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RESUME:

Les contaminations fécales d’origine humaine ounale contribuent a la dégradation
des écosystémes et affectent la qualité de I'eac des risques pour la santé publique par
I'exposition & des agents pathogénes. Afin de rédees risques et d’améliorer la qualité de
l'eau, il est nécessaire de développer des outigaliles d’identifier les sources de
contaminations fécales. Cet enjeu est exacerbéuerp& par le durcissement des directives
sur les eaux de baignade et les eaux conchylieblésbligation de procéder a I'identification

et a la hiérarchisation des sources de contamimstio

Cette these s’est attachée a valider I'utilisatitas stéroides en tant que traceurs des
sources de contaminations fécales des eaux desutfa méthode utilisée est basée sur une
analyse en composante principale de six stano&ifed.’approche scientifique a été menée
en trois étapes, de I'échelle moléculaire a I'dehelu bassin versant. La spécificité des
stéroides et ’'homogénéité des sources ont étéétidur des déjections bovines, porcines et
sur des influents, effluents et boues de statiddutdation domestiques. Puis, la conservation
et la persistance des empreintes stéroides onté\é@kiées au cours du transport des
échantillons sources vers le milieu naturel réagppar des expérimentations en conditions
contrblées. Enfin, la méthode développée a ét@émla I'échelle de deux bassins versants

sujets a des contaminations fécales récurrentets-souirces.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de waltpermettent de valider I'utilisation

des stéroides en tant que traceurs opérationnélwrigene des contaminations fécales.

Mots clés: contamination fécale, stéroides, stani@caux, traceurs, analyse en

composante principale, spécificité des sourcesjgiance.
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ABSTRACT.

Faecal contaminations from human and animal wast#sonly contribute to the
degradation of aquatic systems but also affect m@@lity posing threat to human health
from exposure to pathogens. To reduce these risttSnaprove water quality, it is necessary
to develop of tools capable of identifying faecalntamination sources. This issue is
exacerbated in Europe bythe hardening of guideliier bathing waters and shellfish

waters and the obligation to identify and priogtgources of contamination.

The aim of this thesis is to validate the use efa@tls as a tool for tracing the origin of
faecal contamination in surface waters. The methodased on principal component
analysis of six fecal stanols. The scientific apygio was conducted in three steps, from
molecular scale to the watershed scale. The spiggiff steroids and the homogeneity of
sources were studied on bovine and porcine maram@on influent, effluent and sludge of
waste water treatment plant. Then the conservatiod the persistence of the steroid
fingerprint were evaluated during the transportasf samples to the environment receiving
by experiments under controlled conditions. Finalye method developed has been validated
at the scale of two watersheds impacted by recumeiti-sources contaminations.

All the results obtained in this work lead to valid the use of steroids as an operational

tool to trace faecal sources contamination.

Key words: faecal contamination, steroids, faedahas, homogeneity, persistence,

source assignment, principal component analysis.
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Introduction générale

Qu'il s’agisse d’eaux destinées a la consommatobthabitat d’organismes aquatiques,
aux loisirs et/ou a la péche, la qualité des eatxur parameétre essentiel a surveiller et a
contrbler. Une eau contaminée, et donc de maugaiskté, engendre de nombreux désordres
pouvant étre plus ou moins graves, avec des imgagtda santé des populations et des
ecosystemes, ainsi que sur les activitées économiagesur la production de denrées
alimentaires. Les pollutions de I'eau peuvent éeeplusieurs types : 1) physiques de par
'apport de matieres en suspension qui agissentastempérature ou sur la radioactivité des
masses d'eaux, 2) chimiques dues a la présenceulutances indésirables (nitrates et
phosphates) qui provoquent de profonds déséquslitneniques ayant des effets biologiques
ou de substances toxiques (métaux lourds et miltagmts organiques) et 3)

microbiologiques du fait de I'apport d’agents pagénes (virus, bactéries et parasites).

L’introduction dans les eaux d’agents pathogenexct@vies, virus, parasites...) pour
’lhomme découle directement du rejet dans les éauxatiéres fécales, d’origine humaine ou
animale. Ces contaminations sont sources de nos#semaladies liées a des facteurs
infectieux ou toxigues. Selon I'Organisation Mondiale la Santé (OMS), les pollutions
microbiologiques provoquent chaque année plus dglltards de cas de diarrhées dans le
monde, lesquels s’ajoutent aux nombreux cas dsup&hologies provoquées par ces
pollutions. Ces différentes infections sont liéest 8 la consommation directe d’eaux
contaminées, soit a l'ingestion ou au contact cutdieaux contaminées lors d’activités
récréatives telles que la baignade, soit encormg@estion de coquillages récoltés dans des

zones de mauvaise qualité microbiologique.

En Europe, le traitement de plus en plus poussé&ystématique des eaux de
consommation limite le risque aux eaux de baigretd& la consommation des coquillages,
deux domaines soumis a réglementation. Concernamidlité microbiologique des eaux de
baignade, celle-ci était reglementé jusqu’a récentrad’échelle européenne par la directive
76/160/CEE définissant un classement des zonesamdule en fonction de leur qualité
microbiologique. Ce classement, basé sur la détecte trois indicateurs microbiologiques
(Escherichia coli(E. coli), les entérocoques intestinaux et les coliforngesadix) n’'imposait
pas de déterminer les sources réelles ou potastiele la contamination. Mais face a la
pression liée aux risques sanitaires, les autoeii@spéennes ont décidé de durcir les valeurs
seuils d'indicateurs fécaux et d'imposer désornf@tablissement de profils de baignade,
dont I'un des objectifs est précisément de détezmlies sources effectives ou potentielles de
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Introduction générale

la contamination, en éditant la directive 2006/7/0B durcissement similaire est observé les
zones de conchylicultures avec I'abrogation de dglamentation sanitaire européenne
(91/492/CEE) au profit de la directive (2006/113)CE

Les sources potentielles de contaminations fécps/ent étre soit humaines, soit
animales, soit une combinaison des deux. Les pgong&ions d’origine humaine peuvent étre
liées: soit a des rejets directs accidentels d’easges dans le milieu naturel et/ou a des
infiltrations dans le sol d’eaux usées se propagears les eaux, soit au lessivage de boues
résiduaires de stations d’épuration (STEP) épansluleles sols agricoles. Les contaminations
d’origine animale peuvent prendre plusieurs fornigles peuvent étre liées aux rejets directs
de déjections dans les eaux par les animaux d@depaturant en bordure de cours d’eau et a
moindre mesure par les animaux sauvages et domestiglles peuvent étre aussi et surtout
étre liées au lessivage des matiéres fécales épsusdu les sols agricoles en remplacement de

ou en complément des engrais minéraux.

Les indicateurs microbiologiques classiques act(ieloli, entérocoques intestinaux et
coliformes fécaux) ne sont pas aptes a répondeer@uvelle exigence d'identification des
sources de contaminations fécales. D’ou I'émergelegriis quelques années d’'un champ de
recherche, connu sous le terme générique de Malr@wource Tracking (MST), visant a
développer des marqueurs spécifiques susceptibldsstinguer les contaminations humaines
et animales et au sein des contaminations aninakespes précis d’animaux en cause. Deux
grands types d’outils sont ciblés dans ces reclesrdls outils microbiologiques (Scettal.,
2002; Harwoocet al., 2003; Ahmedet al, 2005) et les outils chimiques (Glassmegeal,
2005; Hagedorm «tl., 2009). Les méthodes microbiologiques s’appuiantasrecherche des
micro-organismes spécifiques (bactéries, virusaeagites) des différentes sources impliquées
via des techniques culturales et/ou moléculairessajue les méthodes chimiques s’appuient
sur la recherche de composés chimiques naturél®iges et acides biliaires) (Leemieigal,
1996; Elhmmaliet al, 1997,2000), et/ ou de composés issus des habitleleonsommation
des hommes (résidus médicamenteux, caféine, détivésbac) (Heberer, 2002; Glassmeyer
et al, 2005) et/ou des composés de synthése (parfumdyips lessiviels et retardateurs de
flamme) (Eganhouset al, 1983; Peclet al, 2006).

Dans le cadre de cette these, nous avons chotsadgller sur les composés chimiques
et spécifiguement sur les stéroides. En effet,coesposés semblent remplir les différents

criteres : 1) un pouvoir discriminant pour mettie &vidence le type de contaminations
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fécales et une sensibilité reconnue, 2) une stabile la méthodologie, géographique et
temporelle, 4) une persistance au minimum similaicelle des indicateurs de contamination
fécale et 5) des concentrations suffisantes damsilleu naturel pour étre détectés; critéres

nécessaires pour étre un bon outil de tracage.

Afin de contribuer a valider l'utilisation de cesmposés comme outil de tracage de
I'origine des contaminations fécales des eaux, émgle a été entreprise avec la région
Bretagne comme cadre, celle-ci étant choisie ppsalcapacité a mobiliser en paralléle des
sources humaines et des sources animales mul{ipdesne et porcine, principalement) du
fait de la présence conjointe d’'une densité humenportante et de zones d’élevage intensif
conduisant a des apports massifs de déjectionsalsrau sol et 2) la présence avérée sur ses
cOtes et au sein de ses eaux continentales de zontmminées. La démarche scientifique

s’est organisée suivant trois étapes :

- Nous avons tout d’abord cherché a caractériseructeades trois sources (humaine,
bovine et porcine) susceptibles d’étre a I'origites contaminations microbiologiques
observées dans cette région du point de vue de kEgnatures en stéroides, avec
comme objectif d’établir les caractéristiques pespa chaque source et de vérifier
’homogénéité de celles-ci aux échelles localeségionales. Et ainsi, établir (ou
vérifier) I'existence de signatures en stéroideflement spécifiques a chaque source,
premiére conditionsine qua nonde l'utilisation des stéroides en tant qu'outil de
tracage de l'origine de la contamination fécale ebasx.

- Nous avons ensuite cherché a vérifier que les giges propres a chaque source
étaient conservées pendant le transfert des mafiécales de la source vers le milieu
récepteur. Cette vérification s’est faite notamnpantla mise en ceuvre d’expériences
de ruissellement sur des parcelles agricoles gy@atablement recu des épandages de
déjections bovines et porcines. L'objectif ici étde veérifier la conservation des
signatures propres a chaque source lors du tramesfdes processus de changement de
matrice et de dilution subits par les stéroidespéssistance des signatures spécifiques
lors du transfert est la deuxieme conditgine qua norde l'utilisation des stéroides
en tant qu’outil de tracage de l'origine de la @wnination fécale des eaux.

- Enfin, dans un troisieme temps, nous avons comparénarqueurs stéroides validés
suite aux deux premiéres étapes a d’autres margjghimiques (caféine et retardateur
de flamme) et a des marqueurs microbiologiques tarss d’eaux soumises a des
contaminations fécales d’origine inconnue. Cettgp@tconstitue I'étape ultime de
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validation de l'utilisation des marqueurs stéroidestant que traceurs opérationnels

des sources de la contamination fécale des eaux.

On notera que cette thése ¢s'inscrit dans le cadwn @rojet de recherche
interdisciplinaire rassemblant des microbiologistees chimistes et des géochimistes
organiciens (les projets Traces | et I, financélgsgence Nationale de la Sécurité Sanitaire
de l'alimentation, de lI'environnement et du travéiNSES) et portés par Anne-Marie
Pourcher) et visant a développer et confrontedesimémes objets (déjections brutes; eaux
de ruissellement; eaux de bassins versants corgajnaoles marqueurs chimiques et des
marqueurs microbiologiques. L'objectif de cette ftontation étant de mettre au point une
palette complete d’outils complémentaires capabtes déterminer [I'origine d'une
contamination fécale. Ce désir d’associer les tnacées uns avec les autres part du constat

gu’aucun ne peut garantir a lui seul la détermamaéi coup sir de cette origine.

Ce manuscrit est composé de cing chapitres, intldanx publications parues et une

publication en préparation.

1. Le premier chapitre est consacré a une présentdétaillée du contexte, de I'état de
I'art et des objectifs de these.

2. Le deuxieme chapitre a pour but d’expliquer le ghdu site d’étude, de détailler
I'échantillonnage et de présenter la méthodologadydique utilisée.

3. Le troisieme chapitre traite de la variabilité dégnatures des stéroides au sein des
déjections bovines et porcines et entre ces desenalnles, des origines possibles de
cette variabilité (régime alimentaire, temps declsage et traitements), et de la
capacité des stéroides a constituer des marqueteiigues de ces deux sources.

4. Le quatrieme chapitre présente et discute lestedsud’expériences de ruissellement
conduites sur des parcelles amendées en déjedimnses et porcines et visant a
vérifier la persistance des signatures pendantutiah et le transport.

5. Le cinquiéme et dernier chapitre présente les taisulde I'étude de validation
associant marqueurs stéroides, marqueurs chimefuesarqueurs microbiologiques
réalisées sur les eaux de deux bassins versanisngoges par des matieres fécales

d’origine inconnue.
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Chapitre 1 - Contexte, état de 'art et objectiésld these

|/- CONTEXTE GENERAL DE LA THESE

I/-1 Rappels concernant les problemes sanitaires gandrés par les
contaminations fécales des eaux et les réglementats francaises et

européennes mises en place

Les pollutions microbiologiques des masses d’edoxigines naturelles, domestiques,
agricoles ou industrielles, sont sources de nonsgemaladies liées a des facteurs infectieux
ou toxiques. En effet, les matiéres fécales congahdes micro-organismes pathogenes tels
gue des bactéries, des virus, des champignonssepatasites (Pell, 1997; Fleishetr al,
1998; Pruss, 1998, Sintaet al, 1998; Aspereret al, 1998; Gerbeet al, 2005) qui sont
présents dans les eaux lorsgqu’il y a contaminafémale. Ces micro-organismes peuvent
générer une multitude de pathologies plus ou mgmses, dont les plus communes sont
résumées dans le tableau I.1 (Kdl, 1994; Pruss, 1998; Givet al, 2006; DePaolat al,
2010).
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Chapitre 1 - Contexte, état de 'art et objectiésld these

Tableau I.1: Liste des principales pathologies li&aux micro-organismes présents dans les matieres
fécales (d'aprés Delolmet al, 1992; Stablo, 1998; Dupoiron, 2005).

Origine Pathologie Micro-organisme
Fiévres typhoides ou Salmonella typhi
paratyphoides Parathyphi A, B et C
Dysenterie bacillaire Shigella
Choléra Vibrio cholerae
Bactérie Escherichia colientérotoxinogénes,

Gastro-entérites aigues et o N
Yersinia enterocoliticaCamylobacter

diarrhées S
jejuni, Shigella Salmonella spp.
Pneumopathies Legionella
Infections cutanées Staphylococcus aureus
Hépatites A et C Entérovirus
Poliomyélite Polyovirus
Virus
Gastro-entérites aigues et Entérovirus, Rotavirus, Adénovirus
diarrhées Réovirus et Virus de Norwalk
Dysenterie amibienne Entamoeba histolytica
Parasites
Gastro-entérites Crystosporidum, Giardia lamblia

Infections de la sphére Oto-Rhinf  Penicillium spp.Aspergillus spp.

Champignons Laryngologique et oculaire Alternaria spp.etCandida spp.

Ainsi, la consommation d'eau contaminée par lesenest fécales induit des risques
sanitaires importants pour les populations. Chagqueée, a I'échelle mondiale, la
consommation d'eaux de mauvaise qualité a pourégoesce la mort de trois millions de
personnes, dont la majorité des victimes sont dénts de moins de cing ans (Pond, 2005 -
Source OMS). Les risques sanitaires sont non seuernies a la consommation d’eau

contaminée par des matieres fécales, mais egalentemiratique d’activités récréatives telles
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gue la baignade ou bien encore a lingestion deuilages récoltés dans des eaux de

mauvaise qualité microbiologique.

En plus d’engendrer un probléeme de santé publigagun les contaminations fécales
des eaux peuvent entrainer des problemes d’ordveoéuques et sociaux. En effet, les

contaminations fécales des eaux peuvent avoir cooam&equence:

- des déclassements ou des fermetures de zonegydadai

- une interdiction de vente de coquillages ou la s&t& d’'une purification des
coquillages avant commercialisation,

- une image néfaste pour le tourisme du fait dedraittion des péches a pied et du
mauvais classement des zones de baignades véareneture,

- des conflits d'usage entre les différents usages ehux: agriculteurs, pécheurs,

conchyliculteurs, touristes, populations urbaines...
I/-1-1 Réglementation sur la qualité microbiologiqe des eaux de baignades

Dans l'intention de protéger la santé publiqueurddpe a mis en place en 1976 une
réglementation (Directive 76/160/CBEsur la qualité microbiologique des eaux de baigna
avec I'édition de 4 classes de qualité: excelldotasse A), bonne (classe B), suffisante
(classe C) et insuffisante (classe D). Ce classem&nbasé sur la détection d’indicateurs
microbiologiques:Escherichia coli(E. coli), les entérocoques intestinaux et les coliformes
fécaux. Le Tableau 1.2 présente le classementasandes eaux de baignade de cette directive

en fonction des valeurs seuils.

! Législation européenne des eaux de baignade déc&mbre 1975 qui fixe les critéres minima de ogéslit
auxquels doivent répondre les eaux de baignadei ajns 1) les parametres physico-chimiques et
microbiologiques réglementaires a analyser, 2védsurs-limites impératives et les valeurs indigedi de ces
parameétres que les eaux doivent respecter, 3gdmudnce d'échantillonnage minimale et la méthodealyse

ou d'inspection de ces eaux.
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Tableau 1.2: Classement sanitaire microbiologique @s eaux de baignade selon la directive 76/160/CEE.

Catégorie
Indicateurs microbiologiques A B Momen;nément D
(UFC*/100mL) Bonne | Moyenne polluée Mauvaise
Valeur guidé 0
(500/100mL) | ~ 80 % / / /
Coliformes totaux 5
Valeur impérativ 0 0 <95 % 0
(10 000/100mL) | = P | >N > 66 % <66 %
Valeur guidé 0
£ col (100/100m) | ~80%| / /
Valeur impérative o o <95 % o
(2 000/100mL) | P % > 9% > 66 % <66%
Entérocoques Valeur guidé 0
intestinaux (100/100mL) | ~ 90 % / / /

Pourcentage de résultats qui doivent respectesalesirs seuils déterminées
* UFC : Unité Formant une Colonie

4aleurs guides: bonne qualité (classe A dans lenégntation)

®\aleurs impératives: moyenne qualité (classe B tinsglementation)

L’application de cette directive a conduit les gtatembres a mieux geérer les risques
sanitaires liés aux eaux résiduaires, principamsces responsables des contaminations.
Ainsi en 2004, 95% des zones de baignade francaigeste classées A contre 60% lors de la
mise en application de la directive (Direction Gatede la Santé, 2004). Jusqu’a présent, les
réglementations européennes n’'imposaient pas aegntéer la ou les sources exactes des
contaminations fécales. Cette situation a récemmieangé, avec I'adoption d’une nouvelle
réglementation sur les eaux de baignade (Dire@d@6/7/CE) en 2006 afin d’assurer une
cohérence avec les exigences de qualité imposédéadairective Cadre sur I'Eau (DCE,
2000/60/CE). En effet, la DCE oblige les états messbde I'Union Européenne a se
conformer a des exigences strictes et ambitieusas atteindre d’ici a 2015 un bon état
écologique et chimique des eaux superficielles Xedauces et cétieres) et des eaux
souterraines. Ainsi, la démarche de suivi de qaialds eaux de baignade pour cette nouvelle

réglementation reste identique a la celle de 19@8 présente de nouvelles particularités :

- le classement de qualité sera effectué en premardompte les quatre dernieres

années de suivis,
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- le nombre de parameétres microbiologiques est réduitleux: E. coli et les
entérocoques intestinaux, avec pour chacun d’euxabaissement des seuils
réglementaires,

- le nombre de prélevements par station balnéaieeaaeminimum de 4,

- le nombre de classe de qualité est réduit a texisellente, bonne et suffisante avec
une différence de seuil pour les eaux intérieutdeseeaux coétieres et de transition.
Le tableau 1.3 résume les nouvelles limites deitfuadicrobiologiques relatives aux
eaux de baignades selon la directive 2006/7/CE.

Tableau 1.3: Limites de qualité microbiologiques réatives aux eaux de baignade selon la directive
2006/7/CE.

Indicateurs microbiologiques

Entérocoques intestinaux

E. coli (UFC*/100mL) (UFC*/100mL)

Qualité Excellente| Bonne | Suffisantg Excellente Bonne Suffisante

Eaux cotieres et

. 250** 500** 550*** 100** 200** 250%**
eaux de transition

Eaux intérieures 500** 1000** | 1100*** 200** 400** 450***

* UFC : Unité Formant une Colonie
**Valeur au 95" percentile
***\/aleur au 90 percentile

La nouvelle réglementation impose également ungtifttm@tion et une hiérarchisation
des sources de contamination par la réalisatiorigsacollectivités de "profils de baignade™
pour chacune des zones. Ces profils devaient r@merhis a I’Agence Régionale de la Santé
(ARS) au plus tard le®1février 2011. En mai 2011, I'ARS n’avait recu @2 des profils
de baignade au niveau national. Au vu de ces tardallongement des délais (de quelques
mois) a été accordé par le ministere de la sansirfiction DGS/EA4/2011/166 du 6 mai
2011) en vue d'établir un bilan national de I'étavancement des profils d'eaux de baignade

au sens de la directive européenne 2006/7/CE &seels mesures de pénalités.

Un "profil de baignade" est un outil de diagnostiade gestion. Il consiste d’'une part a
identifier les sources de contamination suscemibdéavoir un impact sur la qualité
microbiologique des eaux de baignade et d’affeletesanté des baigneurs et d’autre part a
définir les mesures de gestion a mettre en ceuwe pévenir les contaminations a court

terme, ainsi que les actions a conduire, afin deguér en 2015 a une eau de qualité au moins
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« suffisante » au sens de la directive. L’élaboraties profils des eaux de baignade est donc
une mesure essentielle qui doit permettre d’aneilita qualité des eaux de baignade et de
prévenir les risques sanitaires pour celles nerdgiat pas aux critéres de qualité.

L’élaboration de profil de baignade s’effectue st phases : 1) un état des lieux, 2) un

diagnostic et 3) une synthese et les mesures dierg@smettre en ceuvre.
La premiére phase consiste a :

- réaliser une description de la zone de baignade & zone d’étude (caractéristiques
physiques, géographiques, géomorphologiques ebbgdifogiques des eaux),

- collecter les données sur la qualité des eauxsetalguillages,

- réaliser un inventaire des sources potentiellesodéamination,

- évaluer le potentiel de prolifération des cyanobaes, des macro-algues et/ou des

phytoplanctons.

La deuxieme phase a pour but d’évaluer de maniébalg le risque potentiel de

contamination. Elle doit permettre de:

- classer les sources de contamination identifiée®&rminer si elles engendrent des
pollutions a court terme ou des pollutions chroegju

- hiérarchiser les sources de contamination selanitepact sur la qualité des eaux de
baignade,

- lister les risques accidentels de contaminatiobaisin,

- prendre en compte les perspectives d’évolution dgapbhique et leur impact sur les

sources de contamination.
Enfin la troisieme phase se traduit par trois moahés :

- I'établissement de mesures de gestion préventieepdllutions a court terme,

- I'établissement de mesures de gestion préventives dutres sources de
contaminations,

- la mise en place d’'un plan d’action qui définira lmesures & mettre en ceuvre pour

supprimer ou réduire les causes de contamination.

Les sources de contamination affectant la quabt® ehux de baignade étant amenées a

evoluer, les profils seront régulierement ré-examirLes eaux classées d’excellente qualité
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ne le seront que si la qualité se dégrade; pouedes de bonne qualité, la révision se fera
tous les quatre ans; tous les trois ans pour les @a qualité suffisante et enfin tous les deux
ans pour celles de qualité insuffisante (d’apregiele national pour I'élaboration d’un profil
de baignade, 2009).

I/-1-2 Réglementation sur la qualité microbiologiqe des eaux conchylicoles

Depuis 1991, les zones de production conchylicbiealves et gastéropodes) sont
soumises a une réglementation sanitaire européédb@92/CEE) qui fixe des regles
sanitaires régissant la production et la mise sumhrché des mollusques vivants selon
l'arrété du 21/05/99 En 2006, une nouvelle réglementation (Directi@®6113/CE) plus
contraignante par le renforcement des seuils dditémia vu le jour par I'application du
reglement 854/2004/CE. Celle-ci a pour but la mtd@ et/ou I'amélioration des zones de
conchylicultures pour permettre le développemest dmuillages et contribuer a la bonne
qualité des produits destinés a l'alimentation hamaDans cette réglementation, les zones
de production conchylicole sont réparties en trdasses (au lieu de 4 classes dans la
réglementation précédente) suivant le niveau déaocanation microbiologique évalué par E.
coli (Tableau 1.4).En plus de la classification, il est demandé d’&udes sources de
contaminations fécales pouvant atteindre les zoaeshylicoles.

Tableau I.4;: Réglementation sanitaire des zones geoduction conchylicole et usages professionnels et
récréatifs associés selon le reglement 854/2004/6 parlement européen et du conseil.

Classes Seuil (E.coli/100 g CLP) Usage professionnel Usage récreat|f
Elevage et péche autorisés,
A 100 % des résultats < 230| possibilité de vente directe (sandPéche autorisée
traitement)
90 % des résultats < 4600 Elevage et péche autorisés, mais
B et 10 % des résultats > 4600 traitement de purification avant Péche tolérée
et < 46000 commercialisation
C 100 % des résultats > 46000 Elevggg et pe_che |n,terd|ts Péche interdite
excepté derogation préfectorale

2 Chair et Liquide Intervalvair@ Cuisson fortement conseillée avant la consommation

“Classes et seuils de qualité microbiologiquesatedté 21 Mai 1999.
Nombre d'Escherichia coli/ 100 g CLI

Classe 230 1000 4600 46 000
<10% | 0%
B >90 % | <10% 0%

C > 90 % <10 %
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De par I'évolution des réglementations sur la daalies eaux de baignades et des eaux
conchylicoles, la détermination de l'origine desitaoninations fécales est donc devenue un
enjeu sur le plan européen ou les zones de baigrades zones conchylicoles sont soumises

a une forte pression anthropique.

I/-2 Implications sur I'état de la qualité microbiologique des eaux de

baignade et des eaux conchylicoles en France soes houvelles directives

Une étude comparative des classements de la qdeltéones de baignade en France, en
eaux cotieres uniquement, selon les dispositiona déective 76/160/CEE et de la directive
2006/7/CE est présentée dans ce qui suit en satlbmsgales résultats de la saison 2008. Une
autre étude comparative est présentée, cette if@etr les zones de conchylicultures en
France toujours pour I'année 2008, selon leur elasmt d'apres l'arrété 21/05/1999 et le
réglement 854/2004/CE.

I/-2-1 Implications pour les eaux de baignade

La figure 1.1 présente la répartition de la quatieé 1974 eaux de baignade en zones
cétiéres en France en comparant le classement keltirective actuelle (76/160/CEE) et la
nouvelle directive (2006/7/CE). Les criteres deliggigpour cette simulation ont été calculés
avec les données des années 2005 a 2008 sur begpaemetres inscrits dans la directive

2006/7/CE E. coli et les entérocoques intestinaux) et les classgsaéé qu’elle définit.

Les résultats de cette simulation montrent uneattsgion de la qualité microbiologique
des eaux de baignades selon les criteres de gdalité nouvelle réglementation (Directive
2006/7/CE). En effet, la figure 1.1 montre une aegtation sensible du nombre de zones de
baignades présentant une qualité microbiologiqufisante (augmentation de 2,8 a 7,7 %
selon les critéres de la directive 2006/7/CE),éehérgence d’'une proportion tres significative
de zones de baignades de qualité insuffisante (enigtion de 0,4 a 8,6 % selon les critéres
de la directive 2006/7/ClE Cette détérioration de la qualité microbiologiqdes eaux de
baignade se fait au détriment des eaux classéqaadté « excellente » et « bonne » dont le
total passe de 97 % avec la Directive 76/160/CE @&vec la Directive 2006/7/CE.

3Une eau de baignade est classée de qualité Imu#isi I'un au moins des 98 percentiles des indicateuts
coli et entérocoques intestinaux est strictement seynééi la valeur seuil correspondante de la classgudlité
suffisante.
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Directive actuelle 76/160/CEE Nouvelle Directive 2006/7/CE
55(2,8 %)\ 7 (0,4 %) 169 (8,6 %)
( 152(7,7 %)~
523 (26,5 %)
380 (19,3 %)
1389 ( 6‘1557':‘/. .

(70,4 %)

Excellente Bonne Suffisante M Insuffisante

Figure 1.1: Répartition de la qualité des zones dbaignades en eaux cétiéres en France selon leur
classement d'apres les directives 76/160/CEE et BI0/CE (d’'aprés le rapport - Simulation de la quatié
des eaux de baignade en mer 2008 - Surfrider Fountian).

I/-2-2 Implications pour les eaux conchylicoles

La figure 1.2 présente le bilan de la répartitianld qualité des 238 zones conchylicoles
francaises contrélées en 2008 en comparant leectesy selon l'arrété du 21 Mai 1999 et
selon le réglement 854/2004/EE.a répartition des zones selon leurs critérequigité a été
réalisée avec les données des années 2006 a 20f@@remtE. coli comme paramétre de

qualité microbiologique.

Arrété 21/05/1999 Réglement 854/2004
20 (8,4 %) 23(9,7 %) \10 4,2 %) 4 (1,7 %)
33 (13,9 %) '
185 (77,7 %) 201 (84,5 %)
mA B C m®mD

Figure 1.2: Répartition de la qualité des zones deonchylicultures en France selon leur classementagres
l'arrété 21/05/1999 et le reglement 854/2004 (d'ags le rapport - Bilan national REMI 2008 - Ifremer).

Les résultats de cette simulation montrent que ddification des seuils réglementaires

selon l'aplication des seuils du reglement 854/20&4par rapport a I'arrété de 21 Mai 1999

“Estimation de qualité: 100% des résultats > 46 BO@oli100 g CLI, ce qui correspond & la classe D sous
l'arrété 21/05/1999.
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a un impact direct sur le classement des zonesgboales, avec un déclassement de nombre
de zones conchylicoles. Ainsi, sur les 20 zonesséles en catégorie A selon l'arrété 21 Mai
1999, 16 sont déclassées en B selon le réglemd@@B/CE. L'application des criteres de
ce réglement déclasse également 10 zones en @assest-a-dire en qualité insuffisante
d’'un point de vue microbiologique avec comme consége une interdiction d’élevage et de

péches de coquillages.

Ces études comparatives sont des simulations guomtéent que I'application des
critéeres édités par les nouvelles directives cdraldies déclassements des zones de baignades
ou des zones conchylicoles d’'un point de vue dgukdité microbiologique. Ces simulations
se placent dans le cas extréme. C'est-a-dire gg'alht été réalisées sans tenir compte des
éventuelles actions préventives conduites par @eativites suite a I'établissement des
profils de baignade et en particulier suite au meeeent de toutes les sources de
contaminations microbiologiques les amenant a fetemaporairement une zone de baignade

ou a prendre des mesures de gestion adaptéesadation sanitaire des usagers.

I/-3 Rappels concernant les sources possibles dentamination et

leurs voies de transfert

Les sources potentielles de contaminations fécddssmasses d’eaux de surface sont
multiples et peuvent avoir une origine humaine ounale qu’il convient, selon les nouvelles
directives relatives aux zones de baignades et atehglicultures, d’identifier et de
hiérarchiser. La figure 1.3 présente les principateurces de contamination fécale et leurs

voies de transfert vers les eaux.

