =) _. 1 ;1 o

i::;ﬁ Y3 r.r

rejet IAA*

Caracteristiques :

L zones de pdturages

| : E: épandages de lisiers de porc
4 o rejets dTAA

rejets de stations d'épuration

*Rejet d'une industrie agro-alimentaire
Point D1 : transformation de canards
Point D4 : protéines industrielles




—___ Eau de mer : bassin versant du Penerf

rejet step _
D5e %%‘“ J
°? ) s-%

> L1 ° X

5 @i E1 _

Ei | | | ® Mg i

- 2.km X
. ﬁ% E2¢ B8
. DZ._%%J Origine supposée de la pollution:
%_ﬁ;’ﬁm o humaine
1 ﬁr%w = bovine
1,5 0,5 0,5 1,5 2,5 :
F1 (92,76 %) porcine [
Phages
E. coli Rl | R2 | Bio/géo | 6FI | caféine | TCEP | humains | HF183 | B. ado | L. amy | Rum-2

D2 810 31| 4,1 0,18 1,1 0,07 0,04 0] 0 0 0 0
D3 | 840 | 43|25| o,15| 11| 0,05 0 0 0 o o] o |
D4 2,2 103 52 | 2,1 0,14 1,1 0,18 0 0 0 0 0 0
D5 1,4 103 57 | 1,7 0,14 1,1 0,22 0 0 0 0 0 D
El 1,4 105 88|0,1 0,23| 0,9 12,4 0,29 | 43103 |7,3105(1,2104 -I
E2 3,2 103 61 1,0 0,11 1,0 0,08 0,05 0 0 0 0
L1 590 55| 2,6 0,11 1,1 0 0 0 0 0 0




Caractéristiques et limites de la boite a outils

Marqueurs bactériens et viraux

Tres spécifiques, excepté B. adolescentis

Non détectés E£. col/r<1000 UFC/ 100 mL

1

Amelioration du
seuil de détection



Caractéristiques et limites de la boite a outils

Marqueurs chimiques

Présence simultanée de caféine, TCEP et /ou benzophénone
tres spécifique d'une pollution humaine



Caractéristiques et limites de la boite a outils

Marqueurs chimiques

Présence simultanée de caféine, TCEP et /ou benzophénone
tres spécifique d'une pollution humaine

Ratios des stanols et de fluorescence

Difficilement interprétables en cas de pollutions mixtes

Interprétables lorsque qu'une pollution est dominante
(ex: zone de paturage intensif, rejet de station d'épuration)



Caractéristiques et limites de la boite a outils

Marqueurs chimiques

Présence simultanée de caféine, TCEP et /ou benzophénone
tres spécifique d'une pollution humaine

Ratios des stanols et de fluorescence

Difficilement interprétables en cas de pollutions mixtes

Interprétables lorsque qu'une pollution est dominante
(ex: zone de paturage intensif, rejet de station d'épuration)

1

Etude d'un bassin versant sur une année
=> Continuer l'acquisition de données pour valider les marqueurs




Conclusion (3/3) [

Caractérisation de 3 types de pollution a l'aide de la boite a
outils (£. coli> 1000 / 100 mL)

/Bac teroidales Rum-2-Bac

R1<47 and R2>1

Bio/géo0>0.17 et GFI>1.2 =

-

——

wmvmwar e W’* -

?am "'.i"

J}W;E! e, A

/
Bacteroidales Pig-2-Bac

Lactobacillus amylovorus

Bio/geo0>0.17 et GFI>1.2

~

=

~

/Bacfer'oida/es HF183,
Phages F-RNA IT etII
Caféine >0,1
TCEP, benzophenone

R1>65 % et R2<0.12.- .
Bio/géo0>0.17 et GFI<O.9/
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Merci de votre attention
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