33



Chapitre 1 - Contexte, état de I'art et objectitsld thése

Mauvaise séparation

activités conchylicoles

Figure 1.3: Les principales sources de contaminatits fécales dans les zones littorales (modifié selon
Ifremer Environement, 2004).

Trois mécanismes principaux sont a l'origine destaminations fécales humaines des
eaux. Le premier mécanisme est le rejet directfldémts de STEP domestiques. Il existe
deux types majeurs de STEP; celles avec un résataire (c'est-a-dire qu’il 'y a pas de
séparation entre les eaux usées domestiques etlesde pluies) et celles avec un réseau
séparatif (c'est-a-dire qu'’il y a une séparatiotrecte réseau des eaux pluviales et le réseau
des eaux usées domestiques). En période de fduies,relles a réseau unitaire ont du mal a
gérer les forts débits en entrée de STEP, ce qui @etrainer au niveau des déversoirs
d’orage, un rejet direct des eaux usées dans les deaux aval (Barataiet al, 2003 ; Kim
et al, 2005). Des rejets directs d'influents de STEPvpatégalement se produire en période
estivale, dans les villes touristiques, ou I'augtagan de la population pendant cette période
généere une augmentation du volume d’eaux uséesteér tque la STEP n’a pas forcément la
capacité de gérer. Mais ces rejets peuvent egatepnevenir de problemes techniques tels
gu’'un dysfonctionnement accidentel et momentanéna'STEP ou un probléeme de

raccordement au niveau des canalisations.

L’autre mécanisme pouvant entrainer des contarmmatiécales d’origine humaine dans
le milieu naturel est linfiltration des eaux usé#sn systéme d’assainissement autonome
dans le sol, qui sont susceptibles de se propagqujaux cours d’eaux. Cela peut étre di a
un mauvais entretien du systéme ou a sa veétusté.
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La derniere voie possible de contaminations féadll@sgine humaine est I'épandage sur

les terres agricoles de boues résiduaires vis$iMage des sols en période pluvieuse.

La deuxieme source majeure de contaminations fedae eaux est d’origine animale, en
particulier dans les zones d’élevage intensif. &fefage des déjections animales d'élevage
(principalement d’élevage bovin, porcin et avicddeleme — Fiche technique Epandage) sur
les terres agricoles est la principale voie de amimiation fécale des eaux de surface par
apports diffus. Les déjections animales sont ridresnacro- et micro-nutriments (azote (N),
phosphore (P), potassium (K), calcium (Ca) et msigmé (Mg)) essentiels a la croissance
végétale (Sharpley et Smith, 1995) et en matiegaroque assurant la stabilité structurale du
sol (Verma et Sharma, 2007). Elles sont donc réegcen agriculture par épandage sur les
sols agricoles a la place des traditionnels engnaigraux.

Les déjections déposées par les animaux en patbmyns, ovins) sur les prairies
humides en bordure de cours d’eaux peuvent égatewiarie lessivage des sols, impacter la

qualité de I'eau d’un point de vue microbiologique.

Enfin, le déversement de quantité plus ou moinsomapmte de déjections animales
directement dans les eaux peut impacter la qualitéobiologique des eaux. Cette troisieme
voie peut survenir en cas d’erreur de manipulaties fosses a lisiers ou des tonnes a lisiers
utilisées pour I'épandage des déjections au chabmp.notera qu’'a linverse des deux
premieres voies de transferts pour lesquelles llestosusceptible de jouer un effet tampon,

cette derniere voie fait courir un risque sanitdirect et majeur pour les écosystemes.

Les contaminations fécales engendrées par les arig@mestiques (chiens et chevaux
sur les plages par exemple) ainsi que par les axirsauvages (rongeurs, oiseaux, animaux
forestiers) sont également des sources de contAamngossible. Par exemple, la
contamination des eaux par les oiseaux tels quealesrds, les goélands et les mouettes a été
a plusieurs reprises mise en évidence mais restie f@ar rapport aux sources humaines ou
animales (Levesquet al,, 1993 ; Edge et Hill, 2007 ; Wrigket al, 2009).

Depuis 1995, en France, les ARS (Agences Régiorddela Santé) avec l'aide des
collectivités locales concernées et des autrescesnde I'Etat dont les Agences de I'Eau,
réalisent un recensement des différentes causesodeaminations fécales sur I'ensemble des
zones de baignades non conformes (eaux intéria@iresétieres). La figure 1.4 présente la

répartition des causes de non-conformité pendastison balnéaire 2008 en France. Ce

35



Chapitre 1 - Contexte, état de I'art et objectitsld thése

graphigue met en évidence que 51,3 % des contdonisafécales sont dues a des
insuffisances structurelles des STEP. L'autre cpuseipale a hauteur de 35,3 % correspond
aux apports diffus (ruissellement urbains ou defases agricoles ayant recu un épandage de
déjections animales ou de boues de STEP). D’'antieses telles que la situation de la plage
(confinement, milieu urbain), les conditions climakes défavorables (vent, orage, pluies
fortes, marées, températures élevées) et des dyisfiomements ponctuels de I'assainissement
sont aussi des causes de pollution non négligeébl28 %). Une part importante (25 %) des

causes des non-conformités des zones de baigreslesion déterminée.

Répartition des causes de pollution en 2008

Insuffisances structurelles du
\ ; P Autres : 1,7 % . ’Caus.e ,
systéeme d'assainissement indéterminée :
collectif par temps sec : 16 % 25,2 %

Insuffisances structurelles du
systéeme d'assainissement
collectif par temps de pluie :
353 %

Conditions

Dysfonctionnem climatiques

ent ponctuel de déf: ‘{)I :

I'assainissement Apports 8%
21,8%

:21,8% accidentels : 5,0
%

Figure 1.4: Répartition des causes de contaminatiofécale en 2008 (Etat sanitaire des eaux de baigreaen
mer et en eau douce — Bilan de la saison balnéaR608 - Ministére de la santé et des sports DGS/DDA&S
20009).

Les contaminations fécales seraient donc, d’apeéie étude, principalement dues a une
origine humaine mais les contaminations d'origiménele ne sont pas a négliger. La
multiplicité des sources de contamination fécaletmemt que I'enjeu majeur est de distinguer
les sources d’origine humaine (le plus souventlis@as dans les zones urbaines) de celles
d’origine animale/agricole (le plus souvent diffsgkans ces mémes zones).
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[I/- LES BESOINS DE TRACAGE DE L' ORIGINE DES CONTAMINATIONS
FECALES ET LES OUTILS MOBILISABLES POUR LE TRACAGE

[I/-1 Pourquoi tracer les sources de contaminationgcales ?

Le besoin de tracer les sources de contaminatiécades découle de leur multiplicité et
de la nécessité de les identifier pour prendrerlesures nécessaires a la protection sanitaire
des masses d’'eaux du globe concernées. Il s'agituld enjeu majeur de santé humaine a
I'échelle planétaire, qui se traduit par la hiéngsation des actions curatives et préventives a
entreprendre. Au plan francais et européen, lesugnprincipaux portent sur les eaux de
baignade et les eaux conchylicoles. Les enjeuxade bont renforcés par la nécessité pour les
collectivités d’identifier précisément les sourc#gs contaminations fécales menacant les
différents points de baignade qu’elles gérent diinconcevoir des mesures permettant de
réduire ce risque et/ou de limiter I'exposition dissagers a ces pollutions.

Cependant, identifier et hiérarchiser les sourcest pas trivial. Une source commune a
toutes les régions du globe en matiére de contdimmigcale des eaux intérieures ou cotieres
sont les rejets liés aux matiéres fécales humafete source peut prendre plusieurs formes
allant du rejet direct et ponctuel, par les humailesleurs déjections dans les eaux aux rejets
d’eaux résiduaires issues de STEP et contenantreenoco nombre significatif de germes
pathogenes. A ces sources d’origine humaine, d@&pbudes sources agricoles animales,
celles—ci pouvant étre extrémement importantes @mbne et en flux dans des régions
d’élevage intensif. Les indicateurs microbiologiguelassiques que soiff. coli et les
entérocoques intestinaux ne sont pas aptes a népard nouvelle exigence d’identification
des sources exactes de contaminations fécales. I[Bim&rgence d’un champ de recherche
visant a développer des marqueurs spécifiques [ilsies de distinguer les contaminations
humaines des contaminations animales, d’'une paktsedifférents types de contaminations
animales entre elles d’'autre part. L'enjeu est gomance puisqu’il s’agit de fournir des
outils d’aide a la décision aux collectivités lasmkt territoriales pour protéger et restaurer la
gualité microbiologique des eaux de baignade etedes conchylicoles. C'est dans cette
démarche de développement et de validation de reargspécifiques, connue sous le terme

générique de Microbial Source Tracking (MST), quessrit ce travail de thése.
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[I/-2 Les différents outils a disposition

Un bon outil de tracage doit étre spécifique d’'soerce, sensible, prévalent, universel
(climat, géographie, régime alimentaire...) et dételet dans toutes les matrices
environnementales aqueuses (Cimental, 2007). Les outils a disposition pour tracer les
contaminations fécales pouvant correspondre aritéses sont les micro-organismes (virus,
bactéries et parasites) et les composés chimi@essdifferents marqueurs sont présentés ci-

apres.
[I/-2-1 Les outils microbiologiques

Les micro-organismes font depuis longtemps 'obetrecherches dédiées a les utiliser
en tant que marqueurs spécifiques des différerdascas de contaminations fécales. Les
premieres tentatives remontent a I'observation alaifférence de fermentation entre les
streptocoques des feces humaines, fermentant laitolaret ceux des déjections bovines et
équines fermentant le raffinose (Gordon, 1905). Uede début des années 2000, les
méthodes analytiques se sont améliorées conduisdiffiecrentes méthodes de MST utilisant
certains marqueurs phénotypiques ou génotypiquescyleers des indicateurs fécaux
classiques propres aux différentes sources impmm&cottet al, 2002; Harwoodet al,
2003; Wallis et Taylor, 2003; Ahmeet al, 2005) et/ou basées sur la recherche d'autres
cibles bactériennes ou virales spécifigues desshidtenains et animaux et donc aptes a
séparer les différentes sources de contaminatemsiies des autres (Schaperl, 2002;
Meayset al, 2004; Seurinclet al, 2005; Laytoret al, 2006; Cimenteet al, 2007; Kinget
al., 2007; Ufnaret al, 2007).

Globalement, les méthodes microbiologiques s’apysar des techniques culturales et
moléculaires faisant ou non appel a des basesm®ds. Elles peuvent étre classées en trois

groupes distincts:

- des méthodes directes basées sur l'identificaties drus, bactéries et parasites
pathogénes incluant les outils moléculaires (reztteede variations génotypiques au
sein d’'une méme espéce en fonction de I'hote),

- des méthodes indirectes basées sur l'utilisatiomubeo-organismes fécaux incluant
les outils moléculaires,

- des méthodes indirectes basées sur des rappobsndance de certains genres ou

especes.
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Les méthodes directes basées sur l'identificatesvirus, bactéries et parasites pathogenes et

non pathogénes:

La détection directe des agents pathogenes spézsfigux humains, tels que les virus
entériques et les vers intestinaux est le moyeplus direct pour déterminer les risques

sanitaires associés. Cependant, leur détectiohpessaisée et relativement colteuse.

Les techniques moléculaires ont permis d’identitles génotypes de virus spécifiques
des humains, des porcins et des bovins. Les bestétiles bacteriophages ont été également
utilisés comme marqueur de contaminations fécalesdes méthodes directes. Ainsi, les
bactériophages F-ARN spécifiques, les Bifidobaetrigenre Bifidobacterium et les
BactoroidalesgenreBacteroidesont montré une capacité a étre utilisés commestirade
contaminations fécales. Le tableau 1.5 regroupeiiexipaux outils basés sur l'identification

directe de virus, parasites pathogénes et baceirigasctériophages.
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Tableau 1.5: Synthése des principaux outils basésisl'identification directe de virus, parasites pathogénes
et bactéries et bactériophages.

. Groupes de Sources Références
Outils Types de marqueurs o - )
marqueurs ciblées bibliographiques
Poliovirus, échovirus,
Virus entériques| hépatovirus, réovirus, | Humaine Fong et Lipp, 2005
9] rotavirus, adénovirus etg
> , L .| Humaine| Griffin et al, 1999
Génotypes des | Adénovirus, entérovirus Bovi F Linb 2005
virus polyomavirus ovine ong et Lipp
Porcine Hundesaet al, 2006
()
Qe
'@ Vers intestinaux Helminthes, Humaine Malicki et al, 2001
G plathelminthes Cimentiet al, 2007
ol
. . B. adolescent|B.
B'f'dogﬁféenes bifidum B. Humaine | Resnick et Levin, 1981
" 9 . thermophilumet B. Porcine | Mara et Oragui, 1983
Q Bifidobacterium
- breve
g Humaine
m Bacteroidales ADNr 16S des Bovine Martl _et al, 2009
genre bacteroidales Porcine Mieszkinet al, 2009
Bacteroides et 2010
2 9
& o | Bactériophages L . Humaine| Furuseet al, 1981
§ f—‘g_ F-ARN Leviviridae (1 a V) Animal | Havelaaret al, 1990

Les méthodes indirectes basées sur I'utilisatiomdieateurs fécaux classiques:

Ces meéthodes indirectes regroupent les méthodesotyipigques et génotypiques apres
mise en culture des bactéries. Les méthodes derewdont basées sur l'isolement parmi les
micro-organismes présents dans l'eau d'une espaadun groupe d'especes) susceptible de

posséder des caractéres phénotypiques ou génatgpiu soient spécifiques d’'une source

donnée. Les méthodes phénotypiques s’appuientdilisation de caractere phénotypique

typique de I'espéce indicatrice comme une carastigue de distinction. Ces différences
phénotypiques sont causées par les différentesitomrad imposées aux bactéries dans le
tractus intestinal des espéces hodtes. Les méthgdastypiques sont considérées par

beaucoup d’auteurs comme nettement plus fiabledegu@éthodes phénotypiques (Meays
al., 2004, Seurincket al, 2005; Fong et Lipp, 2005). Elles consistent diseti le profil
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génotypique de bactéries présentes dans linteptmir distinguer les sources de

contamination fécale. Le tableau 1.6 regroupe ftexcgpaux outils de ces méthodes indirectes.

Tableau 1.6: Synthése des principaux outils basésisles méthodes microbiologiques indirectes.

. Types de Sources Références
Outils Groupes de marqueurs .y - )
marqueurs ciblées bibliographiques
E coli Simpsoret al, 2002;
ARA (Analyse de la . ' Humaine | Harwoodet al, 2003;
. . o | \Enterocoques . : :
" résistance aux antibiotiques) intestinaux Animale | Seurincket al, 2005;
§ Cimentiet al, 2007.
IS) : : .
§ | cuP (Profil dutilisation deg = % | Humaine | S'TPSOntal 2002,
N sources de carbone) E_ntero_coque- Animale Hagedorret al,
o intestinaux 2003.
Séroarounage E coli Humaine | Parveeret al, 2001;
groupag ' Animale Cimentiet al, 2007.
E. coli Humaine
Ribotypage Entérocoqueg . Parveeret al, 1999.
. . Animale
intestinaux
E_ coli Dombeket al, 2000;
Rep-PCR (Polymerase chajn_ .~ ' Humaine Carsoret al, 2003;
. 2 Entérocoqueq . .
reaction répétitive) intestinaux Animale Johnsoret al, 2004;
@ Ahmedet al, 2005.
o
% PFGE (Electrophorése su E coli, Humaine
c ! Entérocoques . Myodaet al, 2003.
‘\© gel en champs pulsé) . . Animale
O] intestinaux
AFLP (Polymorphisme de . Humaine Guanet al, 2002;
longueur de fragments E. coli Animale Leunaet al. 2004
d’ADN amplifiés) getal, '
RAPD (Amplification Humaine
aléatoire d’ADN E. coli . Venieriet al, 2004.
Animale
polymorphe)

Les méthodes indirectes basées sur des rappobisndiance de certains genres ou especes:

Plusieurs rapports de bactéries ont été élaborés ta littérature pour déterminer

I'origine des contaminations fécales. Le tabledwsiinthétise les principaux rapports utilisés.
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Tableau 1.7: Synthése des principaux rapports de luiéries.

Outils | Groupes de bactéries Types de Spur,ces . Referenges
marqueurs ciblées bibliographiques
Entérocoques et Entéro./CF Humaine Geldreich et
coliformes fécaux Animale Kenner, 1969
(2]
5 Coliformes (atypiques CAICT Urbaine Brion et Mao,
% et totaux) Agricole 2000.
o Bifidobactéries Bifido. sorbitol / . .
. e Humaine Bonjochet al,
(fermentant le sorbitol Bifido. T. )
Animale 2004.
et totales)

[I/-2-2 Les outils chimiques

Trois groupes de marqueurs chimiques sont utilipésr tracer les sources de

contaminations fécales (Glassmegéeal, 2005) : 1) les marqueurs ingérés et/ou prodwits p

les animaux et les hommes et excrétés dans les, fBckes marqueurs ingérés par 'lhomme et

excrétés dans les feces humaines et 3) les magjasswciés aux eaux usées des STEP.

Le premier groupe de marqueurs correspond a unndmsede composés chimiques

ingérés et/ou produits par I'organisme animal omain et excrétés via les feces. Les deux

familles de ces marqueurs sont :

les stéroides (dans les déjections humaines etadgsin(Leeminget al, 1996;
Bull et al, 2002),

les acides biliaires (dans les déjections humagemnimales) (Elhmmalket al,
1997, 2000; Chalest al, 2001).

Le deuxieme groupe de marqueurs est constitué mgases chimiques naturels ou de

synthése. Les plus couramment utilisés sont :

les résidus médicamenteux. Les produits pharmapegihumains ont été classeés
en neuf catégories en fonction de leur usage (l¢eb2002) : analgésiques, anti-
inflammatoires,  antibiotiques, anti-épileptiqupdhloquants,  régulateurs
lipidiqgues sanguins, contrastants radiographiquasticancéreux chimiques,
contraceptifs oraux. Les produits pharmaceutiquedérinaires les plus
couramment retrouvés dans les eaux sont les steoutade croissance, les

additifs alimentaires utilisés pour améliorer laoguction animale et les
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substances thérapeutiques type antiparasitairastiiotiques (Halling-Sorensen
et al, 1998).

- la caféine est le composé le plus utilisé commeetrade contamination fécale
humaine (Buerget al, 2003; Glassmeyest al, 2005). La caféine est en effet
présente dans plusieurs boissons (café, thé, ceicaola), ainsi que dans de
nombreux produits alimentaires (chocolat, ...) ereteouve donc associée aux
matiéres fécales humaines.

- les composeés issus de la consommation de tabaguella cotinine (métabolite
du tabac) et I'éthyl citrate (additif du tabac) é&&meyeet al, 2005).

Le dernier groupe correspond a des molécules déhésm (produits d’hygiene et
d’entretien) traitées dans les stations d'épuratiimmestiques en méme temps que les
déjections humaines et rejetées dans I'environneeremeéme temps que celles-ci. Les plus

communément utilisées car les plus ubiquistes:sont

- les détergents de type alkylbenzéne et alkylbermzgfomate a chaine linéaire
(Eganhouset al, 1983). Dans I'eau, ce sont principalement les namdthols qui
sont recherchés comme produits de biodégradatisralikglbenzénesulfonate a
chaine linéaire (Stephanou et Giger, 1982).

- les molécules constitutives des parfums utiliséssdas produits lessiviels sont
principalement des composés polycycliques (Pedkoehbuckle, 2004; Pecékt
al., 2006). Parmi ces composeés, la galaxolide, laliteat dans une moindre
mesure la celestolide sont les plus fréquemmeligags.

- les agents blanchissants fluorescents qui repeseatviron 0,15 % des lessives.
Les plus utilisés sont le 4,4'-bis(2-sulfstyryl)bgnyl, le 4,4’-bis(4-anilino-6-
morpholino-1,3,5-triazin-2yl)-amino)stilbene et le 4,4’-bis(4-chloro-3-
sulfotyryl)biphenyl (Poigeet al, 1998). Bien que ces produits soient congus pour
étre adsorbés sur le linge, 5 a 80 % sont évacus des réseaux
d’assainissement avec les eaux de lavage.

- les retardateurs de flamme (Gilghal, 2003; Glassmeyaest al, 2005).
[I/-3 Avantages et inconvénients des différents ol

Ce paragraphe consiste a faire une comparaison diférentes approches

(microbiologiques et chimiques) utilisées pour érates contaminations fécales. Un bon
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candidat pour cette mission doit répondre a plusieuiteres (Maieret al, 2000 ; US
Environmental Protection Agency, 2005; Cimezital, 2007):

spécificité du marqueur, c'est-a dire qu’il ne dgbas étre présent dans

'environnement dans d’autres circonstances que datlles d’une contamination

fécale et posséder un pouvoir discriminant pouitéh

- sensibilité du marqueur, c’est-a-dire gu'’il doiteéprésent a chaque fois qu’'une
contamination fécale est détectée sans croitreldansieu;

- corrélation avec les indicateurs de contaminatiécale classique en termes de
persistance et avec les agents pathogenes;

- stabilité du marqueur (pas de mutation ou de vidit@&biée a la méthodologie);

- stabilités temporelle et géographique;

- étre en quantité suffisante pour étre détecté atiié;

- la méthodologie employée doit étre rapide, facitéaiser et peu onéreuse.

Les tableaux 1.8 et 1.9 présentent I'ensemble dpprazhes microbiologiques et

chimiques ainsi que leurs avantages et inconvénient
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Tableau 1.8: Avantages et inconvénients de I'enserigbdes marqueurs microbiologiques (d’aprés Scott al, 2002; Seurincket al, 2005; Cimentiet al, 2007 et

Hagedormet al, 2009).

Se

Se

Type Cible Sources Avantages Inconvénients
Virus Humaine, Evite I'utilisation des indicateurs Faible abondance dans I'environnement
Porcin Haut degré de spécificité Détection complexe, fastidieuse et colted
Parasites Humaine Evite I'utilisation des indicateurs Faible abondance dans I'environnement
Haut degré de spécificité Détection complexe, fastidieuse et coltel
0 Direct ;
g . Humaine, e Culture difficile
o Bactéries Bovine, Spécificité réconnue : : . o
o . Persistance variable ou peu déterminég
e} Porcine
2
g Bactérionhages Humain, Détection rapide Manque de spécificité
5 PRAGES|  Animal Méthode simple Faible sensibilité
S
g . Humaine, | Ultilisation d’'un caractére spécifique Pher_10types ms_t_at;les
3 Phénotypes . , Faible sensibilité
S Animale d’'une source PR RN
o Spécificité limitée
CU . Iy e
= Indirect Manque de spécificité
Génotvpes Humaine, Plus fiables que les méthodes Manque de reproductibilité
yp Animale phénotypiques Variabilité dans le temps
Variabilité selon la géographie
Valeurs intermédiaires pas exploitables
Indirect Rapports Humaine, Résultats généralement rapides Variabilité dans le temps des temps de su
PP Animale 9 P Variabilité dans le temps des valeurs de€

rapports

vie

45



Tableau 1.9: Avantages et inconvénients de I'ensergdes marqueurs chimiques (d'apres Scott al, 2002; Seurincket al, 2005; Cimentiet al, 2007 et Hagedornet

al., 2009).
Type Famille Sources Avantages Inconvénients
Humaine Seuil de détection faible Persistance variable mais pouvant étre de
Stéroides Animale’ Spécificité élevée plusieurs semaines
Groupe 1 Détection temporelle et géographique Stérols présents naturellement
Acides biliaires I—At:}rinn?;rllee, Seg:{)giiggigcglzcggble Extraction difficile
Résidus Humaine, . o . Plus ou moins spécifique
o médicamenteuy Animale Seuil de détection faible Présence variable dans I'environnement
>
g . , . .
£ Groupe 2 Caféine Humaine Seuil de detection faible Taux de dégradation variable
S Spécificité élevee
(7]
5 Composés issup . Seuil de détection faible . o .
) Humaine |  ~ o .o~ . Persistance dans I'environnement variable
= du tabac Spécificité élevée
T : Y : o ; :
o~ Détergents Humaine Seuil de détection faible Sensible a la dégradation microbienne
9 Persistance importante Faible spécificité
Parfums Humaine Spécificité élevée Présence plus ou moins faible
Groupe 3 Agents Seuil de détection faible
9 Humaine Peu biodégradables Interférences lors de I'analyse

blanchissants X .
Persistance importante

Retardateurs d¢

Humaine Spécificité Présence plus ou moins faible
flamme
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Que l'approche soit microbiologiqgue ou chimique, earqueur idéal n'existe pas.
Cependant les marqueurs présentés ci-dessus rdépoplds ou moins bien aux critéres

nécessaires pour étre un « bon » candidat.

Dans le cas de I'approche microbiologique, l'uéitisn de marqueurs directs présente
'avantage absolu de détecter directement les rtimganismes a l'origine des pathologies
sans passer par la détection des indicateurs qlessi Cependant ces techniques demandent
enormément de temps, de moyens et nécessitenuypedtgnt onéreux. Parmi ces marqueurs
directs sont aussi comptés les bactéries et legeghqui nécessitent une étape de culture
difficile. Mais de facon générale, s’ils sont comggmaux marqueurs indirects - marqueurs
puvant étre peu spécifiques, plus ou moins serssiffieavec un temps de survie variable et

souvent inférieur aux agents pathogenes - ces marsjuestent une piste a privilégier.

Dans le cas d’'une approche chimique, un des a¢stiteur temps de survie et leur limite
de détection trés faible par rapport aux marqueuicsobiologiques. Parmi les marqueurs
chimiques, ceux issus de la digestion présentemtatitage indéniable de différencier
plusieurs sources (humaine ou animale) en plused'spécificite élevée comparés aux

marqueurs ingéres et excrétés par ’lhomme ou assaai feces.

La spécificité et la sensibilité sont variablesrdmarqueur a un autre, cependant certains
types de marqueurs (marqueurs microbiologiquegtdiet marqueurs chimiques du groupe 1
seraient a privilégier si ces deux criteres étdesiseuls a étre pris en compte. Cependant, il
faut également qu’il existe une corrélation entee rharqueur et les indicateurs de
contamination fécale. Pour I'ensemble des marqueeatte corrélation existe, seuls quelques
marqueurs comme les vers intestinaux et les vintsrigues sont présents en faible quantité

lorsqu’une contamination fécale est décelée.

Concernant la stabilité du marqueur, un petit n@nmrésente des inconvénients par
rapport a la méthodologie, en particulier les agdtanchissants. La stabilité géographique et
temporelle sont des critéres importants qu'il egiossible de négliger. En effet, I'enjeu étant
a la fois européen et mondial, il est tout a fagtifie de développer des outils de tracage
insensible aux différences de températures, clima@r sur le panel présente, la variabilité
géographique apparait étre un inconvénient carsiitgre des marqueurs microbiologiques
ou sur lequel elle reste & déterminer, et il endesméme pour la variabilité temporelle. La
persistance, le taux de dégradation sont des paesrgenéralement variables et peu étudiés
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jusqu’a présent. Beaucoup de recherches doivemteffiectuées sur ce point, afin de classer
cinétiquement I'ensemble des marqueurs proposésstQin point critique de cette
problématique. D’autant plus qu'un des criteredad&)S Environmental Protection Agency
préconise de développer des marqueurs avec unistpece similaire a celle des indicateurs
de contaminations fécale et des pathogénes. Ldesdans I'environnement des micro-
organismes est exprimée par lg,Tc’est-a-dire le temps nécessaire pour que 90 &bt
eux ne soient plus détectables par la techniquiytaqnee utilisée. Ce parametre varie d’'une
espece a lautre et en fonction des conditions renkementales (température, salinite,
rayonnement solaire, turbidité, osmolarité, oligptrie, compétition inter-spécifique et
prédation ainsi qu’en fonction des temps de trap$idelpeuch, 1995; Seuringk al, 2005;
Okabe et Shimazu, 2007). Il est trés difficile dmmer les temps de survie pour chaque
espece, cependant une vue d’ensemble de la litérpérmet de dire que pour les bactéries le
Tgo Va de quelques heures a quelques jours et qudgmuirus il est plutot de plusieurs jours
a plusieurs semaines voir quelqgues mois pour oeagspeces (Mezrioui et Baleux, 1992;
Monfort et al, 2000; Bordalcet al, 2002; Craiget al, 2004; Seunricket al, 2005). Les
approches microbiologiques basées sur les bactéeiedblent donc étre plus adaptées au
tracage de contaminations fécales récentes. Adspple ces marqueurs, un des points forts
des marqueurs chimiques est leur persistance dangirbnnement, cependant elle est
variable d'un composé a lautre car elle dépend deaditions environnementales:
aérobie/anaérobie, température, nature de la reatrigironnementale et phase (dissoute ou
particulaire). Par exemple, les stéroides peuvemsigier plusieurs semaines dans I'eau
(Soleckiet al, 2011) voire plusieurs années dans les sédimBaotkdt al, 2002, Pratet al,
2008). La caféine présente l'avantage de restercipalement sous forme dissoute et ses
voies de dégradation principales sont la photalydeecte (Stadler et Fay, 1995) et dans une
moindre mesure la biodégradation (Buerge al, 2003). A contrario, la majorité des
composés chimiques du groupe 3, de par leur caeabigdrophobe, ont une tendance a
s’adsorber et donc a sédimenter mais plusieursuuteoncluent sur une persistance
suffisante pour tracer les contaminations féca@dpipn et al, 2002, 2003; Gregoet al,
2002).

Dernier critere, non des moindres, avoir un margpeéisent en concentration suffisante
pour étre quantifié dans le milieu naturel. Lesguoaurs chimiques ont un net avantage sur ce
critere, puisque les techniques utilisées poudtgscter ont des seuils de détection tres bas
(de I'ordre du ng.L).

48



Chapitre 1 - Contexte, état de I'art et objectitsld thése

Il est impossible de rassembler I'ensemble de g&&@s en un seul et uniqgue marqueur.
Chacun des marqueurs présentés ici présente detages et des inconvénients plus ou
moins négligeables. Il est donc indéniable quet@eascouplant différents marqueurs que le
meilleur diagnostic pour déterminer les sourcescaietaminations fécales dans le milieu

naturel sera effectué.

Dans le cadre de cette thése, nous avons choisagopper un outil de tracage basé sur
lanalyse des stéroides. En effet, ces composésbleetnprésenter: 1) un pouvoir
discriminant pour mettre en évidence le type detaromations fécales et une sensibilité
reconnue, 2) une stabilit¢é de la méthodologie, iamsune stabilité geographique et
temporelle, 3) une persistance au minimum similaicelle des indicateurs de contamination

fécale et 4) des concentrations suffisantes damslieu naturel pour étre détectés.

IIl/- ZOOM SUR LES STEROIDES COMME MARQUEURS DE
CONTAMINATIONS FECALES ET QUESTIONS EN SUSPENS

CONCERNANT L 'UTILISATION DE CES MARQUEURS

[lI/-1 Rappels sur les mécanismes et les facteurs Borigine des

différences de signatures observées entre les saesc

Les stéroides, au sens large, constituent un grdadgides dérivant de triterpénoides
(lipides a 30 atomes de carbones), majoritaireniergqualéne. Ce groupe de molécules
comprend les stérols et les stanols, comme par @rela cholestérol et le coprostanol,
les hormones sexuelles comme [l'estradiol et laog&sone, et enfin les médicaments anti-
inflammatoires comme la dexaméthasone. Ils se ®arsent par un noyau stérane

hydrophobe partiellement ou totalement hydrogémgu(E 1.5).

Figure 1.5: Structure du noyau stérane.
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L’'oxydation du squaléne suivi d’'une réaction de lisgtion donne du cycloarténol
(précurseur des stéroides végétaux) ou du lanbgEnécurseur des stéroides animaux et
fongiques ainsi que certains stéroides végeétaurxytation et la décarboxylation de ces
deux composés amenent a la formation de compog&déapstérols. Les stérols contiennent
entre 27 et 30 atomes de carbones et famydroxylés en g et possedent une chaine
aliphatique sur le cycle D du noyau stérane. Caxposés sont présents dans le regne animal
et le régne végétal. Leur présence dans les pldeteanimaux et les champignons fait qu'il
existe des centaines de stéroides. Chez les pldesephytostérols sont impliqués dans le
maintien de la structure et dans le fonctionnenderta membrane cellulaire. Chez 'homme,
le cholestérol (cholest-5-er3?l) est utilisé pour la synthése des acides bégau niveau du
foie, composés nécessaires a la digestion desrdbime’est également un composant majeur
des membranes cellulaires car il contribue a lhilg&a et au maintien de leur structure. De
plus ce composé est un précurseur de nombreusésutes telles que la vitamine D3, les
hormones stéroides (cortisol, cortisone...) et dasnbpoes stéroides sexuelles (cestrogéne,

progestérone et testostérone).

Dans le regne animal, le cholestérol est le précurde tous les stanols tandis que le
campestérol (24-methylcholest-5-ef-8l), le stigmastérol (24-ethylcholesta-5,22E-d8f-

ol) et le sitostérol (24-ethylcholest-5-efi-8l) sont les précurseurs des stanols des végétaux.

Les stanols présents dans les déjections desatif®eanimaux et des hommes sont issus
de la réduction microbienne anaérobie des sténalgepant de I'alimentation par la flore
intestinale. La réduction de la double liaigbhinduit sa biohydrogénation conduisant & deux
isomeres : B(H) et Ju(H). A cette réaction de biohydrogénation s’ajoutge réaction
d’épimérisation du gportant le groupement hydroxyle résultant en deormeéres : B(OH)
et 3(OH) (Figure 1.6). La digestion et I'éliminationaviles féces des stérols provenant du
régime alimentaire peut ainsi résulter en un meéadg stérols initiaux et de stanols

secondaires.

Le tableau 1.10 présente les formules chimiqudsshoms des principaux stéroides du

regne animal et végétal.
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Cholestérol
(Cholest-5-en-33-ol)

H,C CcH L N
’ ’ Réduction microbienne

HO :
H Coprostanol H Cholestanol

(5B-Cholestan-33-ol) (5a-Cholestan-33-ol)

H,C

CH, CH,

CHj,

o Ho™

H Epicholestanol

Epi tanol
g (50-Cholestan-3c.-ol)

(5B-Cholestan-3a.-ol)

Figure 1.6: Formation de quatre stéréoisomeres duholestérol aprés biohydrogénation suite a la réduitin
microbienne dans le tractus intestinal.
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Tableau 1.10: Noms systémiques, usuels et formulbsutes des principaux stéroides dans le regne anirha

et végétal.

Noms systémiques Noms usuels Formules
Cholest-5-en-3-ol Cholestérol GH460
5B-Cholestan-3-one Coprostanone £H460
5B-Cholestan-B-ol Coprostanol eH40
5B-Cholestan-&-ol Epicoprostanol eH 450
5a-Cholestan-#-ol Cholestanol eH450
5a-Cholestan-g8-ol Epicholestanol &H4s0
24-Methylcholest-5,22-dienp3ol Brassicastérol £H460
24-Methylcholesta-5,7,22-trier33ol Ergostérol GsH440
24-Methylcholest-5-en{3-ol Campestérol &sH 450
24-Methyl-50-cholestan-B-ol Campestanol £eHs00
24-Ethylcholesta-5,22E-dierf33ol Stigmastérol G@H4s0
24-Ethylcholest-5-en{80l Sitostérol GoHs500
24-Ethyl-5a-cholesta-22E-dienfBol Stigmastanol @oHs,0
24-Ethyl-33-cholesta-22-en{3-ol 5B-Stigmastanol Ca9H520
24-Ethyl-33-cholesta-22-en+<g-ol 5B-Epistigmastanol CooHs0
24-Ethyl-5x-cholestan-B-ol Sitostanol GoHs20
24-Ethyl-33-cholestan-B-ol 24-Ethylcoprostanol £Hs0
24-Ethyl-33-cholestan-8-ol 24-Ethylepicoprostano £Hs0
4a,23,24-Trimethyl-50-cholest-22-en3-ol Dinostérol GoHs20

Le coprostanol (B-cholestan-B-ol) est le principal stanol des féces humainessdan
lesquelles il représente environ 60% des stérgitesents (MacDonalet al, 1983; Leeming
et al, 1996). Il a donc été initialement proposé comnaegueur des contaminations fécales
d’'origine humaine liées aux rejets de STEP (Dwkal, 1974 ; Goodfellowet al, 1977,
Grimaltet al., 1990; Leeminget al, 1996; Charet al, 1998; Carreirat al, 2004; Reeves et
Patton, 2005; Wt al, 2009). Cependant l'utilisation de cette moléangant que marqueur
spécifique des effluents de STEP a été remise estign par plusieurs travaux du fait de sa
présence dans les déjections d’autres especeslasitalles que les mammiféres marins, les
porcins ou les félins (Venkatesan et Santiago 19¥89katesan et Kaplan 1990; Leemigty
al., 1996; Jardet al, 2007; Tyagiet al, 2007). La distribution des stéroides dans lessfec
humaines et animales est fonction de trois facteijsle régime alimentaire, 2) la capacité

des organismes a biosynthétiser des stérols endsgein3) la présence et la nature des
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bactéries anaérobies de la flore intestinale csaalyl’hydrogénation des stérols €i(13) ou
5a(H) stanols (Leeminget al, 1996). La combinaison de ces trois facteurs ditrggine

de I'« empreinte stéroide » qui est différente é'@spece a une autre. La figure .7 présente
les profils des stéroides pour cingq espéces ansmdbmt trois herbivores (bovin, équin et

ovin) et deux omnivores (porcin et humain) (Leenehgl, 1996).

EBovin(n=6) ®Equin (n=6) ©OOvin (n=6) ®\Porcin (n=6) ©Humain (n=6)

Distribution en stéroides (%)
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Figure 1.7: Distribution (en %) des stéroides de ¢iq espéces (d'apreés Leeming et al., 1996).

Les déjections des herbivores sont dominées patéesides en L tels que le sitostérol,
le 24-éthylcoprostanol et le sitostanol tandis lgsedéjections des omnivores contiennent a la
fois des stéroides enp£et en Gy, principalement des stanols tels que le coprosttrie 24-
ethylcoprostanol (Leemingt al, 1996; Bullet al, 2002). Les « empreintes stéroides» des
trois herbivores montrent quelques dissemblancess da un apport différent dans
l'alimentation de plantes riches en stigmastéroknisitostérol. Les distributions en stéroides
des déjections bovines et des déjections ovinesesgemblent, alors que les déjections
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équines se différencient par deux fois moins deagipnol (I7%) par rapport aux bovins
((15%) ou aux ovins[(14%), une quantité de sitostérol doublée (passariiildeet 16% pour
les bovins et ovins, respectivement a 37% pouédgsns) et une faible quantité de sitostanol

((B%). Le 24-éthylépicoprostanol est seulement présams tbs déjections des ovins.

Des différences sont également observées entrdel@s « empreintes stéroides » des
omnivores. Le profil des déjections humaines esterreent dominé par le coprostanol (>
60%) alors que dans les déjections porcines, leostgnol représente80% de la distribution
des stéroides. Le 24-éthylcoprostanol représéR68 de la distribution des déjections
porcines ef 22% de celle des déjections humaines. Le choldstérsitostérol et le sitostanol
sont des composés présents en quantité non ndgegeh0%) dans les déjections porcines,

alors qu’ils ne sont présents qu’entre 1 et 5 ¥sdes déjections humaines.

Pour illustrer la variabilité de I' « empreinte r&figle » d’'une espéce a une autre, deux
méthodes ont été développées. La premiere corscskeuler des rapports d’abondance entre
molécules, tandis que la deuxiéme approche corgigtendre en compte toutes ou une partie
des molécules de I' « empreinte stéroide » et dikset un traitement statistique. Ces deux
méthodes sont détaillées dans ce qui suit.

l1l/-2 Rappels sur les différents rapports utilisés

Les rapports entre stéroides ont été développés :pady illustrer le degré de
contamination par les eaux usées et 2) différedeersources de contaminations fécales,
principalement pour différencier une origine huneaet animale. Ces rapports ont été batis
suite a l'analyse de déjections brutes représeptatde ces deux types d'origine et a
I'observation de variations systématiques dangpteportions de certains stérols et stanols.
Le tableau I.11 regroupe les principaux rappoitsés dans la littérature.
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Tableau 1.11: Liste des rapports de stéroides prés&s dans la littérature comme capable d'identifietes sources de contamination fécale.

Rapports Symboles \l{algurs Orlglng della Auteurs
imites contamination
Coprostanol / Coprostanol+Cholestanol ou : , ,
Coprostanol+Epicoprostanol / R! R>0,7 Humaine Grimaltet al, 1990; Bullet al, 2002;
: Reevest al, 2005
Coprostanol+Epicoprostanol+Cholestanol
Coprostanol / Cholestérol R R>0,5 Humaine Fattoet al, 1996; Reevest al, 2005
Epicoprostanol / Coprostanol ’R R<0,2 Humaine Martinst al, 2007; Froehnest al, 2009
Campestérol+Sitostérol / Cholestérol ‘R R>1,5 Porcine Jarads al, 2007
Coprostanol+Epicoprostanol+24-Ethylcoprostanol / 5 R=1 Bovine .
Cholestérol+Sitostérol R R>2 Porcine Leeminget al, 1996
R>73 Humaine
R < 38 Bovine Bull et al, 2002
i . 6 R > 60 Humaine
[Coprostanol / Coprostanol+24-Ethylcoprostanol]*100 R R <45 Animale Shahet al, 2007
38 <R <47 Bovine
51 <R <61 Porcine Gourmeloret al, 2010
Coprostanol+Epicoprostanol / 7 R<1 Ruminant
5B-Stigmastanol+B-Epistigmastanol R R>1 Porcine Bull et al, 2002
, . 8 R<0,7 Bovine .
Coprostanol+Epicoprostanol / Cholestérol R R>37 Porcine Jardéet al, 2007
: 9 23<R<33 Bovine
Sitostanol / Coprostanol R 02<R<07 Porcine Gourmeloret al, 2010
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Les rapports R® permettent de mettre en évidence une contamingiie par des eaux
usées. Ces rapports sont basés sur I'abondanceomlostanol par rapport aux autres
composés. Le rapport*ermet d’identifier une contamination d’originergine. Les autres
rapports R® permettent de différencier deux sources de comi@tions fécales: 1) une source
humaine d’une source animale (rappot), R) une source animale d’une autre source animale
(R°etR"®). Par exemple, le rapporf R.eeminget al, 1996) qui est le rapport deB-5tanols
sur leur précurseurs correspondants va permeteedistinction entre les herbivores et les
omnivores. En effet, les herbivores, de par legimé alimentaire, ingérent une grande
quantité de phytostérols, c’est pourquoi leurs gesent composées d'une proportion
importante de phytostanols. Dans les déjections atesivores, comme les porcins, les
proportions de [B-stanols en & seront nettement supérieures aux proportions de
phytostanols. Ainsi, les valeurs du rappottgeront plus élevées {R 2) dans les déjections

porcines que dans les déjections bovinés(R.

lll/-3 Rappels sur les différentes méthodes statigjues globales

utilisées

Une deuxieme approche consiste a prendre en cdoyis ou une partie des molécules
de I' « empreinte stéroide » et d'illustrer la adlité de cette empreinte via un traitement
statistique et une représentation en deux dimesslas projections, sur cette représentation
en deux dimensions, des « empreintes stéroides»déjections des différentes especes
permettent : 1) de définir des zones caractérisigde chaque type de déjections, 2) de
calculer les coordonnées du barycentre de chaqueeetd) de créer des modeles de mélange.
Ce type de traitement statistique a été appligdésadéjections brutes (Leemiagal, 1996;
Shahet al, 2007; Tyagiet al, 2007) et a des effluents d’élevage et de STERn(8a al,
2009). Dans le cas des déjections brutes, il a isedmdifférencier les déjections de quinze
especes animales en quatre pbéles (humain, carniivore et oiseau) avec une
probabilité d’affectation calculé posteriorisur 97 échantillons de 92 % (Shethal, 2007).
Dans le cas des effluents, ce type de traitememrimis de différencier les matiéres fécales
présentes dans les eaux en quatre pdles (humawalcipoulet, caille) avec une probabilité
d’affectation calculéa posteriorisur 48 échantillons de 83 % (Saahal, 2009). Ainsi sur
ce type de graphique, la projection de I' « empeeigtéroide » d'un échantillon d’eau
contaminée permet d’en déterminer la source, daead d’une contamination mono-source.

L’obtention des coordonnées des barycentres deunhdes pbles dans I'étude de Slealal.
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(2007) a permis de développer un modele de mélaiggnt a identifier les sources de
déjections et leur proportion dans le cas d’'un ng#a Cependant, '« empreinte stéroide »
obtenue en mélangeant des déjections humainesiaeesaen proportion 1:1 était similaire a
celle des déjections bovines conduisant a des msatiéhs erronées. Un modele
de régression linéaire multiple a été utilisé pgadi et al. (2007) pour identifier les sources
de pollution fécale en utilisant au départ sixaiees fécaux et six acides biliaires. Le modéle
proposeé a été calibré en utilisant des échantilbyots de feces porcines, équines, bovines et
avicoles. Ce modele permet de différencier cesrgusgpes de déjections avec un taux de

classification correcte de 98 % sur 93 échantillons

Le traitement statistigue de I'« empreinte stéro¥desemble donc étre efficace pour
différencier les déjections animales. Dans le cas ntelange de sources, I'étude de
I'« empreinte stéroide » doit étre couplée a I'gsald’autres types de marqueurs spécifiques

de maniére a contraindre les modeéles de mélange.
l1I/-4 Questions en suspens

Méme si les différentes études de la littératuratnemt que les stéroides peuvent étre des
traceurs efficaces de sources de contaminatiorefécartaines questions restent en suspens

pour valider définitivement cet outil pour le trggades contaminations fécales.

[ll/-4-1 La question de I'homogénéité des sourcest @le la spécificité des

marqueurs

La premieére étape pour développer un marqueur dgamconation fécale est de
caractériser chaque source possible afin de déwedopn outil de tracage spécifique et
sensible. Dans I'ensemble de la littérature, letewas ont analysé des échantillons de
déjections brutes animales ou d'effluents/bouesS@&P. Dans une grande majorité des
études publiées, le nombre d’échantillons par soest relativement petit (< 10). Or dans
I'étude de Jardét al. (2007), une forte variabilité sur les distribuoan stéroides de cinq
échantillons de déjections porcines a été obsexVéehelle régionale. De plus, il est possible
gue ce phénomene puisse étre accentué par d’fattears tels que le régime alimentaire, les
procédés de traitement et/ou de stockage des iddigcvant épandage. Or aucune étude
jusqu’a présent n'a traité de cette variabilité.dffiet, les échantillons de déjections animales
utilisées dans les études publiées sont, le plugesd, des échantillons de déjections brutes

ou l'effet des processus de traitement avant éggnadéa pas été étudié. Il apparait donc
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nécessaire de vérifier ’lhomogénéité des souramsditton sine qua nora l'utilisation des

stéroides comme marqueurs de contaminations fécales
[1l/-4-2 La question de la persistance des marquewrdans I'environnement

Un des criteres clé des traceurs de contaminatimald est leur persistance dans
I'environnement, qui doit étre adaptée au tempsuteie des pathogenes. La persistance des
marqueurs dans les eaux est une donnée esserdtietlennaitre. Il n'existe que peu
d'informations dans la littérature sur la dégramagt/ou la conservation des stéroides dans le
temps. La persistance des stérols et des star@iks @éudiée en microcosmes pour des eaux
douces (Matsumoto, 1983) et des eaux de mer (THouree al, 1990) sans ajout de
contamination et pour des eaux de mer dopées aveffluent de STEP (Martgt al, 1996),
ainsi que pour des eaux douces et eaux de mereslapéc un lisier porcin (Soleoi al,
2011).

Ces études ont montré que dans le milieu aguesxstiérols et les stanols étaient
dégradés en deux phases. La premiere phase consenwinen 90 % des stérols et stanols
présents initialement (Matsumoto, 1983). Le tem@siemi-vie des stérols et des stanols en
eau douce lors de cette premiere phase est atmaées 3,2 jours. Cette phase correspondrait
a la consommation du carbone organique dissoue I@iioumelin et al. 1990). La deuxieme
phase présente des taux de dégradation enviroroidOnfférieurs a ceux de la premiére
(Matsumoto, 1983) et correspondrait a la dégradatie carbone organique dissous plus
réfractaire. De plus, que ce soit en contexte ehtou en contexte de contamination
artificielle, les teneurs en sitostérol, stigmasitést cholestérol augmentent au troisieme
(Matsumoto, 1983), au cinquieme (Masy al, 1996) ou huitieme jour (Thoumeligt al,
1990) en fonction des conditions expérimentales. &igmentations sont dues a la libération
de stérols présents dans les microcosmes au débigxgpérience et pouvant provenir de
résidus de plantes supérieures (Matsumoto, 1983hgicomycétes (Thoumelet al, 1990)

ou de protozoaires bactériophages (Mattgl, 1996).

Solecki et al. (2011) ont réalisé une expérience en microcosne @kvaluer le
comportement des stéroides et des marqueurs notwglgjues au cours du temps dans des
eaux de mers et eaux douces dopées avec du lesipord (dilution 1:100). Cette étude a
permis de montrer que les taux de dégradation destaBols suivis (coprostanol,
épicoprostanol, campestanol, stigmastanol et |étBglcoprostanol) n’étaient pas similaires.
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Ces expériences ont également mis en avant deugartaments de dégradation au cours du
temps. La concentration en coprostanol et 24-ébipytistanol reste stable les deux premiers
jours, puis au bout du 2% jour 90 % de ces composés sont dégradés. La ddignad
continue légérement jusqu’a la fin de I'expériméinta(au 55™ jour). Pour les trois autres
composés (cholestanol, stigmastanol et campestdesifoncentrations diminuent d’environ
34 % les 6 premiers jours puis il y a stabilisatbtonaugmentation de la concentration (suivant
le type d’eau) jusqu'au 90° jour et enfin au 27 jour, les trois composés sont presque
completement dégradés. Cette expérience montred#anctypes de cinétique de dégradation

pour une méme famille de composés.

Ces différentes études sur la persistance desid#ér@n phase dissoute dans des
microcosmes montrent des comportements de dégvaddifférents mais elles démontrent
que les stéroides peuvent, tout de méme, étreagtipour le tracage de contamination fécale.
Cependant, une question reste en suspens. Si cgeaues sont persistants dans une matrice
gu’en est-il de leur transfert lors d’un changendmmatrice ? La signature stéroidienne sera-
t-elle conservée lors du transfert, par exemple,di#gections présentes sur le sol vers les eaux

naturelles?
[1l/-4-3 Utilisation des rapports ou des méthodestatistiques multivariées

L'utilisation des rapports d’abondance de stéroigstsI’approche la plus couramment
utilisée pour distinguer les sources de contanonatfécales. De hombreux rapports ont été
développés et ont montré, a partir d’échantillomsts leur pouvoir a identifier et/ou
discriminer les sources de contaminations fécaleEpendant, la fiabilité de ces rapports
repose sur deux conditions : 1) gu'il n’existe ddwtérogénéité des sources et 2) que tous les
composes utilisés sont préservés ou dégradés eéams@dmes conditions et en méme temps
dans I'environnement. Dans le cas ou ces deux timmsline seraient pas respectées, cela peut
amener a la mise en péril du traceur. Une analgseapproche globale, c’est-a-dire une
approche prenant en compte I'ensemble de I’ « emteratéroide », apparait étre un choix
plus pertinent. Les travaux de Tyagi al. (2007) et Saimet al. (2009) ont montré des
résultats concluants pour l'identification de sasicCependant, ils ont été réalisées sur des
échantillons de déjections brutes ou dans le casod&aminations fécales mono-sources, et
elles n'ont pas été testées en condition de conttions multi-sources. Seuls Shehal.
(2007) ont testé la robustesse de leur analyseivaiéte dans des conditions de

contaminations multi-sources en réalisant des myélaren laboratoire. Leurs résultats ont
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montré que la distinction entre les sources n'épais aussi aisée que dans le cas de

contaminations fécales mono-sources.

Hormis I'étude de Shabt al. (2007), aucune étude n’a testé l'utilisation deEsoddes
dans des milieux naturels complexes c'est-a-direing® a plusieurs sources de
contaminations fécales. Afin de valider l'utilisati de ces composés pour le tracage de
contaminations fécales multi-sources, il est ipeisable de les tester dans ces conditions.

[ll/-4-4 La question de la cohérence des marqueursntre eux

Les contaminations dans les milieux complexes conpae exemple les régions
d’agricultures intensives, impliquent une multigicde sources de contaminations fécales.
Les outils chimiques ou microbiologiqgues mis a dgpon pour tracer les sources de
contaminations fécales ont la capacité d’identifiee source et pour certains, la capacité de
différencier plusieurs sources. Aucun marqueurl g@it microbiologique ou chimique peut a
lui seul permettre d’identifier toutes les sourckscontaminations fécales dans les hydro-
systémes. Méme si les stéroides ont la capacité difeérencier plusieurs, il est nécessaire
d’utiliser d’autres marqueurs en paralléle pourvalider cet outil, 2) évaluer réellement
information qu’il fournit, surtout dans des cag @ontaminations mixtes 3) s’affranchir
d’éventuelles erreurs d’interprétation et ainsiiaum diagnostic des plus précis. A terme, ce
travail permettra de mettre a disposition des ctlléés une boite a outils avec la sensibilité
et la spécificité requises pour tracer tous legsyge contaminations fécales dans les eaux de

surface.

I\VV/- OBJECTIFS DE LA THESE : DE LA NECESSITE DE CONDUIRE DES
ETUDES APPROFONDIES SUR LES STEROIDES ET DEN VALIDER

L' UTILISATION EN LES COUPLANT AVEC LES AUTRES MARQUEU RS

La synthese bibliographique de cette premiere edeithese a mis en avant le risque de
santé publigue que peuvent entrainer les contaimnsatttcales des eaux. Les réglementations
européennes (2006/7/CE et 2006/113/CE) imposenbbiestifs en termes d’identification,
de hiérarchisation des sources de contaminati@adefe et de création de profils de baignade.
Ces objectifs ne sont, jusque-la, pas réalisaliteseffet, actuellement, les seuls outils a

disposition des collectivités sont des indicatennisrobiologiques ne donnant en aucune
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facon les informations demandées par les réglemensa et des méthodes probabilistes
prenant en compte les activités sur le bassin meeaont des plages. Méme si ces méthodes
apportent des résultats, il semble tout de mémispedsable de valider des outils capables

d’identifier les sources de contaminations fécdimss des systemes multi-sources.

L’objectif principal de cette thése est de conteba valider I'utilisation des stéroides
comme outil de tracage de l'origine des contamimetifécales des eaux dans les régions
d’agriculture intensive, sujets a des contaminatiorulti-sources. La région Bretagne a été
choisie comme région d’étude car elle est pargécainent représentative de ce genre de

contexte complexe.
La démarche scientifique s’est effectuée en temigps :

1. Tester 'homogénéité des podles, conditisme qua nona lutilisation des
stéroides en tant que marqueurs, sur des échastikosources » (déjections
bovines, déjections porcines, effluents et boues giation d'épuration
domestiques). L'analyse de ces échantillons brutsernis 1) de caractériser
chaque pble source de contamination présent au deim bassin versant
d’agriculture intensif, et 2) de développer une hde statistique basée sur une
analyse en composante principale (ACP) apte ardiftéer des déjections
d’origine bovine et porcine. Cette partie fait [jebdes Chapitres 3 et 5 de la

these.

2. Vérifier le transfert de ces traceurs lors d’exmé&mtations controlées au
laboratoire ou sur site. Deux expérimentations emditions contrlées ont été
réalisées dans le but de tester 1) le transfertstie®ides dans les matrices
environnementales et 2) I'effet de dilution au sode ce transfert. La premiére
expérimentation a consisté a épandre des déjecanmsales sur des parcelles
agricoles puis a simuler une pluie afin de récupk® eaux de ruissellements et
ainsi d’étudier le transfert des empreintes st@o&himales des déjections via les
sols vers les eaux. La deuxiéme expérimentatiooresisté a doper des eaux
naturelles (eau douce et eau de mer) par un efferstation d’épuration pour
vérifier que le signal persistait méme avec untedte dilution important. Cette
partie fait 'objet des Chapitres 4 et 5 de la ¢hés
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3. Appliquer ces marqueurs au milieu naturel en ls®@ant a d’autres marqueurs
chimiques et microbiologiques. Des campagnes devagent ont été effectuées
sur deux bassins versants situés en contexte cigtgirie intensive; I'un soumis a
une contamination fécale mono-source (animale)eesdcond sujet a des
contaminations fécales d’origine humaine et animbk but était d'étudier la
viabilité et la robustesse de l'analyse statistigueprofil des stanols en milieu
naturel par comparaison avec d’autres marqueursifepies. Cette partie fait
I'objet du Chapitre 5 de la thése.
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Chapitre 2 — Site d’étude, échantillonnage et mééiscanalytiques

|/- CHOIX DE LA REGION D 'ETUDE

La région d’étude est la région Bretagne. Cettéorég été choisie car elle réunit des
activités d’élevage intensif regroupant des élesgg@cins, bovins et avicoles, et une facade
maritime importante, siege d’activités de baignetdde conchyliculture. Le besoin de tracage
des sources de contaminations fécales est doncydigrement important en région Bretagne,
et se pose dans un contexte particulierement itkfficu toutes les sources possibles se
trouvent rassemblées. Mettre au point des outitopeants de tragage dans un tel contexte
est donc idéal puisque les outils mis au pointrageacfortiori utilisables dans des contextes
plus simples ou un nombre plus restreint de sowesesmpliqué. Nous rappelons ci-dessous
certaines des principales caractéristiques deglaméBretagne, utiles pour la compréhension
de ce travail de thése.

I/-1 Rappels concernant les problemes engendrés parles

contaminations fécales des eaux de Bretagne

La contamination fécale des eaux superficiellesdaser des menaces sur deux activités
essentielles a I'économie de la Bretagne : 1) lgigme via la contamination éventuelle par
des micro-organismes pathogénes des plages etodedlages ramassés par les estivants
pour leur consommation, et 2) I'élevage et la vagecoquillage via la contamination de

Ceux-Ci par ces mémes organismes.

L’Agence Régionale de la Santé (ARS) de Bretagneedle la qualité des sites de
baignade a I'échelle des quatre départements lsrgiendant la période estivale de mai a
septembre. Le tableau 1.1 présente le classenentzaohes de baignade en mer en Bretagne
pour I'année 2010 selon la directive 76/160/CER.58l1 zones de baignade en eaux cétieres,
61,4 % des zones sont de bonne qualité (A), 35 HYualité moyenne (B) et 3,1 % de classe
C, cest-a-dire pouvant étre momentanément polliagcune zone n'a été classée en

mauvaise qualité (D).

L’examen de I'évolution de la qualité microbiolog& des eaux de baignade en mer de
1997 a 2010 (Figure 11.1) montre des fluctuationsieelles. Sur ce suivi de treize ans, de 47,4
% a 64,2 % des eaux de mer ont été déclarées e lopralité, de 31 % a 44,6 % de qualité

moyenne, de 3 % a 8 % momentanément polluées ehawau n’'a été classée de mauvaise
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qualité. Il

n'y a pas eu d’amélioration ou de déigtion significative du niveau de qualité

microbiologique des eaux de baignade en mer daréglan Bretagne. Ces fluctuations sont

le reflet des variations climatiques estivales d'amnée sur l'autre. Les quelques mauvais

résultats résiduels sont dus a des phénomenesildgfia maitriser comme les pollutions

diffuses, les dysfonctionnements ponctuels de tBsebassainissement lors d'épisodes de

forte pluviométrie.

Tableau I1.1: Résultats des contrbles sanitaires fefctués sur les eaux de baignades en mer de Bretagn

pour la saison 2010 delon la directive 76/160/CE @8rce: ARS).

Classement des plages (Directive 76/160/CEE)
Total A? BP (o D*
Cotes d’Armor 113 62 47 4
Finistére 257 144 102 11
llle-et-Vilaine 43 27 15 1 0
Morbihan 128 99 28 1
Total 541 332 192 17
%Classe A : eaux conformes de bonne qualité,
PClasse B : eaux conformes de qualité moyenne,
“Classe C : eaux pouvant étre momentanément polluée
Classe D : eaux de mauvaise qualité — baignadeditete
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Figure 11.1: Evolution de la qualité microbiologique des eaux de baignades en mer de 1997 a 2010 (cBap
ARS Bretagne 2010).

Le REMI (Réseau national de contréle microbiologiqdes zones de production
conchylicoles) qui est géré a l'échelle nationabd PIFREMER, surveille la qualité
microbiologique des coquillages présents sur terét breton. La réglementation francaise
relative aux coquillages (décret n°94-340 du 28 4@94 et arrété interministériel du
21 mai 1999) prévoit une surveillance sanitaire sklrdes zones de production. Toutefois en
Bretagne, cette surveillance est étendue aux zm@&ches a pied de loisir ce qui conduit a
une image beaucoup plus exhaustive de la qualitdasa des coquillages présents sur le
littoral de cette région. L’évaluation de la contaation microbiologique dans les coquillages
des zones de péches a pied de loisirs se base démdmbrement des bactéries ¢oli) dans
les coquillages vivants et utilise les mémes agate classement que ceux appliqués pour les
coquillages des zones conchylicoles. Pour étrenracopropres a la consommation humaine,
les coquillages vivants ne doivent pas contenis gle 23CE. coli pour 100 g de chair et de

liquide intervalvaire.

Les figures 1.2 et 1.3 présentent I'évolution e qualité microbiologique des zones

bretonnes de conchylicultures et de péches a pelbidirs pour la période 1997 a 2009.
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L'examen de I'évolution de la qualité microbiologgg de ces deux types de zones fait
apparaitre une tendance générale a la dégrada®mgidements naturels de coquillages en
Bretagne (diminution du nombre de sites de bonraitg), avec entre 50 et 90 % des
gisements classés dans les qualités moyennes otais@sl suivant les années, et un total de
20 % des gisements strictement interdits a la consation en 2009 dans les zones de péches
a pied de loisir.
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Figure 11.2: Evolution de la qualité microbiologique des zones de conchylicultures de 1997 a 2009 fulé&s
Réseau REMI, Ifremer, 2010).
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Figure 11.3: Evolution de la qualité microbiologique des sites de péches a pied de loisir de 1997 @20
(d’'aprés ARS Bretagne 2010).

I/-2 Rappels sur la pression exercée par les déjemis animales

d’élevage intensif sur les eaux superficielles de@agne

Avec 60 % de son territoire (soit 1 658 101 haljsdtipour I'agriculture, la Bretagne est
la premiere région francaise pour les productionignales. L’élevage intensif, avec trois
types d’élevage (bovin, porcin et avicole), estctildté prépondérante pour 70 % des
exploitations de cette région. La production pcagcibretonne représente 55 % de la
production francaise, les filieres de productiongica@es et bovines représentant
respectivement 35 et 11 % de la production natenad tableau 1.2 (a, b, c) présente les
chiffres clés des cheptels dans les exploitatigmga@les bretonnes pour I'année 2010 pour
les élevages porcins (a), les élevages bovinst(ayieoles (c) (Source : Agreste — DRAAF

Bretagne — Statistique agricole annuelle).
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Tableau 11.2: Chiffres clés des cheptels rassembléans les exploitations agricoles bretonnes pourhnée
2010 pour les élevages porcins (a), les élevagesib® (b) et avicoles (c)

(a) Elevage porcin en 2010

Catégories Jeunes Porcs a Total
d’ani?naux Truies | Porcelets| porcs 20 | 'engraissement| Verrats orcins
a 50 kg 50 kg et + P
Nombre
d'ani 602 600| 3 079 600/ 1 092 900 3459 500 6 890 8 241 490
animaux
. Nombre 7.3 37,3 13,3 42,0 0,1 100
d’animaux (%)
(b) Elevage bovin en 2010
Catégories | Vaches | Vaches BO.V'nS de Bowr]s Bovins de Total
T . moinsdel | delaz2 | plusde?2 .
d’animaux laitiéres | nourrices bovins
an ans ans
',\'Ofnbre 730 695| 140508 590 426 388 280 208 230 2058139
d’animaux
Nombre
danimaux (%) 35,5 6,8 28,7 18,9 10,1 100
(c) Elevage avicole en 2010
C’ate_gorles Poules et p_oulets Dindes et dindons Poules T(_)tal
d’animaux de chair pondeuses| avicole
Nombre 281 234 28 591 22 409 332 234
d’animaux
Nombre
danimaux (%) 84,7 8,6 6,7 100

La majorité des élevages bretons sont des élevagessol c’est-a-dire des élevages ou

les animaux sont élevés dans des batiments. Cetaote tous les élevages de type porcins,

et la plupart des élevages avicoles (poules pordeespoulets de chair). L'élevage de ces

animaux engendre un important gisement de déjecaoimales estimé a plus de 36 millions

de tonnes a I'échelle de la région, ce qui corredpa 91,7 % du gisement de déchets

organiques total se répartissant comme suit : 20ons de tonnes pour les bovins ; 13

millions de tonnes pour les porcins et 3 milliomstdnnes pour les ovins (ADEME Bretagne,

données estimées, 2007). Ces matiéres fécalegsrieh nutriments, sont recyclées par

épandage sur les sols agricoles. L'épandage sediaipar retour direct au sol des déjections

brutes, soit par retour de déjections préalablemesmsformées. Les transformations

combinent une série de processus allant de l'addiie paille - dans le cas des déjections

bovines, afin d’obtenir du fumier -, & de la cegation - cas des déjections porcines pour
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lesquelles les féces et I'urine sont séparées grariftigation - en passant par des processus
de transformation biologique (type digestion aé&dpbimpliguant par exemple de la

dénitrification pour diminuer la charge azotée dégctions épandues.

La forte pression exercée par les activités d’épgadur les sols de Bretagne place cette
région parmi les premiéres régions francaises dmu# de vue. L'intensité de cette pression
est démontrée par le nombre trés important de partlassés en zone d’excédent structurel
(ZES) d’azote (apports au sol >170 Kg d'azote peotdre et par an), ce nombre atteignant
plus de 50% des cantons de Bretagne au derniarsement 2009, avec un nombre élevé de
ces cantons se situant en bord de mer (dans lsténmiet les Cétes d’Armor), la ou se
développent les activités de baignade et la comhigre, ainsi que le ramassage et la

consommation récréative de coquillages (Figure.ll.4

O, AN
w> Trp

e

{

= 0
Pression d’azote organique par hec@;\e:ji'/\r $
] <=170 kg (hors ZES) e

[ > 170 kg (Cantons ZES)
[J cantonsen ZES en 2000 passés hors ZES en 2009

Figure 11.4: Carte de répartition des cantons de Betagne classés en zones d’excédent structurel (ZEf)
point de vue des apports d'azote au sol en 2009 (8ces : BD Carto Diren Bretagne, édition le
16/11/2009).

Une étude conduite en 2009 sur un petit bassinamer®5 kni) du centre Bretagne
(bassin versant du Coét Dan), caractérisé par ame présence d’élevage porcin, a mis en
évidence des concentrations Encoli atteignant 2.10UFC/100 mL dans la riviére drainant
ce bassin versant avec des flux sur 24h équivakecesux émis par une station d’épuration
d’une taille égale a 100 000 équivalents habité@tare et al, 1999). Cette méme étude a
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montré que les transferts de bactéries fécalegysimés dans la riviere a I'exutoire de ce
bassin versant se produisaient pendant les épisptiegseux, épisodes propices au
développement de phénomenes de ruissellementsssolle agricoles engendrant le lessivage
et le transfert vers les rivieres des résidus didpges. Cette voie indirecte de contamination,
qui engendre une contamination diffuse et variald@s le temps et dans l'espace, est
conceptuellement la voie de contamination la plégdente des eaux continentales et marines
de Bretagne (Etat sanitaire des eaux de baignadeeert en eau douce — Bilan de la saison
balnéaire 2008 — Ministére de la santé et des sSEp@S/DDASS, 2009). Cependant, des
voies directes impliquant le rejet, accidentel olowataire, de déjections animales directement
dans les eaux peuvent étre observées localemennheds démontre I'extrait d’article de

journal reproduit ci-dessous (Figure I1.5).

Depuis jeudi soir il n'y a plus un poisson qui vidans le ruisseau de Loc-Eguiper

(Finistere).

« Tout est mort jusqu’a I'Elorm : des milliers deigsons sur trois kilometres...» C’'est
impuissant que Guy Le Maout, président de I'assiotiales pécheurs de I'Elorn, compte|les
cadavres livrés aux flots du ruisseau de Loc-Eguide quinze kilometres a l'est fde
Landerneau, dans le Finistére.

Depuis jeudi soir, 17h30, cet affluent de I'Elorévdrse en effet truites fario, saumqgns,
loches et méme anguilles, par centaine et sand @geeffets d’'une pollution survenue dans
un élevage de porcs — celui d’'Henri Billon, égalahmeaire de la commune -, situé quelques
centaines de metres au-dessus du ruisseau.

Il s’agit d’'un « rejet accidentel de produits ngcdvec mortalité, précise le capitgine
Bodiou, & la gendarmerie de Landerneau. Mais lafah a cessé dés lors que I'employé,|qui
nettoyait I'exploitation, s’est apercu qu’il rejétées eaux dans le ruisseau et non dans la
lagune. »

Cantonné aux trois kilometres de ce ruisseau samsde Loc-Eguiner, le rejet toxique,
probablement a base de lisier, n’a guere attetibih voisin. Mais« sur le plan piscicole, i
faudra au moins cing ans pour reconstituer le ruissau », calcule déja le président de
'AAPPMA, écceuré.

Chargé des investigations, I'office national daliest des milieux aquatiques (ONEMA)
s’est rendu sur I'exploitation agricole pour dresieeprocés-verbal. Le dossier sera ensuite
transmis au procureur de la républigueComme c’est le cas depuis trois ou quatre ans,
I'affaire sera classée sans suite car considéréenume accidentelle,anticipe, Guy L4
Maout.Mais pour moi, il s’agit d’'une négligence. Nous a#tquons au civil. »

A4

Laurence Texier

Figure II. 5: Article paru le 12 Juin 2011 dans leQuest France, journal quotidien régional, a proposi'une
pollution d'un affluent de I'Elorn suite a un rejet accidentel de lisier directement dans un cours déal.
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I/-3 Rappels concernant la pression exercée par leaitres sources de

contamination

A l'instar des autres régions européennes, les eantinentales et littorales de Bretagne
sont soumises a des risques de contamination féaadgine humaine, avec deux sources
différentes : 1) des sources ponctuelles licesrejexs de STEP ; 2) des sources diffuses liées
aux rejets issus des assainissements autonomessolges diffuses s’ajoute celles liees a
'épandage des boues de station d’épuration surstds agricoles pouvant impacter
directement les cours d’'eaux ou les eaux littoraless quantités de boues de stations
d’épuration urbaines épandues sur les sols de @retae sont en rien comparables avec les
guantités de déjections animales épandues. En 8200 tonnes de boues de STEP sont
recyclées en agriculture contre 6 millions de tenpeur les déjections animales (ADEME

Bretagne, données estimées, 2007).

Les causes de la contamination par les rejets dePSpeuvent étre multiples. La
contamination peut provenir de la vétusté des liattans ou de leur mauvais
dimensionnement. La question d’'un dimensionnemasddpté est critigue dans une région
touristique comme la Bretagne dans laquelle undgrammbre de communes cotieres voient
leur population multipliée par un facteur pouvalirajusqu’a 10 en période estivale. Une
autre cause peut étre I'absence de séparation lantmdlecte des eaux pluviales et celle des
eaux usées. Cette absence peut conduire a desldétemts en cas d'orage, débordements
dont les conséquences seront amplifiées si lesesragrviennent en été, c'est-a-dire
précisément au moment ou les stations ont a traitezxcédent d’eaux usées diu a l'arrivée
d’'une population touristique, et précisément daes lcbux ou les zones de baignade sont le
plus fréquentées.

L’'autre mécanisme principal pouvant entrainer destaminations fécales d'origine
humaine dans le milieu naturel est l'infiltratioasdeaux usées d’un systeme d’assainissement
autonome dans le sol et le transfert de ces eagpijaux cours d’eaux, notamment en cas de
vétusté et/ou de mauvais entretien des installgtidbiaprées les données des conseils
généraux des quatre départements bretons, en 2800%, des habitations bretonnes ne sont
pas raccordées a une STEP, ce qui correspond aomnbre de 453 000 installations
autonomes en Bretagne (Conseils généraux 22, 26t 86). La loi sur I'eau et les milieux
aquatiques (LEMA) du 31 décembre 2006 a introdust mbuvelles dispositions sur
l'assainissement non collectif. En effet, la réglatation prévoit une prise en charge des
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communes pour le conseil auprés des particulieliss &introle des installations des systémes
d’assainissement non collectif. A la date d’aujchud 70 a 85 % des installations ont déja

éte contrblées et 15 a 25 % de ces installationsterdéclarées non conformes en raison d’'un
mauvais état des installations avec des pollutawésées (par infiltration des eaux usées dans

le sol) et pour lesquelles une mise aux normeexégée dans les quatre prochaines années.

Les contaminations fécales des eaux continentale$itterales bretonnes peuvent
également étre engendrées par les animaux domestejuisauvages. Cependant les apports
les plus importants, responsables de la dégraddéda qualité microbiologique des eaux de
I'environnement et des zones conchylicoles, sancgralement d’origine humaine, bovine et

porcine.

I/-4 Rappel concernant les besoins en tracage etsledifficultés
inhérentes aux tracages des sources de contaminatiadans la région
d’étude

La Bretagne a été choisie comme région d’étudeattu ) de son importante facade
maritime siege de nombreuses activités de baigeade conchyliculture, 2) du nombre tres
important de sources possibles, animales et humaim& que 3) de la superposition de rejets
diffus et ponctuels dans les deux cas. Le choixatte région d’étude s’appuie aussi sur le
fait qu'il s’agit d’'une région qui bénéficie d’'ureectorisation en bassins versants siéges de
pratiques agricoles contrastées (notamment du pleintue du type des déjections animales
épandues). Cette sectorisation fournit donc unréboe naturel pour la validation de tel ou

tel marqueur spécifique.

|I/- STRATEGIE D 'ECHANTILLONNAGE

Cette partie décrit 'ensemble des échantillons anti été analysés au cours de cette
thése. Conformément aux verrous identifiés loréadeynthése bibliographique (Chapitre 1),

trois types d’échantillons ont été préleves etyses:

1. Des échantillons sources (déjections animalesuesfts et boues de station
d’épuration). L'objectif est de vérifier la spécitié des stéroides: homogénéité
des sources, absence d'effet des processus dentesit et de stockage sur les

profils des stéroides).
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2. Des échantillons provenant d’expériences de ruésseht sur parcelles agricoles
ou d'expériences d’eaux dopées par des effluentSTeP afin de vérifier la
conservation des signatures « source » pendardrsfért lors des changements
de matrice, ainsi que I'effet de dilution depuis kEchantillons sources jusqu’au
milieu naturel.

3. Des échantillons provenant de milieux récepteurmptexes soumis a des
contaminations d’origine variée dans lesquels eso&des ont été utilisés en
association a d’autres marqueurs chimiques et imiagiques dans le but d’en

valider I'utilisation en tant que marqueurs deifyime de la contamination fécale.

[I/-1 Echantillons utilisés pour la caractérisation des sources et

I'analyse des effets des processus de traitement $es steroides

[I/-1-1 Déjections bovines

Deux types de déjections bovines ont été preledés bouses et des fumiers (mélange de
bouse et de paille). Les bouses sont émises dinecteau champ. Elles peuvent contaminer
les eaux par ruissellement pendant un épisodeqalyyimais la contamination peut également
se produire de facon plus directe lors de I'abrener@ des animaux dans les cours d’eaux.
Les fumiers, quant a eux, sont épandus sur lesagplsoles aprés un temps de stockage
(minimum deux mois), et peuvent contaminer les eancas de ruissellement pendant un

épisode pluvieux.

s s

Plusieurs campagnes d’échantillonnage ont étésgeidans 10 exploitations de vaches
laitieres en 2007 et 2008. Ces campagnes ont pdergsllecter 19 echantillons : 1) 6 bouses
fraiches, 2) 9 fumiers frais, et 3) 4 fumiers stxckstockage aérobie entre 4 a 6 mois avant
épandage). Chaque échantillon représente un mélalegedéjections d’environ une
cinquantaine d'animaux. Les principales caractéust (régime alimentaire, temps de
stockage des échantillons et localisation des @apilins) des échantillons collectés sont

présentées dans le tableau 11.3

L’'analyse d’échantillons de fumier frais et de femstocké doit permettre de déterminer
I'effet du stockage sur les stéroides, I'effet @eldition de paille étant déterminé, lui, par la

comparaison des signatures des bouses fraichesalex des fumiers frais.
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Tableau 11.3: Description des échantillons de déj¢imns bovines.

Type — Types de déjections et| Temps de . . . Date
'z Localisation A ) Régime alimentaire ‘2 i
d’élevage nombre d’échantillons | stockage d’échantillonnage
Bouse (1) Frais
Fumier (1) 4 mois Paturage et mais d’ensilage
o Fumier (1) 6 mois
llle-et-Vilaine (35) -
Bouse (1) Frais R )
_ ) Paturage Avril 2007
Fumier (1) 5 mois
Bouse (1) Frais Paturage et mais
Fumier (1) Frais | Herbe et/ou mais d’ensilage + compléments
Fumier (1) Frais alimentaires (protéines) et paturage
Fumier (3) Frais Avril 2008
Vgghe - - Inconnu S
laitiere Fumier (1) Frais Fevrier 2007
Bouse (1) Frais
Fumier (1) Frais Paturage Avril 2007
Inconnue Fumier (1) 4 mois
Bouse (1 Frais is d’ensi A
1) Herbe et/og mais _d ensﬂagg_ + compléments Février 2007
Fumier (1) Frais alimentaires (protéines)
Bouse (1) Frais
Herbe et/ou mais d’ensilage + compléments .
. . . : L ~ Avril 2007
Fumier (1) Frais alimentaires (protéines) et paturage
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ll/-1-2 Déjections porcines

Comme indiqué dans le chapitre 1, la plupart dedest consacrées a I'établissement des
signatures en stéroides des déjections porcinebasent sur des déjections fraiches,
négligeant par-la les effets éventuels des proesdie traitement et de stockage subis par ces
déjections. Il s’agit la d’'un défaut majeur desdési sachant que les déjections porcines sont
rarement épandues fraiches dans les régions dydemgensif. En effet, pour répondre aux
exigences réglementaires, les élevages de porosesleaégions doivent 1) respecter les
périodes d’épandage (d’ou un stockage fréquenisgar), 2) limiter les apports d’azote au sol
gue leur épandage occasionne (170 unités d’azotbquare, Directive européenne du 12
Décembre 1991 — 91/676/CEE dite Directive Nitrateu un traitement fréquent du lisier
incluant des étapes de dénitrification anaérobimiale séparation des féces et des urines par
centrifugation). Les exploitations bretonnes ré&adide traitement du lisier principalement de
facon individuelle et pour un faible pourcentagdéiieur a 5%), elles font appel a des filieres

de traitement.

Les procédures de traitement du lisier de porcister® soit en un simple stockage en
fosse pendant une période de 6 a 12 mois avantdagansoit en des traitements plus
complexes destinés a éliminer I'azote et le phospHha figure 11.6 présente une illustration
schématique des principaux procédés de traitemestlidiers de porcs. Les traitements
utilisés sont des combinaisons de traitements gigles (digestion aérobie et anaérobie),
meécaniques (tamisage, pressage, centrifugatiomgtiin membranaire) et physico-chimiques
(flottaison, décantation). Les lisiers traités ssiaickés en fosse avant épandage. Celui-ci est

réglementé selon un calendrier régional.

PO,

Centrifugation

]

Lisier traité
chimiquement

«—

Lisier traité
physiquement
(matiéres solides)

o ) Fosse Décanteul’
Lisier frais — |

a lisier

e » Epandage

Figure 11.6: Représentation schématique des étapeke traitement du lisier de porc.
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Un total de 16 échantillons provenant de 6 élevammsins bretons et d’une ferme
expérimentale rattachée a 'TUMR INRA SENAH (SystéméElevages, Nutrition Animale et
Humaine, St Gilles(35)) a été collecté en 2007 @292 Quatre types d’échantillons sont
représentés, incluant i) des lisiers bruts fra)sdes lisiers bruts stockés (1 mois), iii) des
lisiers traités physiquement (frais et stockés61ndois), et iv) des lisiers traités chimiquement
(frais et stockés 6 a 9 mois). Chaque échantilleprésente un mélange de déjections
d’environ une centaine d’animaux. Les principalagactéristiques (type d’animaux, régime
alimentaire, temps de stockage des échantillonmacatlisation des exploitations) de ces

échantillons sont présentées dans le tableau 11.4.

Cet échantillonnage inclut de maniére explicite di§gctions porcines ayant subi soit un
stockage prolongé, soit un traitement physico-atiraj soit une combinaison des deux. Il est
en cela représentatif du compartiment « déjectipaecines épandues ». L’analyse des
déjections fraiches et des déjections stockées étaitées devrait permettre de déterminer
I'effet des processus de stockage et de traiteny@mgsico-chimiques sur les signatures en

stéroides des échantillons de lisiers.
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Tableau 11.4: Description des échantillons de déj¢mns porcines.

Type d’élevage Localisation Types de déjections et | Temps de Régime alimentaire Date
yp g nombre d’échantillons stockage 9 d’échantillonnage
Blé et soja (80% et 20%)
2 -et-Vilai Blé et soja (80% et 10%)
! qucs a llle-et-Vilaine (35) Lisiers bruts (4) Frais ) _ Juin 2009
engraissement Blé et soja (90% et 10%)
Blé, soja et colza (70%, 10% et 20%)
Truies et Cotes d’Armor (22) Lisiers bruts (4) 1 mois Avril 2007
porcelets
. o . Frais
Lisier traité physiquement (2) _
4 mois Mars 2009
Cétes d’Armor (22) Lisier traité physiquement (1) 6 moisl | o i
o T : Melange de céréales et compléments
Trui Lisier traité chimiquement (1) 9 mois alimentaires*
ruies
Lisier traité chimiquement (1) 8 mois Avril 2009
Lisier traité physiquement (1) Frais
- isier rall® prysiquement (1) - Frais Mars 2009
Finistere (29) Lisier traité chimiqguement (1) 6 mois
Lisier traité chimiquement (1) 8 mois Avril 2009

* Sels minéraux, vitamines, micronutriments etlaiotiques.
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[1/-1-3 Effluents et boues de station d’épuration

Le pble « déjections humaines » a été caractéuspotht de vue de ses signatures en
stéroides en analysant 17 effluents d’entrée etffléents de sortie de STEP ainsi que 2
boues de STEP. Ces échantillons ont été prélevésviagt STEP, seize situées dans la zone
d’étude (dont treize en llle-et-Vilaine (35), unang le Finistére (29) et deux dans les Cétes
d’Armor (22)) et quatre dans la région limitrophesd”ays de la Loire (dont trois en Maine-
et-Loire (49) et un en Loire Atlantique (44)), cernieres étant rajoutées pour des raisons de
facilité d’acces et de comparaison inter-région&iles ont été choisies de maniere a
constituer un panel comprenant des stations d'é@puarairbaines et rurales de capacité
différente et de procédés de traitement différerites principales caractéristiques
(localisation, capacité, rendement, traitemenise ty échantillon et date de prélévement) des

échantillons sont présentées dans le tableau II.5.

Le schéma classique d’épuration est représent@ $igure 1.7 et comprend trois étapes
successives (prétraitement, traitement biologiqularification). L'étape de prétraitement
consiste a éliminer les matieres en suspensionl@ns(dégrillage, tamisage et dégraissage),
I'étape de traitement biologique (traitement despgosés organiques par boues activées en
bassin d’aération, nitrification et dénitrificatlosert a transformer les matiéres organiques
dissoutes et colloidales en matieres biologiquessédimentent et il peut étre suivi d’'une
déphosphatation. L’étape finale est réalisée damsclarificateur, lieu ou les matieres

biologiques sédimentent.
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déshuilage
décantation

iiii

e SN traitement

biologique séchage des

boues

digestion
des boues

Figure I.7: Schéma du fonctionnement d'une statiord'épuration a boues activées.
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Tableau 11.5: Description des échantillons de stabin d'épuration.

Localisation Capacité | Rendement Traiterments Type d’échantillon et Date
en EH® m%/jour® nombre par type d’échantillonnage
Cantenay-Epinard (49) 1300 240 a,b Effluent d’entrée (1) Avril 2009
Feneu (49) 1100 165 a,b Effluent d’entrée (1) Avril 2009
: ) Juin 2008
La Meignanne (49) 1850 280 a b Effluent d'entrée (3) Mars 2009
Effluent de sortie (1)
Mars 2010
Effluent d’entrée (1) :
Lamballe (22) 8000 3 500 a, e Effluent de sortie (1) Mai 2011
Saint-Brieuc (22) 140 000 30 240 a, b e Effluent de sortie (1) Mai 2011
Effluent d’entrée (1) :
Plouneventer (29) 1200 220 a,c Effluent de sortie (1) Mai 2011
Rennes (35) 360 000 80 000 a,cfh Boue (1) Février 2010
Noyal-sur-Vilaine (35) 6 000 1620 a,cfh Boue (1) Février 2010
N Effluent d’entrée (1) ,
Saint-Médard sur llle (35) 650 98 d Effluent de sortie (1) Mai 2011
Montreuil sur llle (35) 1 800 400 a, e h Effluent de sortie (1) Mai 2011
Saint-Malo (35) 122 000 32 000 a,cgh Effluent de sortie (1) Mai 2011




Localisation Capacité | Rendement Traiterments Type d’échantillon et Date
en EH® m%/jour® nombre par type d’échantillonnage
Effluent d’entrée (1) :
Cancale (35) 12 000 1 800 a, c Effluent de sortie (1) Mai 2011
- Effluent d’entrée (1) :
Servon sur Vilaine (35) 5000 1100 acde Effluent de sortie (1) Mai 2011
L Effluent d’entrée (1) :
Brécé (35) 5000 1100 a, cde. Effluent de sortie (1) Mai 2011
Effluent d’entrée (1) :
Chateaubourg (35) 8000 1500 ac,e Effluent de sortie (1) Mai 2011
Liffré (35) 14000 2600 |a,c.d gt Effuentdentrée (1) Mai 2011
S Effluent de sortie (1)
. Effluent d’entrée (1) :
Acigné (35) 9700 1170 a,c, e h Effluent de sortie (1) Mai 2011
. Effluent d’entrée (1) :
La Bouexiere (35) 3100 730 a,d,eh Effluent de sortie (1) Mai 2011
L Effluent d’entrée (1) :
Cesson-Sévigné (35) 18300 4200 ac,e Effluent de sortie (1) Mai 2011
Nantes (44) 600000 | 100000 | a c e Effluent d'entree (1) Mai 2011

Effluent de sortie (1)

% EH = équivalent habitant, qui correspond a la tjtéajournaliere de matiéres polluantes produitstabitant.

# rendement moyen.
a: aération, b: décantation, c: prétraitementadguhage naturelle, e: déphosphoration physico-cjieif: déphosphatation biologique, g: nitrificatiet h: dénitrification

biologique.
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[I/-2 Echantillons utilisés pour I'évaluation de la persistance des
stéroides pendant le transport et leur introductiondans le milieu aquatique

et pour leur validation

Cette deuxieme série déchantillons a pour but @eifier si les stéroides sont
conservatifs lors du transfert des matieres fécddes I'environnement. Deux situations ont

été examinées :

1. Le transfert des matieres fécales d’origine aninpaleruissellement sur le sol. Il
s’agit la de la voie prépondérante par laquelle negtieres fécales d’origine
animale peuvent contaminer les eaux de surfacajdleici est de savoir si les
signatures spécifiques en stéroides établies psutifférents types de déjections
animales seront conservées une fois que les d#jsctinimales seront épandues
au sol.

2. Le transfert du signal au cours de la dilution digmatures « humaines » issues
des STEP une fois celles-ci injectées dans les. da@ntransfert a été évalué au
laboratoire en diluant des rejets de STEP aveteda Houce et de I'eau de mer. Il
s’agit ici de déterminer si: 1) les dilutions paélange des déjections avec des
eaux de mer ou des eaux douces ou 2) la présemceduliit de fond en stéroides
du milieu naturel n’engendrera pas de perte ductamea spécifique de ces

signatures voire une perte complete du signal tamslieu naturel.

[I/-2-1 Echantillons issus du dispositif expérimeral d’analyse du transfert

des marqueurs animaux pendant le ruissellement

by

Une simulation de pluie d’orage, dans des conditisimilaires a celles relevées en
période printaniére lors des épandages d’avril egtagne, a été realisée sur des parcelles
témoins et des parcelles ayant recu des épandagksiedt de porc et de fumier bovin. Les
expérimentations ont été réalisées en avril 2008 station de recherche de la Chambre
Régionale d’Agriculture de Bretagne a Kerguéhen(®€}. Le dispositif expérimental utilisé
est décrit schématiquement dans la figure 11.7. é&xgeerimentations ont été réalisées sur une
parcelle expérimentale avec une pente de 3 % lébosur 15 cm de profondeur. Pour
chacune des modalités (sol témoin, sol amendélesiecde porc et sol amendé avec fumier

bovin), trois réplicats ont été réalisés. Neuf ptees (0,75 m x 1,5 m) ont été délimitées dans
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la parcelle. Le sol est un cambisol (16 % argi %4 limon, 41 % sable) a 2,5 % de matiere
organique.

Avant chaque simulation de pluie, les placettesébdtisolées hydrologiquement avec de
I'acier galvanisé (15 cm en dessous et au-dessus derface du sol). Le collecteur de
ruissellement est composé d’'une gouttiére en ptiyate de vinyle de 10 cm de diamétre
avec une fente de 1 cm placée face a la micro lfarégle est connectée a un bécher de 5 L

en plastique permettant de collecter les eaux idseilement (Figure 11.8).

Le simulateur de pluie est placé sous une tente p@venir toute perturbation liée a la
pluie naturelle ou au vent. Pour représenter usoélgi pluvieux intense observé en Bretagne
au printemps a la période des épandages, la siotuld¢ pluie a été conduite a une intensité
moyenne de 67 mni‘h

Le lisier de porc a été prélevé dans un élevageesliM (prés de Lamballe, 35) et le
fumier de bovin dans un élevage a proximité dureetfiexpérimentation. Le fumier de bovin
a été transféré dans des sacs en plastique sigledans des jerricans en plastique de 15 L. Le
lisier de porc a été appliqué manuellement suplesettes & I'arrosoir & la dose de 2,4 k§.m
ce qui correspond a la dose agronomique pour ulbereule mais. Le fumier de bovin a été
épandu également manuellement & la dose de 3,2Kdase agronomique réglementée). Les
apports ont été réalisés deux heures avant le déldatsimulation de pluie.

L’eau utilisée pour la simulation de pluie a été&lgvée dans un forage a 6 m de
profondeur et stockée dans une citerne. Cette €aé au préalable analysée ce qui a permis

de montrer qu’elle n’était contaminée ni en baetérni en stéroides fécaux.
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Vue de face Réservoir d’eau

Pompe
5 — Batterie de 12 volts électrique
° (00 o]
P 00
Bottier actionneur

Bras oscillant

> du coude a 90°"
Piége pour les eaux

de ruissellement

Figure 11.8: Schéma du dispositif de simulation depluie et de collecte des eaux de ruissellement.

[I/-2-2 Echantillons issus du dispositif expérimerdl d’analyse de transfert du
signal en condition de dilution des marqueurs humais dans des eaux naturelles

Un effluent d’entrée de station d’épuration a ékdédau 1/18éme (ce qui est représentatif
d’'un rejet d'effluent de sortie dans le milieu &ty dans deux types d’eaux (eau de mer et
eau douce). L'effluent a été prélevé a la statiépuration de la Meignanne en mars 2010.
L'eau de mer a été prélevée en mars 2010 dansrfokttantique a Argenton (29) et I'eau
douce a été échantillonnée dans le lac du Dreni@mamana (29). Pour I'eau de mer aucun
indicateur de contamination fécalg. (coli et entérocoques) n'a été détecté et les stéroftes
été détectés a de faibles concentrations compeistes O et 0,06 pg-tsauf le cholestérol qui
a été détecté & une concentration de 0,16 udPbur I'eau douceE. coli a été détecté a une
concentration de 60 UFC/100mL et les stéroides éiét détectés a des concentrations
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comprises entre 0 et 0,07 pd,Lla encore des concentrations trés faibles augcd® méme
des concentrations un petit peu plus élevées gocidlestérol, le stigmastérol et le sitostérol
de 0,18, 0,10 et 0,16 pg'lrespectivement.
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[I/-3 Echantillons utilisés pour I'évaluation des $éroides en tant que

traceurs de I'origine de la contamination fécale emégion d’élevage intensif

[1/-3-1 Echantillons de la riviere du bassin versahdu Daoulas

Le bassin versant de Daoulas (29) est situé a 28kesud-est de Brest et a une superficie
de 113 km?, avec 90 km de riviere. Ce bassin vemsinprincipalement caractérisé par un
élevage intensif (5 300 vaches laitieres, 151 Gff@gpet 782 000 volailles) et un nombre total
d’habitant estimé a 15 000 (Pommepety al, 2008, Mieszkin, 2010). Une campagne de
prélevement a été réalisée le 27 avril 2009 ssoles-bassin versant d’'Irvillac dans une zone
d’élevage intensif bovin. Au niveau de ce site r8lgvements ont été réalisés avec 500 m de
distance entre chaque point : un prélevement (@imdans le ruisseau d’lrvillac au niveau
d’'un champ dans lequel des bovins paturent, ureypeéhlent en amont (point -1) et un

prélevement en aval (point +1) de ce point (figl@.
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Figure 11.9: Carte de localisation des prélevementd’eaux effectués sur le bassin versant de Daoul@29).
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[1/-3-2. Echantillons de la riviere du bassin versat de Pénerf et de sa zone
conchylicole

Dans cette partie, sont présentées les échantitl@asix naturelles prélevés sur le bassin
versant de Pénerf (56) ou les risques de contaimimdtcale sont avérés avec des
contaminations sporadiques des élevages concladicdCe bassin versant a subi des
contaminations bactériologiques a répétition en52002006 entrainant des interdictions de
commercialisation ponctuelles des coquillages. ©#, bassin compte cinquante-trois
entreprises d’ostréiculture réparties sur 235 aiter ces contaminations est donc un enjeu
économique important. C’est pourquoi, les collatds ont décidé la mise en place d’'un suivi
du bassin avec pour objectif d’'identifier les s@sren plus de les quantifier. Suite a ce suivi,
des sources avérées de contamination fécale ontdetdifiees, elles sont issues de
I'assainissement collectif, non collectif et pluviainsi que des élevages présents sur
I'ensemble du bassin. Malgré la mise en place @iastcorrectives en particulier avec la mise
en place d'un Programme de Maitrise des Pollutdi@sigine Agricole (PMPOA), depuis
2007, toutes les zones conchylicoles de Pénerfetintdéclassées de la qualité A a B, et
encore aujourd’hui une forte mortalité des huiasisobservée (Rapport National REMI 2008
— édition 2009).

Le bassin versant de Pénerf s'étend sur 136 krader&arzeau (56) et débouche sur une
zone de conchyliculture. Il comprend 8 sous-uniigdrographiques, 5 étiers, 3 riviéres et 12
communes. La zone étudiée s'étend sur 12 km décBerrTour du Parc (Figure 11.10). Les
cours d'eaux analysés traversent des zones impgméales effluents de stations d'épuration
urbaines et/ou d'industries agro-alimentaires, zd@ses de paturages bovins. Les points
d’échantillonnage incluent quatre prélevementslswours d'eau du Drayac notés W1, W2,
W3 et W4 ainsi que deux sur la riviere Surzur WS\ Trois prélevements ont été réalisés
dans des zones en aval des rejets des stationsirafi®m de deux industries agro-
alimentaires; (1) une usine de transformation @mdes déshydratées et de bouillons sur la
commune de Berric (W1), et (2) une usine de pradnctd’abattage et de transformation de
canards sur la commune de Lauzach (W2 et W3). teieteprélevement sur la Surzur a été
effectué dans une zone de paturage. Deux point& siviere de Surzur (W5 et W6) ont été
prélevés en aval d'un rejet de station d’épuratidraine. La campagne de prélevement a été
réalisée le 25 mai 2010.
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Figure 11.10: Carte de localisation des prélévemestd'eaux sur le bassin versant de Pénerf (56).
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I1l/- METHODES ANALYTIQUES

[1I/-1 Extraction organique des matrices solides

Apres préeléevement, les matrices solides ont étégelérs pendant 8 jours, puis
lyophilisées pendant 5 jours, et enfin broyéesyisgbtenir une poudre homogéne dont les
grains sont inférieurs a 500 um.

La technique d’extraction utilisée est une extrattaccéelérée aux solvants automatisée
(ASE 200, Dionex). Elle permet d’extraire la magi@rganique a haute pression (sous flux
d’azote) et a haute température ce qui a pour dffaigmenter la mobilité des molécules
organiques et du solvant, minimisant ainsi le temdjgxtraction et la quantité de solvant
utilisée.

L’extraction se fait dans des cellules d’extractiten11 mL. Un filtre de verre de porosité
0,7 um (Whatman GF/F) est ajouté en bas de laleghinsi que des billes de verres d’'un
diamétre de 2 mm (environ 1/3 de la cellule). lediévite le colmatage de la cellule et des
tubulures. Les billes de verre dans la matricerigeat la bonne circulation du solvant. Un a

2 g d’échantillon sont ensuite introduits dansdbute puis mélangés avec les billes de verre.

Trois extractions par échantillon ont été réalisééesc du dichlorométhane (DCM). Les
conditions d’extraction sont les suivantes : cellde 11 mL, 130 bar, 100 °C, 2 cycles de 5
minutes d’extraction en mode statique, flush de ¥%@t purge pendant 200 s sous flux
d’'azote.

[1I/-2 Extraction organique des matrices agueuses

Les échantillons d’eau sont d’abord filtrées a O pvec un filtre en fibre de verre
(Whatman GF/F) afin de séparer la fraction paréicel (>0,7um) de la fraction dissoute
(<0,7um), objet de I'étude.

La technique d’extraction utilisée est basée swalactere hydrophobe des molécules a
extraire. L'extraction se fait sur une phase sgleteest communément appelée extraction sur
phase solide (ESP). Elle utilise des disques e gireffée avec des chaines hydrocarbonées
comprenant 18 atomes de carbone (ENVI-DiskTM, Swugekt l'utilisation de différents

mélanges de solvants.
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Le montage expérimental (Figure 11.11) se composm ddase de 1 L dans lequel
I'échantillon est placé, d’'un support de disqueyndflacon collecteur d’1 L pour la phase
aqueuse et d’'un tube de collection de 125 mL peutrhit organique. L’élution a travers le

disque d’extraction est assurée au moyen d’une pomp

Vasede 1 L

Pince
Disque d’ESP
Support de disque

Aspiration

Tube collecteur de 125 mL
Flacon collecteur de 1 L

—

Figure 11.11: Schéma du montage expérimental utilié pour I'extraction sur phase solide des stéroides
présents dans des échantillons aqueux.

Une fois le systéme en place et le disque dépassosusupport, celui-ci est au préalable
nettoyé avec 10 mL de DCM. Ce solvant est éludegaysteme d’aspiration, et I'aspiration
est maintenue afin d’éliminer toute trace de sdlvla disque est ensuite conditionné avec 10
mL de méthanol et 30 mL d’eau ultra-pure. Une fasconditionnement effectué, le disque
doit étre maintenu humide faute de diminuer le esnent de l'extraction. Pendant le
conditionnement du disque, I'échantillon d’eau algser (1 L) est acidifié avec une solution
agueuse d’acide chlorhydrique a 10 % en masseuldacsant est aussi ajouté a I'échantillon
pour éviter aux chaines hydrocarbonées grefféesilieer de se condenser, diminuant ainsi la
surface hydrophobe disponible (Jeannedual, 2007, 2011). Le surfactant ajouté est
l'isopropanol, qui est rajouté a I'échantillon asmn d’'un volume d’isopropanol pour 10

volumes d’échantillons (1:10 ; v:v).

Une fois le disque conditionné et I'échantillon gaéé, I'échantillon est versé dans le
vase puis passé sur le disque a I'aide du systéaspirhtion. L’aspiration est laissée en route

jusqu'au séchage complet du disque. Un flacon ciglie de 125 mL est alors placé dans la
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fiole de 1L. La phase organique est collectée agjoag de 10 mL de DCM et aspiration. Une

fois I'extraction réalisée, du sulfate de magnésmmhydre est ajouté a la phase organique
afin d’éliminer toute trace d’'eau dans cette phdse.sulfate de magnésium est ensuite
éliminé de l'extrait par filtration sous vide aveas un filtre en fibre de verre de 0,7 um

(Wathman GF/F).

[1I/-3 Fractionnement par chromatographie liquide

Les fractions organiques solubles obtenues apreaci®n sur matrices solides ont des
mélanges complexes de molécules. Afin d’isolerdatfon polaire dans laquelle se trouvent
les stéroides et de permettre I'analyse molécufzrechromatographie en phase gazeuse —

spectrométrie de masse, un fractionnement préasablmicro-colonne doit étre réalise.

Ce fractionnement a été réalisé par chromatogralidpiede, en faisant interagir les
fractions organiques obtenues par extraction aeeg ghases solides successives, d’abord de
I'alumine ce qui permet d’extraire la fraction hgdarbure (aliphatiques et aromatiques) et la
fraction polaire composée de macromolécules desiextpuis de la silice ce qui permet de
séparer les aliphatiques des aromatiques et depé@émule reste de la fraction polaire

composée des molécules légeres.

Les séparations sur alumine se font de la manigivarge. Tout d’abord, les quantités
d’extraits sont limitées a 30 mg de maniére a evitmute saturation des colonnes
chromatographiques. La premiére étape de la chomragihie consiste a rincer la phase
stationnaire avec du cyclohexane puis avec du D@M ddenlever toute trace de matiere
organique due a la fabrication et au conditionndrderi’alumine. La phase solide est ensuite
séchée une nuit a I'étuve a 100 °C. L'alumine (emvil g) ainsi préparée est mise dans une
pipette pasteur équipée d'un bouchon en coton @algile rincé au DCM. L’extrait
organique est transféré de la fiole a la téte denoe avec une pipette pasteur. L'éluat
(correspondant au mélange d’hydrocarbures et augaues polaires |égéres) est récupéré
dans un flacon intégré a un évaporateur rotatifhiBddultivaporTM. Les macromolécules
polaires sont ensuite éluées en augmentant laifgotsr la phase mobile grace a un mélange
Dichlorométane/Méthanol (DCM/MeOH) en proportionlwmique 1:1. La fraction obtenue
apres cette premiére chromatographie liquide estfiattion contenant des hydrocarbures et
des composeés polaires légers qui sont dilués @abBEM. Afin de séparer les hydrocarbures

des composeés polaires légers, il est réalisé umgemaent de solvant de polarité inférieure, le
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cyclohexane. L'efficacité du changement de solwestt vérifiée en mettant la fraction au
réfrigérateur & 4 °C. A cette température, le DC81 sous forme liquide alors que le
cyclohexane est solide. Si une phase liquide persine étape supplémentaire d’échange de

solvant est effectuée.

Le mélange est ensuite élué sur une colonne chognagthique contenant de la silice. La
silice utilisée pour cette étape de fractionneneshipré-conditionnée de la méme maniére que
'alumine. Le mélange contenant les hydrocarbuteke® molécules polaires Iégéres dilué
dans le cyclohexane est injecté en téte de coldarsdlice. Le cyclohexane permet d’éluer les
molécules aliphatiques. Une fois cette fractioréé|ua polarité du solvant est augmentée en
utilisant un mélange Cyclohexane/DCM (65/35). Ceitggmentation de polarité permet
d’éluer les aromatiques. La polarité de la phasbilme@st encore augmentée en utilisant un
mélange DCM/MeOH (1/1) et ainsi la fraction conteinkes molécules polaires légeres va

pouvoir étre récupérée et ajoutée a celle obtemee la fractionnement sur alumine.

lll/-4 Analyse par chromatographie en phase gazeuseouplée a la

spectrométrie de masse

Les concentrations en stéroides sont détermingeshpamatographie en phase gazeuse

(CPG) couplée a la spectrométrie de masse (SM).
[1l/-4-1 Principe de la CPG-SM

La chromatographie en phase gazeuse est une taehatrémement sensible qui permet
de séparer des constituants de mélange tres comptexenant jusqu'a 200 composes. Le
principe de la chromatographie en phase gazeusseaegur la séparation des composés de
I’échantillon par un gaz vecteur (phase mobile) loplaie en permanence la colonne (phase
stationnaire). La phase mobile entraine progresmwt les molécules a séparer, une a une, en
fonction de leur taille, de leur polarité et derleffinité pour la phase stationnaire. L'arrivée

fractionnée dans le temps des molécules constugie I'on appelle le chromatogramme.

Le chromatographe est relié a un spectrometre desen@étecteur) par une ligne de
transfert chauffée par laquelle les molécules s&gsale long de la colonne sont amenées dans
la source d'ionisation du spectrometre de massepéetrometre de masse est constitué d'une
chambre d'ionisation dans laquelle des filamentegnt un faisceau d'électrons de 70 eV

lequel, en bombardant les molécules introduites,idaise, soit directement en conservant
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I'architecture des molécules, soit en les fragmenéa plus petites molécules qui sont a leur
tour ionisées. Chaque molécule est caractérisésqualon moléculaire principal et une série
d’'ions secondaires, I'ensemble constituant ce dque &ppelle le fragmentogramme de la

molécule cible.

Les ions produits sont ensuite focalisés, accélgnéis envoyés dans le quadripble du
spectrometre de masse ou ils sont séparés et @sa@ygonction de leur rapport masse/charge
(m/z). Le quadripdle est formé de quatre barreaws $ension. En pénétrant dans celui-ci, les
ions suivent tout d’abord un cheminement parall@lex barreaux et avec une vitesse
constante, avant d’étre soumis a des oscillatiomsptexes, perpendiculaires a leurs trajets.
Pour chaque fragment ionique, il existe une ogmla stable qui permet a celui-ci de
traverser le quadrip6le et d’étre détecté par l#ipticateur d'électrons. Toutes les fréquences
d'oscillation sont balayées, permettant d’obterar répartition de tous les fragments
composant le fragmentogramme qui est caractérestijune molécule donnée. La figure
I1.12 présente le fragmentogramme du coprostarfpicfmlestan-B-ol) sous sa forme éther

de triméthylsilyle a titre d’exemple.
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Figure 11.12: Fragmentogramme et fragmentation du oprostanol sous sa forme éther de triméthylsilyle.
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[1l/-4-2 Appareillage

Les analyses ont été realisées avec un chromategrap phase gazeuse et un
spectrometre de masse Shimadzu QP 2010+MS. L'eyeattilisé est un injecteur Split-
Splitless maintenu a une température de 310 °Ggeparation chromatographique est realisée
sur une colonne capillaire en silice fondue SLB-3oupelco (longueur : 60 m ; diametre :
0,25 mm ; épaisseur du film : 0,25 um), selon ymmme de température suivant : 70 °C-
130 °C a 15 °C/min, 130 °C-300 °C a 3 °C/min, patie 15 min a 300 °C et le débit du gaz
vecteur (hélium) est fixé a 1 mL/min. Le chromatggre est couplé au spectrométre de masse
par une ligne de transfert chauffé a 250 °C. Liméliest éliminé par pompage (le vide dans le
spectrométre de masse est inférieur & IMorr) alors que les molécules arrivant
successivement dans la chambre d’ionisation somibbodées par un faisceau d’électrons a

70 eV. La température du détecteur est mainter2@® &C.
[1l/-4-3 Silylation des stéroides

Les stéroides sont des molécules difficilementysadles directement par CPG-SM. En
effet, la phase stationnaire du chromatographehexssep gazeuse est un polymeéere contenant
des groupements meéthyle et phényle. Ces polymeoes mteragir avec les molécules
polaires contenant des groupements oxygénés pagsé@dahydrogéene via des liaisons
hydrogénes. Ce type d'interaction augmente l'adffindes molécules pour la phase
stationnaire diminuant ainsi 'efficacité de la afgiion chromatographique. L’analyse des
molécules polaires contenant des groupements orggpossédant un hydrogéne du type
stéroides comporte donc une étape dite de silplaties groupements oxygénés ou de
dérivation dont le but est précisément d’empécletiednteraction. Le réactif utilisé est une
combinaison de N,O-bis(triméthylsilyl)trifuoroacétale (BSTFA) et de
triméthylchlorosilane (TMCS) qui permet de protédes groupements alcools et acides
carboxyliques sous la forme de triméthylsilyl éthet de triméthylsilyl esters. La figure 11.13
présente un exemple de réaction du silylation surcholestérol (cholest-5-e8-dl).
Concretement, la fraction polaire dans laquellet gpdsents les stéroides est séchée apres
séparation par chromatographie liquide. Elle estiga diluée au DCM. Un volume de 50 pl
de ces solutions est mis a sec et un volume égmivale BSTFA + TMSC (99:1, viv)
(Supelco) est ajouté. Le flacon est ensuite plat@ e&C pendant 15 minutes pour acceélérer la
cinétique de la réaction de silylation. Les stéesidont donc analysés sous leur forme éther
de triméthylsilyle.
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Figure 11.13: Schéma de la réaction de silylation d cholestérol.

I1I/-4-4 Quantification des stéroides

La quantification par CPG-SM est réalisée par uréhode combinant I'ajout d’un
standard interne aux échantillons et I'analyse tégpé’une solution standard contenant des
stéroides en quantité connue. La réponse du détguée spectrométrie de masse pour une
molécule M est proportionnelle a la concentratienlal molécule M dans la solution. Cette

proportionnalité se traduit par 'équation 1 :
Airey = Ky » Cy + cste (Equation 1)

Dans cette équation, C est la concentration enLmabu g.L'*, et K une constante
dépendant de la nature de la matrice dans lagaelleouve la molécule a analyser. Les
interactions entre la molécule a analyser et léeaumolécules qui I'entourent sont nommeées

«effets de matrice».

L’injection de solution standard permet d’approclesr valeurs de K et de la constante
dans I'équation 1 pour chaque stéroide, mais petteédure ne permet pas de quantifier les
variations de ces deux paramétres induites paeffetss de matrice propres aux échantillons
complexes naturels. C’est pourquoi un standardrietéSl) est rajouté a chaque échantillon,
seule maniere de corriger ces effets. Le Sl rajegt@éine molécule qui ne se trouve pas dans
la nature, et qui est chimiqguement et structuredieirproche de la molécule a analyser de

maniere a ce que ces deux molécules subissentleesneffets de matrice.
L’équation 1 peut étre appliquée au Sl et deviégjuiation 2 :
Aires) = Kg) » Cg + cste (Equation 2)

Le rapport de I'équation 1 sur I'équation 2 dongguiation 3 :
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Airep/Aires = K « (Cu/Cs)) + cste (Equation 3)

Les deux molécules subissent des effets de mauraxdes a identiques. Le facteur K qui
représente le rapport des facteurs de réponse plgstfonction de I'environnement de la
molécule M et du SI mais simplement de la moléddjelu Sl et du détecteur. La calibration
du détecteur avec les solutions dont les concémtisaen molécule M et en Sl sont connues
permet d’obtenir les constantes K et cste qui semvia la quantification de la molécule M

dans les différentes matrices environnementaldys¥es.

Les solutions de calibration sont réalisées a mpali 9 stéroides purs: cholestérol
(cholest-5-en-B-ol), coprostanol (B-cholestan-B-ol), épicoprostanol (®cholestan-8-ol),
cholestanol (&-cholestan-B-ol), a-cholestanol (&-cholestan-8-ol), campéstérol (24-
méthylcholest-5-enf8ol), stigmastérol (24-éthylcholesta-5R2dien-33-ol), sitostérol (24-
éthylcholest-5-en{3-0l) et sitostanol (24-ethyleébcholestan-B-ol). Cing solutions de
concentration croissante (0,1 ; 0,3 ; 0.5 ; 0,2 etg.mL") ont été préparées. Dans ces 5
solutions, la concentration en Sl est de 0,4pug.mLalcalibration est donc valable pour des
concentrations en molécule a quantifier comprisged,1 et 1 pg.mtk

Les aires des molécules a quantifier et du standéethe (-cholestane) sont récupérées

en intégrant les signaux correspondant a ces nlekcu
Etant a volume constant, I'équation 3 devient igamnte :
Airep/Aires) = K * (my/mg)) + cste (Equation 4)
Soit : my = (Airey/Aires) — cste) * g/K (Equation 5)
(avec m la masse de la molécule a quantifier)

La masse de molécule M est obtenue en injectamtiies et la masse de standard interne
dans I'’équation 5 dont les constantes sont obtepaesalibration. La masse déterminée
correspond a la quantité de molécule M dans laitrm@nalysée. Pour obtenir la teneur en
molécule par rapport a la matrice analysée, il tautiger par les différents volumes et par la
masse de la matrice analysée. La quantificatiostnjieste que pour les molécules dont
I’équation de calibration a été déterminée, donar pes molécules disponibles au laboratoire.
La quantification des autres molécules passe pawptoximation des coefficients de
corrélation a partir des coefficients de molécudasicturellement proches. Le tableau 11.6
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présente les ions identifiants et quantifiants aarastiques des stéroides analysés dans le
cadre de cette these, ainsi que les standardsateifipation utilisés pour les deux types de

matrices (solides et aqueuses).
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Tableau I1.6: lons identifiants et quantifiants caractéristiques des stéroides analysés dans le cadeecette thése, et standards de quantification usiés pour les deux
types de matrices.

Noms systémiques

m/z

Standard de quantification

Identification

Quantification

Matrice solide

Maté@aqueuse

Cholest-5-en-3-ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-Cholestan-&-ol
5a-Cholestan-$-ol
24-Methylcholest-5-en{3-0l
24-Methyl-50-cholestan-B-ol
24-Ethylcholesta-5,22E-dier33ol
24-Ethylcholest-5-en{8ol
24-Ethyl-50-cholesta-22E-dienf3ol
24-Ethyl-33-cholesta-22-en{30l
24-Ethyl-33-cholesta-22-en+8-ol
24-Ethyl-50-cholestan-B-ol
24-Ethyl-33-cholestan-B-ol
24-Ethyl-33-cholestan-8-ol

255, 353, 368
257, 355, 370
257, 355, 370
257, 355, 384
255, 343, 382
369, 398, 484
255, 355, 394
255, 357, 396
215, 383
257, 353, 486
257, 486
383, 398, 473
257, 383, 398
257, 383, 398

129
215
215
215
129
215
129
129
215
215
215
215
215
215

Cholest-5-en-3-ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-cholestan-8-ol
5a-Cholestan-$-ol
24-Methylcholest-5-en{3-0l
5B-Cholestan-B-ol
24-Ethylcholesta-5,22E-dier33ol
24-Ethylcholest-5-en{3ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-Cholestan-B-ol
24-Ethyl-5x-cholestan-B-ol
5a-Cholestan-$-ol
5a-Cholestan-$-ol

Cholest-5-en3-ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-Cholestan-8-ol
5a-Cholestan-$-ol
24-Methylcholest-5-en{3ol
5B-Cholestan-B-ol
24-Ethylcholesta-5,22E-dier33ol
24-Ethylcholest-5-en{Bol
5B-Cholestan-3-ol
5B-Cholestan-B-ol
5B-Cholestan-B-ol
24-Ethyl-5x-cholestan-B-ol
5a-Cholestan--ol
5a-Cholestan-$-ol
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I\V//- ANALYSES STATISTIQUES

Les méthodes d'analyse statistique multivariéesdéntontré leur efficacité dans I'étude
de population d’échantillons caractérisés par unbre important de variables. Ces méthodes
se proposent de fournir des représentations sygest de vastes ensembles de valeurs

numeriques, en générale sous forme de visualisatjaaphiques.

Dans le cadre de cette thése, I'analyse en comimsamcipale (ACP) et I'analyse
factorielle discriminante (AFD) ont été appliquéekensemble de I'information fournit par la
quantification des stéroides dans nos échantillGes. analyses statistiques ont été réalisées
avec le logiciel XLSTAT (Addinsoft, 2010).

IV/-1 L'ACP

L' ACP est une méthode qui permet d’explorer lacstire den individus avec un nombre
élevép de données quantitatives par individu. Ainsi, e propose, a partir d'un tableau
de données contenant Ipsvariables quantitatives pour lesindividus, des représentations
géométriques de ces individus et de ces variallesprincipe consiste a remplacer une
famille de variables par de nouvelles variablessaléance maximale, non corrélées deux a
deux et qui sont les combinaisons linéaires dembias d’origine. Ces nouvelles variables,
appelés composantes principales, définissent dess ghctoriels qui servent de base a la
représentation graphique plane des variables lgstiaLes représentations individuelles
permettent d’établir la ou les relation(s) entrs iadividus. Chaque plan factoriel est
caractérisé par un pourcentage qui correspond arcg@atage d’explication de la variance.
Ainsi la combinaison des pourcentages des planerfals donne la variance totale expliquée.
Par convention, la fiabilité d’'une ACP est validg@artir du moment ou I'explication de la

variance totale exprimée est supérieure a 60%.

La représentation des variables souligne la cdioélalinéaire entre les variables
considérées (Figure 1l.14a). Les variables progete trouvent a lintérieur d’'un cercle de
rayon unité. Plus une variable est projetée velmtd du cercle, mieux elle est représentée.
Par ailleurs deux variables bien représentées aathps I'une de l'autre (par exemple les
variables 1 et 2 sur la figure Il.14a) sont corél@ositivement tandis que deux variables qui
s'opposent diamétralement (par exemple la vari@ldela variable 7) sont anti-corrélées. Une
orthogonalité entre deux variables traduit 'absede corrélation linéaire (par exemple la
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variable 6 et la variable 2). De la méme facomef@ésentation des individus dans le nouveau
plan factoriel (Figure 11.14b) définis par les neaux jeux de variables fait apparaitre des
groupes d’échantillons séparés graphiquement lesles autres et auxquels on peut attribuer
des caractéristigues communes et particulierestive$a aux variables décrivant les
échantillons. Par exemple, les échantillons reptésepar des points blancs sont caractérisés
par des contributions importantes des variables2ladors que ceux en noirs sont caractérisé
par celles des variables 6 et 3. Les points gnig saractérisés par les variables 5, 7 et 8, en
notant une contribution de cette derniere moinsomamte pour ce regroupement d’individus

par rapport aux deux autres (5 et 7).
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Figure 11.14: Exemple de représentations des plarfactoriels F1xF2 projetant les variables (a) et les
individus (b).

IV/-2 L'AFD

L’AFD est une méthode descriptive et explicatiygparentée a I'ACP, s’appliquant a des
données qualitatives et quantitatives sur lesguelst déja définie une partition. Le but de la
méthode, comme en ACP, est de réduire le nombredioensions des données, en
recherchant celles suivant lesquelles les classeséparent le mieux et ainsi de prédire
'appartenance a des groupes prédéfinis d’un enlgedbbservations a partir d’'une série de
variables prédictives. Les directions factorieligscriminantes successives sont déterminées,
tandis que des graphiques factoriels plans perntatieencore de visualiser les individus ou
les variables. Des regroupements sont ainsi faitsed sur les ressemblances entre les
individus et l'analyse fournit une information slar distinction quantitative (pourcentage)

entre les groupes.
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Chapitre 3 - Extréme variabilité des signaturesgiéroides dans les déjections bovines et
porcines a une échelle régionale : implicationsl'délisation des stéroides pour identifier
les sources de pollution fécale dans les eaux

CONTEXTE ET OBJECTIFS

Les régions d’agriculture intensive sont partia@iment sujettes aux contaminations
fécales. En effet la pratique de I'épandage etrésgnce d’animaux en paturage peuvent
générer des contaminations fécales par transfest mdiero-organismes pathogenes des
déjections vers les sols puis vers les eaux Vvjde lessivage, 2) le ruissellement, 3) I'érosion
et 4) l'infiltration.

Parmi le panel de marqueurs de contamination fetedestéroides semblent étre un bon
candidat de par leur spécificité pour chaque espreuopale. Cette spécificité forme un profil,
« empreinte stéroide » qui est la combinaison dis fiacteurs : le régime alimentaire, la
présence (ou I'absence) de bactéries anaérobibleag@ biohydrogéner les stérols en stanols
de configuration isomérique variée et la capaciél’dnimal a biosynthétiser les stérols
(Leeming et al., 1996). Plusieurs rapports de &lésont été développés dans la littérature
cependant un probleme de spécificité s’est posésapxamen des valeurs du rapp@t 5
stanols/G;, rapport capable de distinguer les déjectionsrims/ides déjections porcines. En
effet, une variabilité assez importante a été mis@vant a une échelle (Jardé et al., 2007),
pouvant mettre en péril I'utilisation des stéroidesnme traceurs de contamination fécale. Il
apparait donc essentiel d’étudier les causes pesdile cette variabilité en analysant un plus
grand nombre d’échantillons et des échantillonsagabis différents traitements avant leur

introduction dans l'environnement.

Les objectifs de cette étude sont triples et visentl) quantifier 'ampleur de la
variabilité des « empreintes stéroides » des dépecanimales a I'échelle de la Bretagne, liée
a I'effet combiné de facteurs primaires et secardatt 2) développer une méthode statistique
illustrant les empreintes stéroides des déjectipmxines et bovines et 3) évaluer la
spécificité des stéroides a distinguer une contaitioim des eaux d’origine bovine ou porcine.
Les résultats et interprétations de cette étudé p@sentés en anglais sous la forme d’'un

article publié dans la revu®urnal of Agricultural and Food Chemistry.
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Extreme variability of steroid profiles in cow faecand pig
slurries at the regional scale: implications far tise of steroids to

specify faecal pollution sources in waters

Morgane Derrien, Emilie Jardé, Gérard Gruau and Anne-Catherines@eWickmann

UMR CNRS 6118 Geosciences Rennes, Université Rehrféampus de Beaulieu,
35042 Rennes Cedex, France

ABSTRACT

Thirty-five samples of cow faeces (cowpat and coanuare) and pig slurries subjected to
different treatment processes and different stotimges before land spreading were extracted
and analysed by gas chromatography-mass spectroreetdetermine their faecal stanol
profiles. The fresh pig slurry data presented hececase considerably the classical range of
values obtained for steroid ratios, resulting inoxerlap of the range for cow faeces. These
results lead to an inability to distinguish speaesrce of faeces on the basis of steroid ratio
alone. The cause of these differences is not kntlwough it appears likely to be related to
differences in the metabolism of animals in relatio their age and/or variations in diet,
rather than to secondary mechanisms of steroicadagjon during storage or/and treatment of
the faeces. Nevertheless, the specificity of stisrdo serve as a tool to differentiate cow
faeces from pig slurries is restored if we consither faecal stanol profile, notably the six
most diagnostic stanol compounds, which ar@-cholestan-B-ol (coprostanol), B-
cholestan-8-ol (epicoprostanol), 24-methykcholestan-B-ol (campestanol), 24-ethyles
cholestan-B-ol (sitostanol), 24-ethylfs-cholestan-B-ol (24-ethylcoprostanol) and 24-ethyl-
5B-cholestan-8-ol (24-ethylepicoprostanol). In this study, chensbric analysis of the
fingerprint of these six stanols using principaingmnents analysis (PCA) distinguished pig
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slurries from cow faeces. The application of PCAlte stanol profiles, as developed in this
study, could be a promising tool to identify thenaal source in faecal contamination of

waters.

Key words: faecal stanols; animal faeces; faecal contanunatmolecular markers;

principal component analysis.
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|/- INTRODUCTION

Animal manures are valuable fertilizers which pd&/imacro- and micro-nutrients at
low-cost alternative to mineral fertilizers (1, However, excessive application of manure to
soil may ultimately contaminate surface water walecal matter, causing risks to human

through possible exposure to pathogenic bactenases, and (or) protozoa (3-6).

Different methods grouped together under the gen&rm of ‘Microbial Source
Tracking’ (MST) have been developed to identifyci@lecontamination sources in water, with
the aim of obtaining a full characterisation of ttentamination (i.e. source, timing, severity,
etc.) (7-10). Among animal-specific markers, stdésohave the potential to discriminate
between different animal sources (11-18). Sterodafilps in animal faeces depend on three
factors: (i) the animal’s diet, (ii) the animal'®ikty to biosynthesize sterols and (iii) the
presence/absence of anaerobic bacteria able tgdrimienate sterols into stanols of various
isomeric configurations (11). For example, herbévéaeces are dominated by steroids with
29 carbon atoms such as 24-ethylcholest-5f&043(sitosterol), 24-ethylcoprostanol and
sitostanol, whereas omnivore faeces mainly corgé@noids with 27 carbon atoms such as
coprostanol, cholest-5-eryal (cholesterol), &-cholestan-B-ol (cholestanol) and

epicoprostanol (11-18).

Insofar as faecal steroids undergo dilution duthwgr transfer from soil to water, steroid
ratios rather than absolute steroid compound cdratéons are used for tracking purposes.
Several ratios have been proposed as biomarketabkuito differentiate between faecal
matters of different animal origin (11, 16-18).

However, the limits of steroid ratios as faecalrseundicators were previously point out
by Jardé and coworkers (14). They reported vali®§-stanols/G;ratio ranging from 3.8 to
8.3 for five samples of fresh pig slurry origingtifrom Brittany, France. The sources of
variations in steroid relative concentrations withigiven animal faeces type can have several
origins. They can arise from exogenous factors susctlifferent physico-chemical treatments
and storage conditions of the animal faeces poolahd application. In areas of intensive
farming such as Brittany, the problem of trackiagdal contamination sources is particularly
acute due to the production of large amounts ahahfaeces (14). Here the faeces are often

stored in tanks for extended periods of time to glynwith regulations that limit land
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application to only certain periods of the yearrivias physico-chemical treatments are often
utilized including centrifugation, aerobic digestjand anaerobic denitrification, during this
long-term storage. All of these treatment procespasicularly those intended to stimulate
microbial degradation of the animal faeces, caatergariations in the steroid concentration
profiles, and thus also in the steroid ratios. Bh&sanges are a result of differences in lability
of steroids compounds to microbial degradationnat/enicrobial biosynthesis (17-21). For
example, it is well established that the activifyaerobic bacteria are responsible for relative
losses of B-stanols (17, 22-25). Therefore, it has becomentisé¢o quantify the potential
increase in the variability of steroid ratios calig®y storage and treatment processes, and
distinguish it from the variations primarily credtby differences in animal diet and animal
metabolism. To assess the secondary source ofbildyiathe present study reports the
analyses of faecal steroids in thirty-five sampdéig slurries and cow faeces subject to
different treatment processes, and following sterfay different periods of time. Pig slurry
and cow manure were preferentially selected becthgserepresent the two most intensively
spread types of manure in Brittany, the targetar@if this study. Our aim is to i) quantify the
extent of changes in steroid profiles that canrmantered within each animal faeces type at
the regional scale, due to the combined effectsadhtions in animal diet and metabolism, in
addition to faeces storage time and treatment ixestablish whether faecal steroids can still
be used to distinguish water contamination by pigries or by cow faeces, despite the

variability generated by these primary and secondariation sources.

[I/- MATERIALS AND METHODS

[I/-1 Samples and sample preparation

Nineteen samples of cow faeces and sixteen samples slurries were collected and
analysed. All the samples come from Brittany, navdstern France. Figure Ill.1 shows the
location of the farms where the samples were catec
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Figure 1ll.1: Sample location map. Open stars: cowmanures; filled stars: pig slurries.

The nineteen samples of cow faeces were colledtd¢dnadifferent dairy farms. Each
sample is a composite of faeces produced by a grbiifiy animals. In detail, the sampling
includes the following specific wastes: (i) sixdhecowpats, (ii) nine fresh cow manures (i.e.
cow faeces mixed with straw), and (iii) four ageswcmanures. The different samples
collected are representative of the cow faecesvikag either directly deposited on meadows
(cowpats) or spread onto agricultural soils (cownuras). Table Ill.1 summarizes the main
characteristics of the studied cow samples, inalgidiarm location and sampling date, storage
time and animals’ diet.
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Table 111.1: Description of cow faeces samples.

Cow manure (1)

supplements (protein) and pa

; L'V?StOCk Farf” Faeces type and Storage time Animal diet Sampling date
arming type location sample number by type
Dairy farming | llle-et-Vilaine Cowpat (1) Fresh Pasture and a corn silage Ap@rr20
Cow manurg(1) 4 months
Cow manure (1) 6 months
Cowpat (1) Fresh Pasture April 2007
Cow manure (1) 5 months
Cowpat (1) Fresh Pasture and corn April 2007
Unknown Cow manure (1) Fresh Grass and/or coagejlfood April 2007
supplements (protein) and pasture
Cow manure (1) Fresh Grass and/or corn silagel fo  April 2007
supplements (protein) and pasture
Cow manures (3) Fresh Unknown April 2008
Cow manure (1) Fresh Unknown February 2007
Cowpat (1) Fresh Pasture April 2007
Cow manure (1) Fresh
Cow manure (1) 4 months
Cowpat (1) Fresh Grass and/or corn silage, fgod ebriary 2007
Cow manure (1) Fresh supplements (protein) astlpa
Cowpat (1) Fresh Grass and/or corn silage, fgod  pril 2007

sture

2 All cow manure samples contained straw.
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The sixteen samples of pig slurry were collectemnfa pig fattening experimental farm
and from six different piggeries containing sowsoasated in some cases with piglets. Each
sample is a composite of faeces produced by a grbope hundred sows. Brittany supports
more than half of the total French pig livestockl generates from 8 to 10 million tons of pig
slurry each year. To limit contamination of soilsdawaters by pathogens, nitrogen and
phosphorus, the French regulations require stoamgetreatment of the slurry before land
application. In Brittany, between 50 to 100 % oé flaw pig slurry is treated, primarily by
physical treatment (physical separation of urimenfrsolid faeces by centrifugation) followed
in some cases by chemical treatment (aerobic dagesind anaerobic denitrification). The
storage period before treatment ranges from tweigbt weeks. Once treated, the slurries are
again stored before land application. This secomhge is carried out in anaerobic tanks, and
usually lasts from three to nine months. Among sheeen collected pig slurry samples,
twelve were used to investigate the combined effetstorage and treatment. These samples
include: (i) four fresh raw pig slurries collectinga pig fattening farm, (ii) four aged raw pig
slurries, (iii) four physically treated pig slursi@nd (iv) four chemically treated pig slurries.
Groups (ii) — (iv) were collected from sow farrowinursery farms. Table 11.2 summarizes
the main characteristics of the studied pig slusgmples, including farm location and

sampling date, animal diet, and manure treatmge &nd storage time.

About 5 kg of raw manure were collected for eaaina. After homogenization, about
0.5 kg were frozen for two days, then freeze-dfimdfive days and finally crushed (<250

pum) before chemical extraction and subsequentidtaralysis.
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Table 111.2: Description of pig faeces samples.

f Liv_estock Farm Faeces type (including treatmeq%torage time Animal diet Sampling date
arming type| location | type) and sample number by type
Pig fattening| llle et Vilaine Raw pig slurries (4) Fresh Wheat and soybean (80828%) June 2009
Wheat and soybean (90% and 10%)
Wheat and soybean (90% and 10%)
Wheat, soybean and rapeseed (70%, 10%G#40i 2
Sow and pigleCotes d’Amof Raw pig slurries (4) 1 month Mixture of cerealsl &mod supplements* April 2007
Sow Cotes d’Amar Physically treated Fresh Mixture of cereals amtfsupplements* March 2009
pig slurries (2) 4 months
Physically treated 6 months Mixture of cereald food supplements* March 2009
pig slurry (1)
Chemically treated 9 months
pig slurry (1)
Chemically treated 8 months Mixture of cereald food supplements* April 2009
pig slurry (1)
Finistére Physically treated Fresh Mixture akeeds and food supplements* March 2009
pig slurry (1)
Chemically treated 6 monthsg
pig slurries (1)
Chemically treated 8 months Mixture of cereald food supplements* April 2009
pig slurry (1)

*Mineral salts, vitamins, micronutrients and aritics.
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lI/-2 Reagent and chemicals

Organic solvents were of HPLC grade. Dichlorometh@@CM) was purchased from
Carlo-Erba SDS (Val de Reuil, France), methanol apclohexane were purchased from
VWR (West  Chester, Pennsylvania, USA). The mixtureof N,O-
bis(trimethylsilyDtrifuoroacetamide and trimethiglorosilane (99/1, v/iv) (BSTFA + TMCS)
was purchased from Supelco (St. Quentin Fallaviggnce). Coprostanol, cholestanol,
stigmasterol (24-ethylcholesta-5,22-dig+@d), sitosterol (24-ethylcholest-5-efg-®l), a-
cholestane were purchased from Sigma (St. Querditaviier, France). Epicoprostanol,
epicholestanol  (&-cholestan-8-ol), campesterol (24-methylcholest-5-¢B-8) and
sitostanol were purchased from Steraloids (New@®hipde Island, USA). Cholesterol was
purchased from Aldrich (St. Quentin Fallavier, Fa@n

[I/-3 Calibration solutions of sterol and stanol @mpounds

Solutions of individual compounds (coprostanol, lektanol, epicoprostanol,
epicholestanol, sitostanol, cholesterol, campektstigmasterol, sitosterol) were dissolved in
DCM at 1,000 pg/mL. &-cholestane was used as an internal standard asdiigsolved in
DCM at 40 pg/mL. The determination of the limits ddtection was performed using three
solutions containing coprostanol, cholestanol, @micstanol, epicholestanol, sitostanol,
cholesterol, campesterol, stigmasterol, sitostatd, 10 and 15 ng/mL. The calibration was
performed by the internal standard method using-figint calibration curves (0.1, 0.5, 1, 5

and 10 pg/mL) with a constant internal standarctceatration at 4 pg/mL.
[I/-4 Extraction — Fractionation

The extraction protocol used in our laboratory iedified from Li et al. (26). None
recovery standard was used to account for lossestraction. The organic extractions of the
animal faeces were performed using an Acceleratddet Extractor (ASE200 by Dionex)
with dichloromethane (DCM). Between 1 and 2 g ekefre-dried sample were used, and the
three extractions performed on each sample werée@odhe extractions were carried out
under the following conditions: 11 ml cells, withntin heat-up to 100 °C, 130 bar followed

by two cycles of 5 min each, completed with a 156@h and 200 s purge with nitrogen.
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The organic extracts were then fractionated by step liquid chromatography into
aliphatic, aromatic and polar compounds. In thst fatep, alumina retained high-molecular-
weight polar compounds while hydrocarbons and loglecular-weight polar molecules were
eluted by DCM. High-molecular-weight polar composmnaere then been eluted by a mixture
of DCM/methanol (1/1, v/v). After solvent exchangkedichloromethane with cyclohexane,
hydrocarbons and low-molecular-weight polar moleswere fractionated on a silica column
by successive elutions with cyclohexane, followgdclohexane/dichloromethane (2/1, v/v)
and methanol/dichloromethane (1/1, v/v). The twdéapdractions thus obtained were then
pooled together, dried under a gentle flux of mjgmo and finally weighed for quantification.

The present study is focused on the steroids praséme polar fraction.
[I/-5 Gas Chromatography — Mass Spectrometry (GC-N&)

Polar fractions were analysed after derivatisatising BSTFA + TMCS (N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide and trimetleyllorosilane). One pL of the derivatized
sample was injected onto a Shimadzu QP2010+MS lasnatograph/mass spectrometer
(Shimadzu, Tokyo, Japan). The injector used waspiitless mode and maintained at a
temperature of 310°C. The chromatographic separates performed on a fused silica SLB-
5ms capillary column (from Supelco, length: 60 nangeter: 0.25 mm, film thickness: 0.25
um) under the following temperature program: 70°€ldtat 1 min) to 130°C at 15°C niin
then 130°C to 300°C (held at 15 min) at 3°C Tifthe helium flow was maintained at 1
mL.min™. The chromatograph was coupled to the mass speeteo by a transfer line heated
to 250°C. The analyses were performed in SIM mo&elective lon Monitoring).
Quantification was based on the internal standactiolestane (CDN isotope, CIL Cluzeau,
Sainte-Foy-la-Grande, France) which was added @¢ostimple post-extraction, and prior to
derivatization. The quantification method utilizeive-point calibration curves (0.1, 0.5, 1, 5
and 10 pg/mL) with a constant internal standardceatration at 4 pg/mL. The limit of
detection (LD) of each compound was estimated bgutating the signal-to-noise ratio (S/N)
for three solutions containing the target compouatds, 10 and 15 ng/mL. Each solution was
analysed 10 times. LDs were defined as the coretémr at which S/N > 3. Table III.3
presents the different steroid compounds quantifiigtis study, information on the linearity,
the limits of detection and the m/z fragments usedhe identification and the quantification

of the steroids analysed.
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Table 111.3: Usual, trivial names, formula, symbols m/z used for the identification and quantification and information on quantification compounds (name linearity

and limit of detection).

IUPAC name

Trivial name Symbag m/z Quantificatidracacteristics
Identification  Quantification Standard Linearity  EQppb)
Cholest-5-en-3-ol Cholesterol 1 255,353, 368 129 Cholesterol 0.995 5
5B-Cholestan-3-ol Coprostanol 2 257, 355, 370 215 Coprostanol 0.996 5
5B-Cholestan-8-ol Epicoprostanol 3 257, 355, 370 215 Epicoprostanol .99®
5a-Cholestan-3-ol Cholestanol 4 257, 355, 384 215 Cholestanol 0.995 1
24-Methylcholest-5-en{3-0l Campesterol 5 255, 353, 382 129 Campesterol 0.997 5
24-Methyl-50-cholestan-B-ol Campestanol 6 369, 398, 484 215 Coprostanol 0.997 5
24-Ethylcholesta-5,22E-dier33ol Stigmasterol 7 255, 355, 394, 129 Stigmasterol 0.99
24-Ethylcholest-5-en{3ol Sitosterol 8 255, 357, 396 129 Sitosterol 0.998 10
24-Ethyl-50-cholesta-22E-dien{3ol Stigmastanol 9 215, 383 215 Coprostanol 0.997 5
24-Ethyl-33-cholesta-22-en{3ol 5B-Stigmastanol 10 257, 353, 486 215 Coprostanol 0.997 5
24-Ethyl-33-cholesta-22-en<g-ol 5B-Epistigmastanol 11 257, 486 215 Coprostanol 0.997 5
24-Ethyl-5x1-cholestan-8-ol Sitostanol 12 383, 398, 473 215 Sitostanol 0.989 10
24-Ethyl-33-cholestan-B-ol 24-Ethylcoprostanol 13 257, 383, 398 215 Coprodtano 0.997
24-Ethyl-33-cholestan-8-ol 24-Ethylepicoprostano 14 257, 283, 398 215 Coprust 0.997




Chapitre 3 - Extréme variabilité des signaturesgiéroides dans les déjections bovines et
porcines a une échelle régionale : implicationsl'délisation des stéroides pour identifier
les sources de pollution fécale dans les eaux

[I/-6 Statistical analysis

PCA, a descriptive multivariate method based oea@rgetric model (27-28), was used to
analyse and quantify the statistical relationshipsveen the different steroid compounds at
the sample population scale. This method is us&fulrevealing correlation patterns in
complex databases such as the steroid profile xnabttained in this study. Based on a
rectangular data matrix containing the values gupntitative variables having n units (also
called individuals), PCA provides geometric plofstioese variables and individuals. The
different plots allow us to identify the relatiomsf between the individuals. In the same way,
a representation of the variables (i.e. correlatonole) can be used to highlight the linear

correlation of the considered variables (29).

In this study, we considered thirty-five individeali.e. the thirty-five investigated
samples of animal faeces) and ten variables (velatbundances, in percent, of the ten stanols
guantified in this study)A first PCA has been performed using those varmbl&e results of
this PCA showed redundancy between two variableg-efistigmastanol and 24-
ethylepicoprostanol) and a low contribution (<5%j three variables (cholestanol,
stigmastanol and fBstigmastanol) to the F1 axis. After elimination cholestanol,
stigmastanol and [Bstigmastanol and Bepistigmastanol, a second PCA was performed
using only the six most significant variables (i.eoprostanol, epicoprostanol, 24-
ethylcoprostanol, 24-ethylepicoprostanl, campegdtanad sitostanol).

The PCAand relative statistical tests were performed WtSTAT (Addinsoft, 2010),

using non-parametric tests for small samples ohonk distribution (Mann-Whitney).

l1l/- RESULTS AND DISCUSSION

llI/-1 Differences in steroid profiles between cowfaeces and pig

slurries, and the effect of diet variation and aninal metabolism

Figure IIl.2 shows the average relative distribntrofiles (in weight %) of steroids in

the samples of fresh cowpat, fresh cow manure gad aow manure.
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Figure 111.2: Average steroid profiles (in weight % + standard deviations) in samples of cowpat, fresbow
manure and aged cow manure.

Cow faeces samples are characterized by high pgropsrof Gg steroids, the latter
representing between 63 and 68% of the total sterais against only 4-11% and 21-31% for
the Gg and Gy steroids, respectively. Of the,{steroids, 24-ethylepicoprostanol (#14, 18%
to 20%) and sitostanol (#12, 14% to 15%) are thetrabundant with ~ twice the proportion
of the G steroids. Cholesterol (#1, 8%) and cholestano] 4 to 9%) dominate the,&
steroids. Relatively little variation was observsziween the states of cow manures. In fact,
the only notable difference is a ~ twofold incre§ge< 0.05) of the campesterol (#5), 24-
ethylcholesta-5.22E-diend3ol (stigmasterol, #7) and sitosterol (#8) abun@anin the cow

manure samples (fresh and aged) compared to theat@amples.

Figure I11.3 shows the average relative distribatrofiles (in weight %) of steroids in

the samples of fresh raw pig slurry, aged raw grg physically treated pig slurry and

chemically treated pig slurry.
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Figure 111.3: Average steroid profiles (in weight % + standard deviations) in samples of fresh raw pig
slurry, aged raw pig slurry, physically treated pigslurry and chemically treated pig slurry.

Compared to cow manure, the pig slurry profiles ararked by relatively higher
proportions of B,5B3-stanols (coprostanol (#2), 24-ethylcoprostanol3f}land relatively
lower proportions of sitostanol (#12) and of 24yétpicoprostanol (#14). Those two features
were already noted in previous studies by Leemirad.€11), Tyagi et al. (12) and Jardé et al.
(14). Another difference is the lower relative podpon of Gg (between 41 and 52%) steroids
as compared to £ steroids (between 32 and 53%). Coprostanol (#2yden 15 to 24%) is
the most abundant. & steroids in samples of raw (both fresh and agkdjys In contrast,
proportions of coprostanol (#2) and epicoprost##8) in treated samples were similar (from
11 to 14%) for both chemically and physically tehtslurry. Moreover, two trends are
revealed between profiles of the raw (fresh anddpgurry samples, and profiles of the
physically and chemically treated slurry sampleamaly treated samples showed i) an
increase (p<0.05) of the relative proportion ofjstasterol (#7), and ii) a decrease (p < 0.05)
of the relative proportion of [B53-stanols (coprostanol (#2), 24-ethylcoprostanol3j#l
accompanied by an increase (p < 0.05) of the velgiroportion of the &,53 corresponding

epimers (epicoprostanol (#3) and 24-ethylepicopradt(#14)).

The steroid profiles of the fresh cowpat and frpghslurry samples should be entirely

controlled by the animal’s diet and metabolism 21): In fact, the & sterols (notably
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stigmasterol (#7) and sitosterol (#8)), which asenmon compounds of plants, dominate the
sterol profiles of the cow faeces samples, in agex# with the mainly herbivorous diet of
cows. PB-C29 stanols are also abundant in cow faeces sanaplé are known to originate
from the biohydrogenation of sitosterol (#8). Thesenpounds reflect the cow’s metabolism
and the presence of anaerobic bacteria in thetimédract. By contrast, C27 and C29
steroids are approximately evenly distributed ia #teroid profiles of the fresh pig slurry
samples. As usually observed, the steroids profodésfresh pig slurry samples are
characterized by high concentration of coprostg#@) and 24-ethylcoprostanol (#13) (11,
14), which reflect metabolic effects (11, 17). Nttat B-epistigmastanol (#11) is not present
in the pig slurry samples, whereas this compouptesents ~3 % of the quantified steroids in

cow faeces (Figures IIl.2 and 111.3).

lll/-2 Effects of straw addition, storage and treatnent processes on

steroid profiles

Figures 111.2 and III.3 illustrate the effects ofreav addition, storage and physico-
chemical treatment on the steroid profiles of caeckes and pig slurries. The main effects of
straw addition in cow faeces are an increase irrglative proportions of stigmasterol (#7,
p<0.05) and sitosterol (#8, p < 0.05) (Figure Ml.Zhese compounds are the main
constituents of plant lipid membranes and waxes3(B0Q and their relative proportions are
increased in the manure samples. However, storagenb visible effect on the steroid
profiles of cow manures, since the profiles of tlresh and aged cow manure samples are

statistically indistinguishable (p > 0.05) from baather (Figure 111.2).

On the contrary, both storage and treatment hayerraffects on the steroid profiles of
pig slurries, leading to a marked decrease in tlopgrtions of coprostanol (#2) and 24-
ethylcoprostanol (#13), associated with a concamhitacrease in the epicoprostanol (#3) and
24-ethylepicoprostanol (#14) proportions (Figure3)l Studies on the fate of steroids in
waste water treatment plants have establishedcth@bstanol (#2) is degraded by bacteria
during the microbial digestion process (17, 22-2&)d it is likely that the decrease in
coprostanol (#2) content observed in the treatediss is caused by the same microbial
degradation process. The observed concomitant awxran the proportion of 24-
ethylcoprostanol (#13) might have the same origilms "microbial hypothesis" is consistent
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with the observed increase in relative abundancesemcoprostanol (#3) and 24-
ethylepicoprostanol (#14) which also characterthestransition from fresh to stored/treated
pig slurries. A previous study (32) has indeed destrated that anaerobic digestion could
produce epicoprostanol, the-&pimer of coprostanol. This might be due to thevisal of
bacterial communities during storage and treatnpeotesses, which can reduce the sterols
present in the faeces into thea,3Hp-stanol epimer. This process might also possibtpant

for the increase in the proportion of 24-ethylepiastanol (#14), which is seen to

accompany the increase in epicoprostanol in thd agd treated pig slurry samples.

[1I/-3 Evidence for a loss of specificity of the sroid ratios used so far

to distinguish cow from pig faeces

As highlighted in the introduction, faecal steromsre identified as compounds that
could help distinguish between faecal contaminatiohcow or pig origin. The validity of
using the absolute abundance of a single steroiddorce tracking is called into question by
the low to very low concentrations of steroids iaters and the propensity of some key
steroid compounds such as coprostanol to be dedjtatder aerobic conditions (see previous
section). This explains why ratios of two or mortergids, instead of the absolute
concentration of a single steroid, have been prgpas possible proxy indicators suitable to
discriminate between cow and pig faecal pollutimurses. Six such ratios have been
proposed over the past twenty years, with refergabtges typical of each source (11, 14, 33).
Table 111.4 reports these six ratios for cow and faeces based on the present dataset,
compared with the different reference values oleiftom the literature. The results in this
table clearly show a loss of specificity for fivef dhe six ratios. Only the
sitostanol/coprostanol ratio preserves its spetifiavhile being nevertheless significantly

reduced.
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Table 111.4: Comparison of published and measured éhgnostic values (i.e. maximum and minimum) for thesix steroid ratios cited in the literature (11,14and 32) as
capable of discriminating between pig and cow faese

Ratios Diagnostic values (literature)  Diagnostic values (this study)
5BC27+2dCo7+ . :
BCo7+2dCa7+29 R> 2 (plgsﬁ 1.2 <R < 4.8 (pigs)
1
(**) R=1 (COWS) 06<R<1.3 (COWS)
5BCu7+2dCo7+ _ :
BCa7+2dC27+29 R>2 (plgsﬁ 1.1 <R < 4.0 (pigs)
() R =1 (cows) 0.5 <R < 1.1 (cows)
5BCs7+2dCo7+ . :
BC27+2d Co7+20 R> 2 (plgS% 0.8 <R < 3 (pigs)
2
®) R < 0.7 (cows) 0.9 <R < 2.2 (cows)
5B-stanols/ i
B G, R>37 (pigsz) 1.5 < R < 6.8 (pigs)
3
59) 38 < R < 47 (cows) 33 <R <47 (cows)
/(cop+24-ethylcop)]*100 :
[cop/(cop+24-ethylcop)] 51 <R <61 (pigd) 44 <R < 67 (pigs)
3
, 2.3 <R < 3.3 (cows) 1.5 <R <3.3(cows)
Sitostanol/Coprostanol i
P 0.2<R<0.7 (pigg) 0.2 <R <1.0(pigs)

* Coprostanol+Epicoprostanol+24-EthylcoprostanolEtylepicoprostanol/Cholesterol+Sitosterol
** Coprostanol+Epicoprostanol+24-Ethylcoprostar®©hblesterol+Sitosterol

*** Coprostanol+24-Ethylcoprostanol /Cholesteroltesiterol

§ Coprostanol+Epicoprostanol /Cholesterol
§§[Coprostanol/(Coprostanol+24-Ethylcoprostanolfjdl

Y eeming et al. (1996) (11)

2Jardé et al. (2007) (14)

*Gourmelon et al. (2010) (32)
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Figure Ill.4 compares all the available data, allmyan estimation of the values d#-5
stanols/G;ratio in pig and cow faeces. The data presenteel inetudes i) the thirty-five cow
and pig manure/slurry samples investigated in shusly; ii) the five pig slurry and two cow
manure samples investigated earlier by Jardé etld); iii) the six pig and cow faeces
samples investigated by Leeming et al. (11); ie) tiho cow and pig faeces samples analysed
by Shah et al. (18) and Rogge et al. (34). Whttascause of the loss of specificity observed
in Figure 111.4? Is it a side effect of the storamed treatment of slurries and manures before
their land application? Or, on the contrary, i®itonsequence of variations in animal diet
and/or animal metabolism?

SB-stanols/C,,

I S N T S S S S NN N
YN Fresh cowpats
A Frelsh con! manures This study
ﬁ Aged colw mamln'es
COW | O <«— Jardéetal, 2007
o p <— Roggeetal, 2006
HO— <— Leeminget al., 1996
i <— Shahetal., 2002

O O O Fresh raw pig slurries
O Aged raw pig slurries

This study
’ B Bl | Physically treated pig slurries

| | BB Chemically treated pig slurries| PIG
Jardé et al., 2007 —> O] O O (@))
Leeminget al., 1996 —> f

/

(©)

Shahet al, 2002 —> I

Figure 111.4: Variation of the 5 B-stanols/C27 ratio in cow and pig faeces: comparisoof literature data
(11, 14, 18 and 33) with the present dataset.

Figure 11.4 clearly shows that the loss of speifii of the B-stanols/G; ratio is due
mainly to the addition of the four fresh pig slusgmples collected in a pig fattening farm.
This result is particularly important since theaegples are representative of the most applied
swine manure. This new data shifts the entire pepés sample population towards lower
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values of the B-stanols/G; ratio (down to 0.9), thereby leading to an overlagpf the pig
(0.9-11.1) and cow (0.2-3.8) faeces fields. From tbservation, we infer that the extreme
variation of the B-stanols/G; ratio now displayed by the pig faeces end-membghtrbe
more likely caused by primary factor, rather thasegondary process that might develop
during storage or treatment of the pig faeces. Hewethe respective roles of diet and
metabolism are difficult to establish precisely dese the necessary data are not available
from the literature. Therefore, we are left to adas the present dataset, which, although
containing more analyses than the entire publistetdset, remained nevertheless of rather
limited extent. If we consider just the four frgsly slurry samples, we observe that two come
from animals fed with exactly the same proportiafiswheat (90%) and soybean (10%)
(Table 111.2). Yet, the B-stanols/G; ratio of these two samples exhibit a dispersiad @s
against 2.1). The addition of rapeseed in the abetd be regarded as a factor which reduces
the P-stanols/G; ratio in pig faeces, since the sample represetati this type (Table 111.2)

of diet yield the lowest [Bstanols/G; ratio (0.9) observed in the fresh raw slurry sub-
population. However, the fact that differef-8tanols/G; ratios are obtained for animals fed
with exactly the same diet casts doubt on the thgms$ that the observed effects could be
linked to diet variations.

The role of metabolism is also quite difficult teaduate in the absence of accurate data
on important indicators included in the samplesitaks representative of the different pig
populations. In fact, in the case of human stemfiles, the conversion of cholesterol to
coprostanol (and thus the relative abundance ofostgnol) strongly depends on the age of
the individual from which the faeces are producAdcording to Midtvedt et al. (35),
mammal intestines are devoid of intestinal flordiath, the latter being gradually developed
later, during the growth of individuals. Becausgspare mammals like humans, it is possible
that the metabolism of pigs also might evolve vatge as regards to the capacity to convert
sterols into stanols, with piglets producing muokvér amounts of coprostanol (and thus
having much lower [3-stanols/G; ratios) than adult pigs. To test this hypothesis,clearly
require further studies based on fresh pig faeceespkes coming from pig populations of

different known ages.
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[1I/-4 Implication for the use of steroids to spedy pollution sources in

waters

Inclusion of the new series of samples producesxdareme variability in ratios such as
5B-stanols/G;, which evidently compromises the use of steroishsao discriminate between
cow and pig faecal contamination sources. The guethat arises is whether steroids, taken
together, may nonetheless serve as indicatorsfferefitiate between cow and pig pollution
sources. This question is addressed here by tgeatirsamples by the PCA method. PCA
methods are commonly used in chemometric data sisaty pollutants (36-39). Figure 111.5
shows a plot of the PCA analysis based on 35 fasmalples using the 6 most significant

stanol compounds.

-4 3 2 -1 0 1 2 3 4
F1(60.92 %)

A Fresh cowpat [0 Fresh raw pig slurry

A Fresh cow manure O Aged raw pig slurry

A Aged cow manure B Physically treated pig slurry
B Chemically treated pig slurry

Figure 111.5: Plot of principal components analysisof the 35 analysed samples using the six most
discriminant stanol compounds. F1 axis = principatomponent 1; F2 axis = principal component 2.
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The first two components of the PCA explained 7%the total variance, with the first
(F1) and second (F2) components of the PCA acaogifitr 61% and 18%, respectively. The
figure illustrates a clear separation of the pid aow faeces samples. The main contributive
variables on the F1 axis (Table II.5), in decregsiorder of importance, are 24-
ethylepicoprostanol (26.0 %), coprostanol (23.3 9%jtostanol (21.1 %) and 24-
ethylcoprostanol (18.0 %), while epicoprostanol.{6%) is the main contributive variable on
the F2 axis (68.7 %). The PCA reveals that, in tasces (group 1 in Figure III.5), the stanol
sub-series is dominated by 24-ethylepicoprostamol sitostanol, whereas, in pig slurries
(group 2 in Figure II1.5), this sub-series is doaigd by coprostanol, epicoprostanol and 24-
ethylcoprostanol. It also indicates that the daton between cow and pig faeces depends
mainly on four stanol compounds, namely coprostan2#i-ethylcoprostanol, 24-
ethylepicoprostanol and sitostanol. Hence, we mepthat these stanols, taken together,
represent a valuable tool to differentiate pig froomv faeces.

Table 111.5: Factorial coordinates of variables (pecentage of each stanol) and relative contributiongin
%) of variables to principal components 1 (F1) an@ (F2).

Factorial coordinates of | Contributions of variables
variables (%)
F1 F2 F1 F2

Coprostanol -0.92 -0.16 23.3 2.2
Epicoprostanol -0.44 0.87 5.4 68.7
24-ethylcoprostanol -0.81 -0.51 18.0 23.6
24-ethylepicoprostanol 0.97 0.06 26.0 0.3
Campestanol -0.48 0.16 6.2 2.4

Sitostanol 0.88 -0.17 21.1 2.7

This study investigated the effects of storage ardtment processes on the steroid
profile of a large number of cow faeces and pigrglsamples collected at a regional level.
The pig faeces data considerably increases theerahgalues obtained for steroid ratios
previously considered as having the potential sxrininate between pig and cow faeces.
The range of values is increased to such an ettiahboth types are now combined, making
it impossible to use these ratios for purposesisdroinination. The cause of this increase is
not known, although it seems likely to be linkeddifierences in the metabolism of animals
in relation to their age and/or variations in timénaal diet, rather than secondary mechanisms
of steroid degradation during storage or/and treatnof the pig slurry. However, the

specificity of steroids to serve as a tool to defg@iate cow and pig faeces is restored if we
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consider not just a few steroid compounds, butatre stanol family, notably the 6 most
diagnostic stanol compounds, i.e.: coprostanolcapbstanol, 24-ethylcoprostanol, 24-
ethylepicoprostanol, campestanol and sitostanoén@imetric analysis of the fingerprint of
these six stanol compounds using PCA allows usstiinguish pig from cow faeces, despite
the strong variability and lack of specificity dfassical steroid ratios. The PCA analysis of
stanol profiles developed in this study could appesa a first step promising approach to
identify further faecal contamination sources irtevs.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette étude avait pour but d’étudier la variabiiténe échelle régionale de la distribution
des stéroides dans des déjections bovines et pereinles implications sur I'utilisation des
stéroides comme traceur de contaminations féctéegrand nombre d’échantillons et leurs
différentes modalités (traitements physico-chimgje temps de stockage différents) par
rapport aux précédentes études publiees ont pedmisnettre en lumiére une grande
variabilité des distributions en stéroides au dgeithaque famille de déjections. Cette grande
variabilité a notamment été mise en évidence eculzalt le rapport B-stanols/G; avec,
pour le pdle porcin, des valeurs comprises enfiead,1,1. Une telle étendue dans les valeurs
de ce rapport entraine un chevauchement avec ckllggle bovin (comprises entre 0,2 et
3,8). Les causes de cette variabilité n'ont pasldiéement identifiées, malgre la diversité des
échantillons analysés. Les résultats ont montréauwariabilité était sans doute liée a la fois
a des facteurs primaires (différences de métabelides animaux en fonction de leur age,
sexe et/ou régime alimentaire) et a des factewrsnskires (traitements physico-chimiques
et/ou stockage). Cette étude a également clairepesé la question de la spécificité des
stéroides comme marqueurs potentiels pour diffegeres déjections bovines et porcines
sous l'angle des rapports entre composés. Une smabatistique a donc été appliquée aux
échantillons de déjections basée les six stanslplies discriminants pour ces deux origines
afin d’évaluer si les stéroides gardaient leur ifjgéé pour le tracage au sein de ces deux
sources de déjections. Les résultats ont été trésueageants, puisque ce type d’analyse a
permis de distinguer parfaitement les deux pélesigections animales. Cet outil apparait

étre prometteur pour tracer les sources de contdiminfécale dans les eaux.

Cependant, cet outil a été développé et testé emiedhantillons sources et non pas sur
des matrices environnementales (sol/eau), or lesfieet d’'une matrice a une autre peut
impliquer une perte de signal ou une dilution dgnal. Ainsi, pour vérifier et valider
l'utilisation de lI'analyse statistique des stanotsnme traceur de contamination fécale, des
expérimentations en conditions controlées ont éigesnen place afin de tester si les
distributions en stanols des échantillons de déjestbrutes étaient conservées lors du

transfert des déjections des sols vers les eaute €eide fait I'objet du chapitre suivant.
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CONTEXTE ET OBJECTIFS

L'étude précédente a montré que les stéroides pnivétre utilisés pour distinguer deux
types de deéjections animales : bovine et porcirepe@dant les risques de contamination
fécale par les déjections animales dans les eaok esagendrés majoritairement par la
pratiqgue d’épandage via le transfert des déjectivass les eaux via les sols sur lesquels les
déjections sont épandues par des mécanismes dsfettartype érosion/lessivage,
ruissellement et infiltration. La précédente étad&té réalisée sur des déjections brutes, il est
donc nécessaire de vérifier le transfert des stésoapres changement de matrice afin de

pouvoir les valider comme outil de tragage de aoittation fécale.

Une expérimentation au champ en conditions coddsOh été réalisée. Elle a consisté a
épandre des déjections animales (lisier porcinmidr bovin) sur une parcelle agricole puis a
simuler une pluie afin de récupérer les eaux deseliements. L’enjeu ici étant de savoir si
les signatures spécifiques en stéroides établiasles différents types de déjections animales
seront conservées une fois que les stéroides axiapuortés au sol auront été mélangés aux
stéroides initialement présents dans les sols gédfier le transfert des signatures animales
lors du changement de matrice déjections/sols/daonr cette étude un panel de marqueurs
microbiologiques et chimiques (Rum-2-Bac, marquieovin; Pig-2-Bac, marqueur porcin;
Lactobacillus amylovorusmarqueur porcin; fluorescence tridimensionnelle l@ematiére
organique) a été également testé car dans le camtkamination mixte dans le milieu naturel,
un seul marqueur ne peut pas permettre de distirtguées les sources de contaminations

fécales.

Les objectifs de cette étude sont: 1) d'étudietrdmsfert des marqueurs microbiens et
chimiques dans les eaux de ruissellement apressimealation de pluie et 2) évaluer
I'efficacité et la pertinence des marqueurs danisuiede les valider pour I'identification de

I'origine des contaminations fécales.

Les résultats et interprétations de cette étuddadintobjet d’un article en anglais publié
dans la revudournal of Environmental Qualitypans cette étude, les stéroides sont utilisés
sous la forme de rapports (R1 [(coprostanol/coprast + 24-ethycoprostanol) x 100]

exprimé en pourcentage et R2 (sitostanol/coprofann@ but de cette étude n’étant pas de
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distinguer les deux sources (bovine ou porcinesrdaitudier le transfert du signal au cours
du ruissellement, I'utilisation des stéroides sfmume de rapport est encore viable. De plus,

les deux rapports (R1 et R2) sont discriminants pesiéchantillons utilisés dans cette étude.
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ABSTRACT

Faecal contamination of water resources is cureavaluated by the enumeration of the
faecal coliforms,Escherichia coliand enterococci. However, the enumeration of these
indicators does not allow us to differentiate betwehe sources of faecal contamination.
Therefore, it is important to use alternative idiics of faecal contamination to identify
livestock contamination in surface waters. The eom@tion of faecal indicator€E( coli,
enteroccoci and F-specific bacteriophages), miotogical markers (Rum-2-bac, Pig-2-bac
and Lactobacillus amylovorysand chemical fingerprints (sterols and stanold ather
chemical compounds analysed by 3D-fluorescencetatim—matrix spectroscopy) were

determined in runoff waters generated by an audifi@infall simulator. Three replicate plot
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experiments were conducted with swine slurry antlecananure at agronomic nitrogen
application rates. Low amounts of bacterial indicat(1.9 to 4.7%) are released in runoff
water from swine-slurry-amended soils, whereas tgreamounts (1.1 to 28.3%) of these
indicators are released in runoff water from cattienure-amended soils. Microbial and
chemical markers from animal manure were tranderte runoff water, allowing

discrimination between swine and cattle faecal ammation in the environmema runoff

after manure spreading. Host-specific bacterial @memical markers were quantified for the
first time in runoff waters samples following thgperimental spreading of swine slurry or

cattle manure.

Keywords: Faecal pollution, manure, Microbial Source Tragki Bacteroidales

BifidobacteriumadolescentisLactobacillus F-RNA bacteriophages, steroids, fluorescence.
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I/- INTRODUCTION

The practice of land spreading of livestock wasesgpecially in intensive agricultural
areas such as Brittany (France), represents otiee ahajor diffuse sources of faecal pollution
which may contaminate bathing waters. As cattle umarand swine slurry may contain
pathogenic microorganisms (Guan and Holley, 200&idakin et al, 2003), the land
spreading of animal wastes poses a human heakh(Bewer et al, 2005). Bacterial
indicators and pathogenic microorganisms may coini@i® the surface waters through
manure application via runoff (Duffy, 2003; GerbadaSmith, 2005; Gubeet al, 2006;
Mishraet al, 2008). The risk of water contamination increasten rainfall occurs shortly
after manure spreading (Gubketral, 2006, Fergusoat al, 2007). The application of animal
manure can also increase the amount of organiemiattiver water. It can also modify the
conditions of the water/ soil interface, which daorease the solubilization of soil organic
matter. High dissolved organic carbon (DOC) conegiuns in streams are of concern
because abundant DOC complicates water treatmehtnaakes it more expensive, also
providing a vector for micropollutants such as heaetals or pesticides (Reuter and Perdue,
1977; Campbelet al, 1992; Miskimminet al, 1992).

In response to the health risk associated with Ispaeading of manure, European
Regulations have been strengthened. In the Eurdpgesm, water quality is mainly governed
by the Water Framework Directive (WFD; 2000/60/E4Dd related regulations such as the
revised Bathing Water Directive (BWD; 2006/7/EC)heTl former directive provides a
framework for integrated management of groundwaiter surface water by catchment area. It
requires all inland and coastal waters to compiyr\good chemical and ecological status by
2015. In particular, the WFD deals with diffuse Ipbbn, which has remained a problem
despite improvements to most point source disclsargee main goals of the BWD are to
improve the quality of bathing water and reducehalth risk to bathers. This new Directive
introduces bathing water profiles, which are tatdsigned to identify and classify the sources
of pollution of the bathing water and other surfacaters. Faecal contamination of water
resources is currently evaluated by the enumeratighe faecal coliformsiEscherichia coli
and enterococci, which point to potential pathogebacterial or viral contamination.
However, the enumeration of these indicators da¢satbow us to differentiate between the
sources of faecal contamination. Therefore, itnipartant to use alternative indicators of
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faecal contamination to identify livestock contaation in surface waters. Microbial Source
Tracking (MST) methods, which have been develomedlistinguish between human and
animal sources of faecal pollution (Scettal, 2002), appear helpful for the identification of
livestock contamination of groundwater and surfaaer (Graveset al, 2007). Different
microbial and chemical markers exhibiting host-&jpEty have been proposed to identify
human and animal contamination, especially reldtedswine slurry and cattle manure
(Leeminget al, 1996; Bernhard and Field 2000; Caeal, 2003). Molecular techniques
using the Polymerase Chain Reaction (PCR), and memently real-time PCR, have also
been developed to differentiate human from aniratamination (Bernhard and Field, 2000;
Kildare et al.,2007; Ufnaret al.,2007). The main host-specific bacteria testeth@se¢ studies
are Bacteroidaleswhich are dominant in the intestinal flora of wabheoded animals and
which cannot proliferate in the environment (Fidskiaal., 1985; Kreader, 1998; Diost al.,
2005). However, other microorganisms, suchLastobacillus amylovorysmethanogenic
Archaea and F-specific RNA bacteriophages (FRNAPH), hal& a&een proposed to
distinguish between human and animal faecal comation (Schapeet al, 2002; Ufnaret
al., 2007; Marti et al., 2010). Chemical markers such as steroids have lbesed to
characterize human and/or herbivore faecal contaiom in water (Leeminget al, 1996;
Tyagi et al, 2008; Hagedorret al, 2009). In particular, Leemingt al. (1996) have
demonstrated that faecal steroids are potentiatedingerprints. According to these authors,
the distribution of faecal steroids, as well asirtr@urce specificity, arises from the
combination of three factors that make up the Gtlr fingerprint” of each animal species
(Leeming et al, 1996). Another type of chemical marker could bwlgsed by EEM
(Excitation-Emission Matrix) fluorescence spectayse This method has been applied to
trace diffuse agricultural pollution from dairy tat slurry spread on intensively-farmed
grasslands (Nadest al.,2010). Baker (2002) has demonstrated that farntesageld greater
intensities of tryptophane-like as against fulvistiic-like fluorescence compared to stream
water. Naderet al. (2010) also used the ratio between tryptophareedikd fulvic/humic-like
fluorescence intensities to distinguish incidentakses of dairy cattle slurry from

uncontaminated drainage waters.

The perceived advantage of combined microbial ahdmical methods is that the
differential fate and transport of the respectivarkars improve the potential of detecting

faecal pollution through an approach based on pialtines of evidence (Sinton and Finlay,
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1998; Seurinclet al, 2005; Haaclet al, 2009; Hagedorrt al, 2009; and references cited
therein). While the transfer of faecal indicatois. (coli and enterococci) after manure
application is well documented (Gubsadral.,2006; Soupiet al, 2006; Fergusoat al.,2007;
Mishraet al.,2008; Brookset al, 2009; Tyagiet al. 2009), there are no data concerning the
release of host-specific specific bacterial anccsigechemical markers from surface-applied
manures. The experiments described in the pretahy provide an opportunity to assess the
transfer of some specific markers in runoff watefield-scale level, having been previously

developed and validated in the laboratory.

In this study, the selected microbial markers dne tuminant- and pig-specific
Bacteroidalesl6S rRNA gene markers Rum-2-Bac and Pig-2-Bacghvtarget cattle and pig
faecal contamination, respectively, and tlaetobacillus amylovorusnarker, which targets
pig faecal contamination as previously describedigszkinet al. (2009, 2010) and Marét
al. (2010). The selected chemical markers are 16Istand stanols (cholesterol, coprostanol,
epicoprostanol, cholestanol,a-cholestanol, campesterol, campestanol, stigmdstero
stigmastanol, 3-stigmastanol, B-epistigmastanol, sitosterol, sitostanol, 24-etbgtostanol
and 24-ethylepicoprostanol), based on the detectadn the fluorescence profiles
corresponding to regions | to V. These regionsrel@ed to simple aromatic proteins such as
tyrosine and tryptophan (Regions | and Il), humiadike substances (Region IIl) soluble

microbial by-product-like material (Region 1V) afuvic acid-like organics (Region V).

The specific aim of this study is to compare ttansfer of both microbial and chemical
host-specific markers in runoff water after a siatetl rainfall event on animal manure-
amended soils. The results so obtained providerrimdton on the ability of these MST
markers to discriminate swine and cattle faecataramation in the environment via runoff

after manure spreading.

[I/- MATERIALS AND METHODS

[I/-1 Study site

In April 2008, a rainfall simulation field experimewas carried out at the agricultural
experimental research centre of KerguehennecaByiftFrance. Three treatments involving a
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control, swine slurry and cattle manure were assess three replicates, which produced a

randomized experimental design consisting of ninesp

A fallow plot of 10 m by 30 m was selected with arerage slope of 3% and tilled to a
depth of 15 cm. This plot was subdivided into rifled plots (0.75 m by 1.5 m) arranged in a
rectangular shape. The soil was a cambisol (41%, s&2P6 silt and 16% clay) with 2.5%
total organic carbon content in the Ap horizon.defeach rainfall simulation, each plot was
hydrologically isolated with galvanized iron (15 above and below the soil surface). The
runoff collector was composed of a 10-cm-diametdy\pnyl chloride gutter (PVC) with 1
cm slit. This gutter was connected to a 2.5 L ptas¢aker, previously washed with distilled
water,via a PVC pipe as indicated in Fig. IV.1.

Water reservoir

12 Volts

battery Electric

pump

Case acuator Oscillating ar

Metallic
borders

Side view

Guttor

Slit in the guttor

Metallic gantry

Runoff water collecting guttor

5 liter beaker

Figure 1V.1: Schematic diagram of the rainfall expeiment.
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[I/-1-1 Cattle manure and swine slurry characteristcs and application rates

Cattle manure and swine slurry were collected iittddry from two farms located near
the experimental research centre. Cattle manurecaliected in plastic bags and swine slurry
in plastic cans. As the swine slurry sample usedhis study did not contain F-specific
coliphages, it was inoculated with a strain of MS&pecific coliphage at a concentration of
1.5 1¢ PFU/g (Plaque Forming Unit), corresponding to toacentration usually found in
most swine slurries previously analysed in the fatmry (Gourmeloret al, 2007). Inoculated
swine slurry was manually stirred and then appliét a watering can at a rate of 2.4 kif,.m
corresponding to the agronomic nitrogen requirenfentmaize cultivation (60 kg.N.Ha
Cattle manure was also manually applied at 3.2 Kg%4 kg.N.h&). The carbon content of
the swine slurry and cattle manure, respectivelys w1.7 and 47.2 g.Kgon a dry matter
basis, while the nitrogen content was 2.2 and 1k§'gon a dry matter basis. Applications
were carried out two hours before the rainfall datian.

[1/-1-2 Rainfall simulation

The rainfall simulator was placed under a tent tevent disturbances from wind and
natural rain. The rainfall intensity was determir®dmeasuring the volume collected in a 2
m2 flask after one minute. As presented in Tablel JWhe simulated rain was applied for a
duration of between 42 and 85 minutes, in ordecditect runoff water from swine-slurry-
amended soils and from cattle-manure-amended sespectively. The rainfall intensities
ranged from 62 mm h(on swine slurry-amended soils) to 69 mihfon cattle manure-
amended soils). The average rainfall intensity alzsut 67 mm.f. The volume of cumulated
runoff was similar for the three treatments (coltswine slurry and cattle manure; 11.6 to
11.8 mn). The average rainfall intensity was found to be thi@imal volume and time
required to generate sufficient runoff to carry alt the marker determinations. The
simulation duration is about twice as long for Huls treated with cattle manure as for the
control and the soils treated with swine slurrye3é differences could be due to the nature of

cattle manure, which is a heterogeneous mixtumwafpat and straw.
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Table IV.1: Hydrological characteristics of rainfall simulation events. Average and Standard error of
three replicates are reported.

Rainfall intensity Cumulated runoff Simulation time
Treatment -1 .
(mm.h™) (mm) (min)
Control 63 2 11.8 +0.3 50 £11
Swine slurry 62 +2 11.6 +0.2 42 +6
Cattle manure 69 15 11.8 £0.7 85 £12

de

During the experiments, water was collected from éntire runoff event. Eight runoff
samples (750 mL, 4L, 750 mL, 4L, 750 mL, 750 mL &&@ mL) were collected on each plot
and used for the enumeration of bacterial indisatand the determination of dissolved
organic carbon, whereas only the 4L samples wezd tesanalyse the microbial and chemical

markers.

The time required to collect the samples was medstw compute runoff rate and
volume. Groundwater was sampled in a 5-m-deep bteelnd used for the rain water
simulation. Soil was also sampled before the svegluery and cattle manure applications.

Microbial and chemical analysis were carried ouboth groundwater and soil samples.
[I/-1-3 Runoff water sampling

Before sample collection, runoff water were agiai® suspend solids and then collected
in 1-litre sterile plastic and glass bottles forcmbiological and chemical analyses,

respectively. All samples were stored at 4 °C antalysis.
[I/-2 Microbial methods

[1/-2-1 Enumeration of faecal indicators

To evaluate the level of the faecal contaminatfarcal microbial indicators such &s

coli, enterococi and F-specific coliphages were enuraératduplicate in all samples.

Bacterial indicators - E. coli and enterococci

E. coli was counted using 3M Petrifilm E. coli (3M, France). The gel of the Petrifilm

was rehydrated with 1 mL of sample and incubated Zé h at 44°C. Blue colonies
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(Glucuronidase positive) were counted to deterntingeconcentration dt. coli (Marti et al.,
2010).

Enterococci were detected according to Standardedwoes for Water Analysis (ISO
7899-2:2000). Filtration was replaced by the ptatof 0.1 mL of sample onto Slanetz and
Bartley agar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franéd)er incubation at 37 °C for 48 h,
typical colonies (pink, red or maroon) were transfé onto Bile-Esculin-Azide agar (BEA)
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France) and incubdte 2 h at 44 °C. Black colonies on

BEA were counted as enterococci.

Viral indicator - F-specific coliphages

Analyses of F-specific coliphages in swine slurcgttle manure, and runoff water
samples were performed according to the ISO 107@%thod. More precisely, for runoff
water samples, their enumeration was carried owtctlly or after a concentration step, if
needed, according to Mendetzal. (2004).

[I/-2-2 Quantification of host-specific bacterial markers

Sample preparation and DNA extraction

Aliquots of approximately 250 mg of swine slurrydacattle manure samples were stored
at -20°C before analyses. Volumes of approximas€lymL of runoff water samples were
centrifuged at 9,000 g for 15 min and 250 mg peligere transferred into microtubes and
stored at -20°C. For swine slurry, cattle manure amnoff water samples, DNA was
extracted by using a FastDNA spin kit for soil (B®medical, lllkirsh, France) according to
the supplier’s instructions, with an additional Wwasing SEWS-M reagent as suggested by
Dick et al (2005).

Real-time PCR assays

The primers foL. amylovorusand the primer and probe sets Pig-2-Bac and RiBae2-
from Mieszkinet al. (2009 and 2010) were used to amplify the Reprasentl Difference

Analysis (RDA) fragment of. amylovorusand the pig- and ruminant-speciBacteroidales
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16S rRNA genegespectively. The PCR standard foramylovoruswvas prepared by 10-fold
dilution of bacterial genomic DNA extracted from pmure culture ofL. amylovorus
DSM16698, using the Wizard genomic DNA purificati&it (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Dilutions ranged frofx 10° to 7 cells per PCR fot.
amylovorusDSM16698. The PCR standards for host-spedacteroidalesmarkers were
prepared by 10-fold dilution of linear plasmid DNAstracted with the QIAquick Miniprep
Extraction Kit (Qiagen), following the manufactuseinstructions and linearized witRotl
enzyme (Roche Diagnostics), as described in Miesgkial. (2009). Dilutions ranged from
1.6 x 10’ to 1.6 copies of 16S RNA per PCR. Standard cuwese generated by plotting
threshold cycles (Ct) against cells or 16S rRNAegenlepending on the marker.

PCR amplifications were performed using the Chromedl-time detection system
associated with Bio-Rad Opticon Manager softwaresisa 3.1 (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). The reaction mixtures run a final volume o5 1L with appropriate final
concentrations of primers and probe, and a PCRranogvas used for the quantificatiof
L. amylovorus Pig-2-Bac and Rum-2-Bac markers (Konstantieb\al., 2004; Martiet al.,
2010; Mieszkiret al.,2009, 2010). Each reaction was run in duplicatee presence/absence
of PCR inhibitors was verified using an Internalsige Control (IPC; AppliedBiosystem,
France). Samples were diluted if inhibitors werespnt. Negative controls (no template

DNA) were performed in triplicate for each run.
[I/-3 Chemical methods

[1/-3-1 Dissolved organic carbon

The dissolved organic carbon (DOC) content was nredson a Shimadzu TOC 5050 A
total carbon analyzer. Accuracy on DOC measurementst5%, based on repeated

measurements of standard solutions (K-phtalate).
[I/-3-2 Steroid analyses

For the steroids, 100 g of swine slurry and cattenure samples were kept frozen for 2
days at -10 °C, and then freeze-dried for 3 daysrbeanalysis. 400 ml of runoff water
sample were filtered at 0.7 um and the filtrate Wwen freeze-dried during 3 days before

analysis.
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Steroid concentrations in animal manures and rumafer were determined using the
method described in Jar@¢ al. (2009). Briefly, freeze-dried samples of animanuare and
runoff water samples were extracted by dichlorome¢h using an automated extractor
(Dionex, ASE200). The conditions of automatic samgittraction (ASE) were as follows: 11
mL cells, 100 °C, 130 bar, 5 min heat-up time, twoles of 5 min, static time, 150 % flush,
200 s purge with nitrogen. Hydrocarbons and polaiesules were separated by liquid
chromatography on a silica column, yielding aliphdtydrocarbons, aromatic hydrocarbons,
and polar compounds by three successive elutiotls @yclohexane, then a mixture of
cyclohexane and dichloromethane (2:1,v/v), and, allfjn a mixture of
methanol/dichloromethane (1:1, v/v). At each fraatition step, the mass of organic matter in
the different fractions was weighed. Steroid compuisuare present in the polar fraction. After
derivatization using N,O-bis(trimethylsilyl)trifuoacetamide (BSTFA) -
trimethylchlorosilane (TMSC) (99/1, v/v), quantitet analyses of steroid compounds were
performed on a Shimadzu QP2010+ gas chromatograsis spectrometer. The injector was
used in splittess mode and maintained at a temyperaif 310 °C. The chromatographic
separation was performed on a capillary fusedasB8&EBTM-5ms (from Supelco, length: 60
m; diameter: 0.25 mm; film thickness: 0.g61) under the following heating program: 70°C
(held for 1 min) to 130 °C at 15 °C miinthen 130 °C to 300 °C (held for 15 min) at 3 °C
min. The flow of helium was maintained at 1 mL.fifThe chromatograph was coupled to
the mass spectrometer by a transfer line heate2b@tC. 1ul of the polar fraction was
injected into the GC-MS. The steroid compounds vger@ntified by addingHs-cholestane as

internal standard in the solution.
11/-3-3 Fluorescence

Swine slurry, cattle manure and soil were air dreetd analysed for fluorescence
properties the day following storage at 4°C. Digedl organic matter was extracted from a
suspension made up of ultra-pure water and catéieune or swine slurry (1g) in a ratio of
40:1. Each cattle manure or swine slurry water sasjon was kept in a refrigerator at 4°C
for 16 hours with periodic manual shaking. For $bé samples, dissolved organic matter was
extracted using ultra-pure water to soil ratio of 250 mL / 25 g soil). Then, the water
suspension was centrifuged at 3,000 rpm for 30anthsubsequently filtered through 0.7 and
0.22 um nitrocellulose filters. To avoid any coniaation, all the filters were rinsed with

ultra-pure water and dried overnight before vacuitration. Fluorescence measurements

149



Chapitre 4 — Marqueurs microbiologiques et chimiguetransfert dans les eaux de
ruissellement de sols amendés par des déjectiansases

were performed using a Perkin-Elmer LS-55B lumieese spectrometer. The protocol has
been described previously in detail (Bilat al, 2010). A regional integration of the
fluorescence intensities adapted from Cleeral. (2003) was applied to the signal obtained
from 5 mg.L' C-normalized solution. With this technique, the MEHs divided into
biochemical (bio) (I, I, IV) and geochemical (gddl), V) regions. The ratio between the Il
and V region is called Geochemical FluorescenceXn&Fl) (see Fig. 1V.2). Fluorescence
intensities are relative to the instrument condsiduring the measurement and are a function
of source intensity, optical efficiency and deteatficiency (Ohno, 2002). Thus, data were
normalized to a daily-determined Raman intensitjamied on water (excitation 350 nm,

emission 395 nm, averaged Raman emission inteb@if#0.5 (=10)).

| geo (III+V)

bio (I+II+IV)

Excitation wavelength (nm)
L

Emission wavelength (nm)

Figure 1V.2: 3-D fluorescence regions.

[I/-4 Statistical Analysis

Before statistical analysis all microbial parametalues for each replicate were log10
transformed as appropriate. The arithmetic meaddlzen standard errors are presented in all
the tables. Analysis of variance (ANOVA) was useddst for differences according to the
fertilization modality and the 2 step of rain simtubn, and the resulting mean separations
were performed using the protected least significdifference (PLSD) fisher test. All

statistical analysis were performed using Statistiersion 7 (statsoft).
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[1l/- RESULTS AND DISCUSSION

[1I/-1 Swine slurry, cattle manure and soil

None of the faecal indicators, microbiological nmesk or steroid compounds were
detected in the soil sampled and the groundwatst as rain prior to the experiment.

The average concentrations of faecal indicatore\8et0* E. colig and 3.%10" enterococci

/g in the swine slurry and 5¢10* E. colig and 8.%10" enterococci/g in the cattle manure
(Table IV.2). These values were in the range os¢hpreviously reported. Indeed, according
to the literature, swine slurry and cattle manuigpldy variable concentrations of faecal
indicators ranging between 10 and f@ecal indicators/g (Hill and Sobsey, 1998 and3200

Chinivasaganet al, 2004; Vanottiet al, 2005; Coétéet al, 2006; Meals and Braun, 2006;

Mishraet al.,2008; Hodgsowt al.,2009).

Table IV.2: Faecal indicators, microbiological andchemical markers in swine slurry and cattle manure.

Swine slurry Cattle manure
Faecal indicator
E. coli UFC/g) 3x10+ 7.1x10'°¢ 5.1x10 +4.5x10
Enterococci (UFC/g) 3.5x189.5x10' ¢ 8.5x10+1x10'"
F Spe(%fl':cpig)'Lphages 1.5x162 8.5x1G°
Host-specific bacterial
markers
L. amylovorugcells/g) 1.8x1G1.5x10 <LQ
Pig-2-bac (copies/q) 8.5x37.1x10 <LQ
Rum-2-bac (copies/q) <LQ 2.4x12 .4x10
Chemical markers
Coprostanol/(Cop+24-
ethylcop), in % 58.8+1.5 45.4+1.0°
Sitostanol/Coprostanol 0.22+0.62 2.70+0.13
Bio/Geo 0.47+0.003 0.30+0.003
Geochem;ﬁggiluorescence 1.33+0 0T 1.26+0.02

LQ : limit of quantification

*Swine slurry has been artificially spiked with beophages

mean + SE (n=3) except for F-pecific coliphagese(analysis)

For each parameter, values are not significanfferdint (p < 0,05) if they have the same letter.

As no coliphages were detected in the swine slprigyr to the experiment, we chose to
inoculate F specific coliphages to obtain a comegion of 1.510° PFU/g. In the cattle

manure, the average concentration of F specifiplages was 8:8.0° PFU/g. This value is
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of the same order as results obtained by Schetpelr (2002), who found averages of10°

PFU and 1.2 10per g in swine slurry and cattle manure, respebtiv

Concerning host-specific bacterial markers, the pigd the ruminant-specific markers
were detected in swine slurry and cattle manureomcentrations 100 to 1,000 times greater
than those of bacterial indicators. Average corrediohs of the pig-specific markers were
1.8x10’ cells/g and 8.510° copies/g swine slurry for the. amylovorusand the Pig-2-Bac
markers, respectively, and &M’ copies/g cattle manure for the ruminant-specific
Bacteroidalesmarker Rum-2-Bac (Table 1V.2). These concentratiare in accordance with
levels previously observed in pig and cattle marweMieszkinet al., (2009, 2010) and
Marti et al. (2010).

The steroid profiles of swine slurry and cattle mm@nwere dominated by.¢ Cpg and
C,9 compounds. The major steroids detected in swimeysivere coprostanol (25.7 %), 24-
ethylcoprostanol (17.1 %) and cholestanol (9.5 %)jle the dominant sterols in cattle
manure were 24-ethylepicoprostanol (16.5 %), satost (13.6 %) and sitosterol (10.7 %).
Our results are in agreement with the study of Liagrat al (1996). As previously described
(Leeminget al, 1996; Jardét al, 2007; Tyagiet al, 2008; Jardét al, 2009), the steroid
fingerprint of animal manures is defined by the naalis diet, endogenous sterols
biosynthesised by higher animals and the presenceanaerobic bacteria able to
biohydrogenate sterols to stanols of various is@renfigurations. In brief, & steroids are
major compounds of omnivorous and carnivorous ahfaeces, while g and Gg steroids
are major compounds of herbivorous animal faecesrflinget al, 1996; Shalet al, 2007).
To illustrate this point, we calculated the propors of G; steroid compounds (% &
steroids) and g+Cyg steroid compounds (%&+Cyg steroids) in our samples. The results
showed that swine slurry had similar proportionsCef (47.4 %) and &s+Cyg Steroids (44.2
%), whereas cattle manure was enriched 4§+ Cy9 (63.8 %) compared tos&steroids (28.1
%). Moreover, several ratios between sterol ando$tean be used to discriminate between
the sources of steroid compounds (Takada and Egarh&998; Standlest al, 2000; Bullet
al., 2002; Shaket al, 2007; Tyagiet al, 2008). Two ratios were calculated in the present
study: the ratio of coprostanol to coprostanol+#deoprostanol (R1, expressed in
percentage) and sitostanol to coprostanol (R2). Rheratio has been used by Bull et al

(2002) and Shah et al (2007) to express the prigpodf stanol derived from omnivorous
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animals (porcine contribution) versus the proportaf stanol from herbivorous animals
(cattle contribution). The R2 ratio expresses thepprtion of faecal stanol (coprostanol)
versus natural stanol derived from the reductiohigher plant phytosterol (sitostanol). Table
IV.2 reports the ratios obtained in the presendyst$wine slurry was characterised by an R1
ratio of 59 % whereas cattle manure had a R1 rab0 %. Moreover, swine slurry samples
had an R2 <1, whereas cattle manure were chaseddeby R2 ratios >1. These two ratios
(R1 and R2) allow us to distinguish significantty< 0.05) the two types of animal manures,

as well as define their steroid fingerprints.

The Bio/Geo ratio and the Geochemical Fluorescémdex (GFI) of swine slurry (0.47
and 1.33, respectively) and cattle manure (0.30 B8, respectively) were significantly
different (p<0.05) and were in the range of valpesviously reported by Biladt al. (2010).
The intense biochemical fingerprint in farm wastesdue to the presence of a soluble
microbial product. Livestock faeces typically comspr 15-25 % protein in wet manure
(poultry, cattle and pigs), with 3g/16g of the tnumtein being made up of tryptophan and
tyrosine (Day, 1977). Hence, the fluorescence sitgns high in the protein or biochemical
region. Fluorescence markers were detected inaihesed for the experiment. Nevertheless,
the fluorescence fingerprint measured in the animahures was significantly (p < 0.05)
different from that measured in the soil (Bio/Géd.0; GFI: 1.11).

[1l/-2 Rainfall event

[lI/-2-1 Dynamics of faecal indicators and dissolveé organic carbon

concentrations in runoff waters

Figure IV.3 presents the concentrations of badterdicators, F specific coliphages and
DOC in runoff waters sampled in the three experitméoontrol soil and after spreading of
swine slurry and cattle manure}. coli, enterococci and F specific coliphages were not
detected in runoff water from the control soil.these samples, concentrations of DOC were
very low and ranged from 3 to 4 md.LAfter spreading of swine slurry, both faecal
indicators were carried away in the runoff wateheif average concentrations in runoff
waters ranged fromxa0* E. coliand 510" enterococci /100 mL in the first sample tol8®
E. coli and 510° enterococci /100 mL in the second sample. Conagotrs of F specific

coliphages exhibited a similar pattern, and DOCceoitrations decreased from 67 to 23
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mg.L™ in runoff waters. After spreading of cattle manute time-evolution of the bacterial
indicators, F specific coliphages and DOC diffefeaim the pattern observed for runoff
samples from swine-slurry-amended soils. Indeedrame bacterial indicator concentrations
firstly increased in the first five litres of cunaéd runoff from %10° to 5x10° CFU/100 mL,
and then decreased slightly tx1® CFU/100 mL at the end of the experiment. DOC
concentrations followed the same trend throughloeiteixperiment on cattle-manure-amended
soils. They firstly increased from 22 to 47 mg in the first five litres of cumulated runoff,
then decreased to 30 mg' lat the end of the experiment. These results amsistent with
previous studies (Culley and Philipps, 1982; ThamdEnriquezet al, 2005; Soupiret al.,
2006, Mishreet al., 2008), and show that, regardless of the typaiofoorganism (bacteria or
virus), a rainfall event occurring after spreadafiglurry or manure on an agricultural soil can
lead to release of the microbial indicator into thaoff water. The concentrations Bfcoli
and Enterococci found in the runoff water are ia thnge of levels previously reported in
rainfall simulation studies: £@o 16 CFU/100 mL and 10to 1¢ CFU/100 mL, respectively,
for a rainfall intensity of 90 mm-hlasting 30 min (Soupiet al.,2006) or 16to 16 CFU/100
mL in the case of enterococci for a rainfall inignsf 27 mm K* lasting 30 min (Brookst
al., 2009). Asdescribed by Heinonen-Tanski and Uusi-Kamppa (20@i9re can be a
significant runoff of faecal microorganisms if theil is wet and if there are heavy rains after
the animal manure applicatiohese results also indicated that the applicatibanamal
manure strongly increased (by an average fact@Opthe amount of DOC concentrations in
runoff water. Those results are in agreement wrdvipus studies on the effect of animal
manure on water-extractable organic carbon (Zsolaag Gorlitz, 1994; Rochette and
Gregorich, 1998; Chantigny, 2003; Rogtral, 2007).
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Figure 1V.3: Faecal indicators and chemical paramedrs in the runoff water.
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The results showed different trends in the timekenan of the bacterial and viral
indicators, as well as DOC concentrations, accgrdo the type of animal manure. This
difference is mainly due to the different naturesaine slurry and cattle manure, especially in
terms of its structure. Swine slurry is a homogesemixture of urine and faeces. The DOC
along with the bacterial and viral indicators preasen the soil surface after swine slurry
amendment were probably mobilized in the first féses of runoff water. The concentrations
regularly decreased during the course of the exyaari. Cattle manure is a heterogeneous
mixture of cowpat and straw. During the rain sintiola experiment, we hypothesized that the
rain firstly washed the cow manure by preferentiaarrying away cowpat in the runoff
water. This hypothesis was supported by visual mbsen during the experiment, and was
illustrated by the increase in the concentratiohbazterial indicators and DOC in the first
five litres of cumulated runoff. Our results areagreement with previous studies showing
that the nature of the effluent has an impact enrtimoff. Thus, runoff is greatly stimulated
when the effluent is in liquid form, such as swaharry (Heinonen-Tanski and Uusi-Kamppa,
2001; Berryet al, 2007; Laperet al, 2008), whereas solid wastes enhance retentiaheof
micoorganisms by the soil surface (Chetochenal.,2006; Gottschalét al., 2009; Horswell
et al, 2010).

During the rainfall simulation, the entire runoffemt was collected. Table IV.3 presents
the cumulative quantities of faecal indicators $farred in runoff water as measured for each
replicate. The percentage Bf coli and enterococci released into runoff water afpeeading
of swine slurry ranged from 2.0 to 4.7 % and fro®@ tb 2.9 %, respectively. The proportions
ranged from 5.2 to 28.3 % and from 1.1 to 8.7 %peetively after spreading of cattle
manure. Except for replicate 1 of the experimenthvaattle manure, these results are in
accordance with those obtained by Thurston-Enrigeteal. (2005) and Fergusost al.
(2007), who studied runoff produced by rainfall mtgeonto fresh cattle faecal pats and
poultry manure treated soilShe high quantity of faecal indicator released fn@plicate 1 in
the cattle manure treatment is probably linkedh® heterogeneity of this effluerfeor F
specific coliphages, the small quantity released5@o 2.9 %) into runoff water from cattle
manure-amended soils is probably due to the hetermus mixture of cowpat and straw. On
the contrary, in the swine slurry treatment, F gmecoliphages were not retained in the
surface, and they were released in runoff watgréater proportions ranging from 4.1 to 15.5
%.
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Table 1V.3: Cumulative amounts of faecal indicatorsand F specific coliphages transferred into the ruaff
water during the rainfall experiments.

Swine slurry Cow manure
cumulated % release cumulated % release
runoff (L) runoff (L)
E. | Enterococci Coliphages E. | Enterococci Coliphages
coli coli
Replicate 11.7 2.3 1.9 8.0 11.6 28. 8.7 2.8
01
Replicate 11.9 2.0 2.3 4.1 11.8 5.2 2.6 2.9
02
Replicate 11.9 4.7 2.9 155 115 5.6 1.1 0.4
03
[1l/-2-2 Dynamics of host-specific bacterial and ckmical markers in runoff
waters

Table IV.4 shows the concentrations or the valdélefaecal markers in runoff samples
(control, swine slurry and cattle manure). In trentool runoff water samples, the host-
specific bacterial markers and steroid markers ess than the quantification limit. After
spreading of swine slurry or cattle manureamylovorusthe Pig-2-Bac and the Rum-2-Bac
markers were quantified at a level ranging betwedrx 10° and 4.8x 10’ cells or copies/
100 mL in the runoff waters samples. It is notewprthat the difference of concentrations
observed fofE. coli and the enterococci, on the one hand, in manuduory, and, on the
other hand, in the runoff waters (about 2;agnits) is also observed for the host specific

markers, indicating that they have a similar transbmpared to the faecal indicators.

The steroid profile in runoff samples from swinarg} and cattle manure-amended soils
was quite similar to that observed in correspondiagg animal manures. In order of
decreasing abundance, the main steroid compouedsitrin runoff water from swine slurry-
amended soils were: coprostanol (10.9 to 15.2 %)etBylcoprostanol (9.1 to 10.4%),
sitosterol (8.1 to 9.1 %) and cholestanol (7.9 . ®). In runoff water from cattle manure-
amended soils, the main steroids were: sitostal@(to 15.2 %), 24-ethylepicoprostanol
(8.7 to 10.8 (85 to 9.1%).

ethylcoprostanol, expressed in %) and R2 (sitostammrostanol) ratio were calculated for

%) and sitosterol Rlop(ostanol/coprostanol+24-

the runoff sample from swine slurry and cattle ntaramended soils. The results presented
in Table 1V.4 showed that average R1 and R2 ratoged from 56.6 to 57.9 % and from

0.56 to 0.61, respectively, in step 01 and stepfGnoff water from soils treated with swine
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slurry. Average R1 and R2 ratios ranged from 48949.0 % and from 1.90 to 1.95,
respectively, in step 01 and step 02 of runoff watem soils treated with cattle manure and
are significantly different from those measuredswine slurry runoff. The results did not
show any significant variation in the steroid conittom step 01 to step 02 in runoff water
derived from swine slurry and cattle manure-amersiaid. The results also showed that R1
and R2 ratios in runoff samples from animal maramended soils were close to the values
obtained for the corresponding raw animal manukees€ results are in agreement with the
previous study of Tyaget al. (2009), suggesting that the steroid fingerprinamimal manure
can be transferred into the runoff water from aneehsbils.

The Bio/Geo fluorescence indexes of the runoff dampollected from control, swine
slurry and cattle manure-amended soils were quitédas to those measured on the soil or the
raw faeces. In runoff samples from step 1 and 2/@o values for the swine slurry
treatment (0.30 to 0.25) and cattle manure treatified7 to 0.24) are significantly different
(p < 0,05) and remained twice as high as in theffumater from the control soil (Bio/Geo:
0.11). Based on these results, we can concludeBib&Beo markers of animal manure were
transferred to runoff water from animal manure-adeeh soils. The Geochemical
Fluorescence Index (GFI) of swine slurry treatmfentStep 1 (1.38) or Step 2 (1.35) is not
significantly different (p<0.05) from the values aseired on swine slurry raw faeces (1.33).
GFls in runoff from the cattle manure treatmen8l- 1.22) were similar to the values
measured in cattle manure raw faeces (1.26), whileff waters from swine slurry and cattle
manure treatments yield values not significantfyedent from those measured in the runoff
from the control soil (1.21 and 1.19). Our reschsfirm the potential of natural fluorescence
as a tracer of dissolved organic matter in farmt&vas proposed by Baker (2002) and Naden
et al. (2010). Our results show for the first time thatural fluorescence cannot help to
discriminate between swine or cattle origin. The/Bieo fluorescence tracer is sufficient to
trace dissolved organic matter from farm waste. [&/the GFI index is inappropriate for
discriminating between soil and farm waste, it dolbé important to distinguish farm waste

from human waste.

The microbial and chemical markers were recovenettie runoff water. The main result
of this study is that both microbial and chemicaktispecific markers are transferred into

runoff water. The application of both microbial acttemical markers in a field study of a rain
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simulation is an original approach. In the futuhes minimum data set to discriminate bovine

from swine or human faecal contamination in rivéticbments will be investigated.

Table 1V.4: Results of the faecal markers for the unoff samples (control, swine slurry and cattle maare).

Step 01 Step 02
Faecal indicators
E. coli (UFC/100 mL)
Control <LQ <LQ
Swine slurry 2.1x185.5x10¢ | 1.3x10+3.9x10°°

Cattle manure

3.6x2@2.6x10°F

4.3x10+3.4x10°F

Enterococci (UFC/100 mL)

Control

<LQ

<LQ

Swine slurry

2.2x1%°

1.2x10+1.7x10°¢

Cattle manure

1.6xP01.1x10°F

9.1x10+3.8x10 "

Host-specific bacterial markers

L. amylovorugcells/100 mL)

Control n.d n.d
Swine slurry 4.8x16:1.2x10° | 3.5x10+5.3x10° ¢
Cattle manure <LQ <LQ
Pig-2-Bac (copies/100 mL)
Control n.d n.d
Swine slurry 1.3x103.7x10° | 7.1x10+1.4x10°
Cattle manure <LQ <LQ
Rum-2-Bac (copies/100 mL)
Control n.d n.d
Swine slurry <LQ <LQ

Cattle manure

1.2x182.7x10 ¢

7.1x10+2.3x10°¢

Chemical markers

Cop/(Cop+24ethylcop), in %

Control n.d n.d
Swine slurry 57.9+0.8 56.6+0.7°
Cattle manure 49.0+03 48.9+0.2°

Sitostanol/Coprostanol

Control n.d n.d
Swine slurry 0.58+0.01 0.61+0.02
Cattle manure 1.90+0.71 1.95+0.17°

Bio/Geo

Control 0.11+0.0F 0.11+0.07°
Swine slurry 0.30+0.01 0.25+0.03
Cattle manure 0.27+0.07 0.24+0.05

Geochemical Fluorescence Index

Control 1.21+0.04 1.19+0.02
Swine slurry 1.38+0.03 1.35+0.0F
Cattle manure 1.28+0.F1 1.22+0.08

n.d : not detected, LQ : limit of quantificationean + SE (n=3)

For each parameter, values are not significanfferdint (p<0,05) if they have the same letter.
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I\V//- CONCLUSIONS

Swine slurry and cattle manure application was dihko increased microbial and
dissolved organic carbon in runoff after storm ése@ur study demonstrated the transfer of
microbial and chemical markers from animal manuoe ranoff water during rainfall
simulation on agricultural soils. To the best of émowledge, this study presents the first
guantification of host-specific bacterial and cheashimarkers in runoff water samples after
experimental spreading of swine slurry or cattlenara. Our study implies that MST markers
are able to discriminate between swine and cattedl contamination in the environmerd
runoff after manure spreading. Among all the testedkers in this study, the fluorescence
geochemical GFI could not be used for faecal comafmon detection and can not be

improved.

Further studies are in progress to assess theaosfér kinetics of microbial and chemical
markers and their persistence under experimentaditons. Once validated, the microbial
and chemical markers will be applied to the idecdiion of faecal contamination in
catchment areas in order to comply with the requémts of the new Water Framework

Directive.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette étude avait pour but d’étudier le transfes tharqueurs chimiques et microbiens au
cours de changement de matrices (déjections/solg/est de valider ces marqueurs pour
tracer la contamination fécale dans le milieu r&tuPour cela, un épisode de pluie
caractéristique d’une pluie moyenne (67 mf).en Bretagne fréquente au printemps a la
période des épandages a été reproduit sur unelpaagecole expérimentale ayant recus des

déjections.

L’ensemble des marqueurs microbiens et chimiquas (8s marqueurs de fluorescence)
initialement trouvés dans les déjections ont ér®ugés dans les eaux de ruissellement et ont
permis la différenciation des deux sources. Aiasirhécanismes de transfert n’interférent pas
sur la capacité des marqueurs sélectionnés a fiderdt différencier ces deux sources de

contaminations, ils sont donc tous validés.

Dans cette étude, les stéroides sont utilisés Isofsme de deux rapports (R1 et R2).
Ces rapports ont permis de montrer qu’il y avagnbun transfert du signal pendant le
changement de matrice et donc conservation du Isi@@ns la précédente étude sur les
déjections brutes, les rapports de stéroides avanremis en cause par manque de
spécificité. Une analyse par ACP de six stanolsitaators été développée permettant
discriminer I'ensemble des échantillons de déjestiporcines et bovines analysés. Cette
analyse a été appliguée avec succes aux eauxsgelteiment utilisées au cours de la présente

étude et fait 'objet du chapitre 5.

Les déjections animales ne sont pas la seule spoteatielle de contamination fécale au
sein d’'un systeme naturel. En effet, la synthébkdgiraphique réalisée au chapitre 1 a mis en
exergue que les contaminations fécales sont majerbent liées a des insuffisances
structurelles de stations d’épuration domestique.pble humain via des rejets directs de
STEP et/ou de systéemes autonomes ou via des émandagoues de STEP n’a pas encore
été exploré au cours de cette thése. Il est domaragessentiel de le caractériser comme cela a
pu étre fait pour les déjections animales et dealaler 1a encore en conditions contrblées
(eaux dopées par un effluent de STEP) et en milagurel (suivi d’eaux de riviere en sortie
de STEP).
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CONTEXTE ET OBJECTIFS

La synthese bibliographique du chapitre 1 a migwdence que le développement et la
validation d’'un marqueur se fait en plusieurs éap@ premiére étape - qui a fait I'objet du
premier article de cette thése (Chapitre 3) - asicbéd a tester la capacité des stéroides a
différencier deux poles sources d’origine animake (iéjections d’origine bovine et d’origine
porcine). Dans cette étude, il a été montré quiisation d’'une analyse statistique (ACP)
basée sur la distribution de 6 stanols (coprostamtoprostanol, campestanol, sitostanol,
24-ethylcoprostanol et 24-ethylépicoprostanol)téapable de différencier aisément ces deux
types de déjections. La deuxiéme étape a consigtidier, en conditions contrélées, le

transfert de la signature des stéroides des dajsciinimales via les sols vers les eaux.

Deux questions restent en suspens a la suite ddecespremiéres études : 1) est-ce que
I'outil développé est apte a distinguer les ref#sSTEP d’origine humaine des déjections
animales ? et 2) est-ce que l'outil développé edtissmment viable et robuste pour
discriminer les contaminations fécales dans leemilnaturel soumis a des contaminations

multi-sources ?
C’est pourquoi cette étude vise a :

- Tester la capacité de la méthode développée ardiser trois poles différents
(bovin, porcin et humain) en analysant des échamsi d’'influents et d’effluents
de STEP et en les injectant a 'ACP développéelginéament. ;

- Etudier le transfert des « signatures stéroidess»pdles sources vers les eaux en
analysant des expérimentations en milieu contndidesterrain ou au laboratoire.

- Appliquer l'analyse statistique de la distributiales stanols a deux bassins
versants subissant des contaminations récurrente®-n{d’origine animale) et
multi-sources (d’origine animale et humaine) et parer les résultats obtenus a
d’autres marqueurs microbiens et chimiguésnjeu ultime étant de fournir une
boite a outils aux collectivités pour répondre alemandes imposées par les
nouvelles réglementations européennes et identifisgine des contaminations

fécales.
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ABSTRACT

Improving the microbiological quality of coastal darriver waters relies on the
development of reliable markers capable of detanginfaecal contamination sources.
Recently, a principal component analysis (PCA) méthased on six stanol compounds (i.e.
coprostanol, epicoprostanol, = campestanol, sito§tan@4-ethylcoprostanol, 24-
ethylepicoprostanol) has been shown to be suitil@listinguishing between porcine and
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bovine faeces. In this study, we tested whether@kstanol-based PCA method could become
a method of more general interest, suitable fakirg faecal contamination sources in waters
from areas of intensive agriculture where the cmmation context is often marked by the
co-existence of human, bovine and porcine faecalacoination sources. In particular, well-
defined and stable clusters have been found in B&bie plots gathering samples of “pure”
human, bovine and porcine faeces along with ruraffl diluted waters on known
contamination origin, which should alloavpriori to determine clearlyhich of these three
sources is dominantly involved in the faecal conteation of given water. A good
consistency has also been observed between theesassignments made by the 6-stanol-
based PCA method for river waters contaminatedalegdl matters of unknown origin. More
generally, the tests conducted in this study afguean introduction of the 6-stanol-based
PCA method in the MST toolbox to help identifyirmetal contamination sources. The data
presented in this study show that this introductbmuld improve determination of faecal
contamination sources in conditions where micralgjmal tools may be poorly or not
operating, including the cases of relatively olchtemninations or of a contamination of

moderate to relatively low intensity.

Key words: stanols; faecal contamination; microbial soureeking; microbial markers;

Bacteroidales; principal component analysis.
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I/- INTRODUCTION

Faecal contaminations from human and animal wastgsonly contribute to the
degradation of aquatic systems but also affect mguelity posing serious threat to human
health from exposure to pathogenic bacteria, vduard protozoa (Sintcet al, 1998; Pruss
et al, 1998; van Aspereet al, 1998). Health risks are particularly acute inhibag and
shellfish haversting waters and could result inatieg touristic impacts and economic losses
due to bathing prohibition or shellfish farming aseclosure (Yodeet al, 2008). In order to
limit these risks and improve water quality, mamaget plans and methods are required
which need the development of tools capable oftifiémg faecal contamination sources.
This need is even stronger than the water quaigulations issued by public authorities tend
to be more demandin@his is particularly the case in Europe where theised Bathing
Water European Directive (2006/7/EC) recently idtroed more stringent microbial
concentration limits together with the need of lelsthing bathing water profiles requiring
determination of the animal or human origin of taecal contamination, a requirement also
included in the revised European Shellfish Dirext{Regulation (EC) 854/2004). Yet, the
faecal indicator bacteria (FIB) such as Escheridoia (E. coli) and enterococci used in the
regulations to evidence a faecal contamination weoge are not source specific as they are
found in the faeces of most warm-blooded animalg.,(dirds, wild animals and livestock,
humans; see Sintaet al, 1998; Scotet al, 2002, and references therein), thus calling ¢o th
development of other, more specific indicators.

During the past decade, several microbial and otelnmharkers associated with human
and animal faeces, or their related effluents, H@an proposed as methods to identify faecal
contamination sources (Sco#t al, 2002; Simpsonet al, 2002; Meayset al, 2004;
Glassmeyeret al, 2005; Cimentiet al, 2007). These methods collectively referred as to
“Microbial Source Tracking” (MST) methods have besaveloped to discriminate between
human and nonhuman sources of faecal contaminaiahpetween different animal species.
Chemical makers such as faecal steroids, caffeiuke sgnthetic compounds released into
urban wastewaters have been for example used tbnglish human and animal
contamination (Leemingt al, 1996; Shatet al, 2007; Tyagiet al, 2008, 2009). Microbial

markers including bacterigdrcheabacteria viruses and protozoa have also been tested
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(Bernhard and Field, 2000; Jimenez-Clavetal, 2003; Ufnaret al, 2007) and compared in
a few cases to the chemical MST toolbox (Blaathl, 2006; Gourmeloet al, 2010).

One of the methods that may have significant achged is the use of chemical markers
such as faecal steroids. In fact, unlike bacteniathods which require in-situ treatment of
samples because microbiota cannot be stored fongatime, steroids are less demanding in
term of sampling and sample storage precautionsingathem easier to implement.
Furthermore and most importantly, animal and hufaaces contain considerable amount of
steroids with different relative proportions, leaglito the possibility of using particular sterol
and/or stanol ratios as faecal contamination soumtakers. Six such ratios (i.e.
5BCo7+2dCo7+2g  SBCo7+2dCors2g  5PBCo7+2dCor2g  SB-stanols/Gz,  [cop/(cop+24-
ethylcop)]*100; Sitostanol/Coprostanol) have be@valoped and used in this way in the
recent past (Grimalt et al., 1990; Fattore etl#96; Leeming et al., 1996; Bull et al., 2002;
Jardé et al., 2007a, 2007b; Shah et al., 2007; r@elon et al., 2010). This use of steroid
ratios, however, was very recently questioned kg demonstration of an overlapping of
values of certain animal sources (namely porcing lovine) hitherto supposed to have
specific values for these ratios (Derrien et @1D). Does this mean that faecal steroids are
no longer usable for tracking faecal contaminaoarces? The answer to this question might
be negative insofar as it has been shown thatreipal component analysis (PCA) method
based on 6 stanol compounds (i.§-cholestan-B-ol (coprostanol), B-cholestan-8-ol
(epicoprostanol), 24-methylescholestan-B-ol (campestanol), 24-ethyle5cholestan-$-ol
(sitostanol), 24-ethyl{8-cholestan-B-ol (24-ethylcoprostanol) and 24-ethyB-&holestan-
3a-ol (24-ethylepicoprostanol)) allowed to circumvéhé above mentioned ratio specificity
loss problem (Derriert al, 2011). However, this 6-stanol-based PCA methadieen so far
tested only on two animal sources - namely poram#bovine - and its ability to discriminate
between animal and human sources remains thus ésthblished. Also to be established is
the ability of the 6-stanol-based PCA method towaldiscrimination between porcine and
bovine sources, after the faeces will have beersparted from the soils to the water. Indeed,
the discriminating capacity of the method has beeriar established by confronting stanol
analyses only of porcine and bovine faeces (Degtal, 2011). However, animal faeces are
usually only accidentally discharged directly im@ater. Most commonly, they are applied
onto agricultural soils and it is their transferroyoff during rainfall events which can lead to
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water contamination. The question therefore arighsther the transport of the faeces by
runoff could lead to a loss of specificity of thestanol-based PCA method. Finally, the
method also lacks a test in the context of watemgacted by several faecal contamination
sources, as well as a comparison with other MSThaut, particularly those relying on viral
and bacterial markers. Indeed, no single sourcekitrg microbial or chemical method
appears sufficiently discriminatory to identify tbhegin of faecal contamination in water
(Griffith et al, 2003; Blanchet al, 2006; Field and Samadpour, 2007), making it very
important to compare the methods one against etwr. Also, chemical markers may not
behave like microorganisms in waters (half-lifesyrba for example different; see Soleeki
al.,, 2011), and it is therefore essential to compdrenscal-based MST methods with
microbial-based MST methods before validating threniers as reliable contamination source

tracking methods.

Given the problems outlined above, a three-stegysitas conducted. In the first step, the
samples previously used by Derrienal. (2011) to set up the 6-stanol-based PCA method
were pooled and treated together with a seriesnfifiant/effluent samples from urban
wastewater treatment plants (WWTP) to verify thditgbof the method to discriminate
between “pure” porcine, bovine and human faecatcasu In a second step, results obtained
earlier on i) runoff waters from soils amended watircine and bovine faeces (Jaffregial,
2010) and ii)) WWTP effluent samples diluted in freand sea-water (Soleckt al, 2011;
Jeanneaet al, 2011) were added to the “pure” faecal source dase and treated along with
this data base to test the capacity of the 6-staaséd PCA method to resist to faeces dilution
and to faeces transport by runoff. Finally, in adlstep, the method was applied to water
samples from two coastal river basins (baoulas and Pénerf river basins) undergoing
recurrent animal and human faecal contaminatioms,ita results compared with information
provided by microbial and other chemical tracersyfgnelonet al, 2010; Mieszkinet al,

2009, 2010) as regards the true source(s) of gmafaontamination.

This study aims at (i) developing further a chemwimeanalysis of the stanol part of the
steroid fingerprint in order to discriminate humafipm bovine and porcine faecal
contamination sources, and (ii) validating thisltoo natural waters impacted by multiple

contamination sources in comparison with microbiadl other chemical markers. This study
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will contribute to further development and validatiof the MST toolbox, especially in the

context of coastal areas subjected to intensiviewtyre.

[I/- MATERIALS AND METHODS

[I/-1 Type and origin of samples

All samples analysed and treated statistically his study come from Brittany by a
majority and from Maine et Loire, western FranceittBny supports more than half of the
total French pig livestock that generates from &Qanillion tons of pig slurry each year (the
major part of it is spread onto agricultural larehd is also the first French agricultural region
for dairy production that lead to the production 28f million of tons of bovine manure
annually (the major part of it is also spread cegacultural land). Brittany also combines an
important tourist activity along its 1000 km of stlane with many bathing areas. It is also
one of the leading French regions as regard s$telliroduction. Finally, a significant
proportion of the population is concentrated alting coast. Taken together, these features
make Brittany an area potentially prone to a faewaitamination of its coastal waters of
mixed agricultural-urban origin, and also an ideatget for developing, testing and

comparing MST methods, in the context of coasihsisubjected to intensive agriculture.
[I/-1-1 Concentrated and diluted “pure” animal source samples

The “pure” animal manure data include publisheddataesults from i) nineteen samples
of concentrated bovine faeces and ii) six sampleslilated bovine faeces investigated
previously by Mieszkiret al. (2010), Derrieret al. (2011) and Jaffréziet al. (2011). The
concentrated bovine faeces samples comprise a miedlation of six fresh cowpats, nine
fresh manure and four aged (between 4 and 6 maotdhsged bovine manures while the six
samples of diluted bovine faeces correspond to ffumaters collected during rainfall
simulations performed on an agricultural experirakmiot previously spread with bovine

manure.

Published stanol results for “pure”, concentrated diluted porcine samples which were
included in the present study comprise i) fourtiremw pig slurries, four aged (between 1 and
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9 months old) raw pig slurries, four physicallyaied pig slurries and four chemically treated
pig slurries previously analyzed by Derrienal. (2011), and ii) six samples of runoff water
collected during rainfall simulations carried ouh @n agricultural experimental plot

previously spread with porcine manure and analgzetier by Jaffréziet al. (2011).

Details regarding sampling techniques, sample cheniatics and sample storage
conditions can be found in Mieszket al. (2010), Derrieret al. (2011) and Jaffréziet al.
(2011).

[I/-1-2 Concentrated and diluted “pure” human source samples

Thirty five samples of WWTP influents (i.e. 17)fleénts (i.e. 16) and sludge (i.e. 2)
coming from 20 different WWTP were also includedie statistical analysis. Among these
thirty five samples, four correspond to samples/ipresly investigated by Gourmelast al.
(2010), the thirty one remaining being new samplbese steroid profiles were determined in

this study.

Six diluted WWTP samples were also included. Therlavere prepared by artificially
seeding three fresh water samples and three saasaat@les with a WWTP effluent at a 1:18
dilution ratio. The total mixing procedure includirthe seawater, freshwater and WWTP
effluent provenance is described in Jeannetaal. (in submission), who also provided the

steroid analyses of these samples.
[I/-1-3 Samples from theDaoulasand Pénerfriver basins

Three samples from tHeaoulasriver and six samples from thiRenerfriver basin were
used to confront the diagnosis made by the 6-staastéd ACP method with the information
provided by the microbial markers in the context mefal rivers suffering bacterial
contamination. Thé&aoulasriver is a river located in Western Brittany flowgi through an
agricultural area associated with intensive bowmazing. Stanol chemical and microbial
marker data from the three samples come from thaysif Gourmelon et al. (2011) (samples
C1-C3), and the reader is referred to this studyrffmrmation on the sampling protocols and
analytical methods used. Samples from Bémerfriver basin are in contrast new samples,
specifically analyzed for this study.

178



Chapitre 5 — Les stanols sont-ils aptes a idemtif@rigine des contaminations fécales dans
les eaux dans le cas de contaminations multi-seura@mparaison avec les marqueurs
microbiologiques

The Pénerfriver basin is a small (136 Kncoastal river basin located in SW Brittany,
near the city of Vannes (Figure 1). The estuariogign of the basin nedbamganandLa
Tour du Parcis the site of an important shellfish activity,tivino fewer than 53 shellfish
farms spread over 235 ha. The two main rivers drgithe basin (namely tHerayacand the
Surzurrivers) were sampled (see Figure V.1 for sampiation). Microbial contamination is
recurrent in these rivers, as shown by the monthbnitoring of E. coli concentrations
performed in 2008 and 2009, and which revealed eunations temporarily as high as .10
cells/100 mL in both rivers. Two sources are badevto be involved in this contamination,
including i) non-point sources mobilizing the daferms occupying the river basin and ii)
point sources comprising the one municipal and itvdoistrial (food industries) WWTPs that
discharge wastewaters in tiligrayac and Surzur rivers (see Figure V.1). The sampling
strategy was adapted to the first situation witb samples (W5 and W6) and to the second
situation with one sample (W6) taken a few metensrstream of one of the two municipal
WWTPs, and three (W1, W2, W3) taken between 5 aBhdm2downstream of the two
industrial WWTPs. All samples were collected thmsalay, May 25, 2010.
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North

I:I Watershed boundary

Figure V.1: Location map of the Pénerf river basinshowing the position of the analyzed river samples.
Also indicated is the location of the municipal (opn star) and industrial (filled star) waste water
treatment plant.

[I/-2 Analytical methods

Only the methods used to obtain the new data predein this article are briefly
described below. The reader interested in the #oalyprotocols used to acquire other data
used in this study is referred to articles by Mieszt al. (2009, 2010), Gourmeloat al.
(2010), Jaffréziet al. (2011), Derrieret al. (2011), and Jeanneatial. (2011).

11/-2-1 Stanols

Samples from th&énerfriver basin and from the WWTP newly analyzed iis titudy
(about 1L) were first filtered through glass fibiters (0.7 pum, Whatman GF/F). Faecal
stanols were then extracted from the dissolved ephasing Supelco ENVI Disk C18
(Jeanneau et al., 2011) and susequently quantifssdg a Shimadzu QP2010+MS gas
chromatography/masspectrometry (Shimadzu, Tokyo, Japan). All starmhpounds were
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analysed as their trimethylsilyl derivatives. ThE-GIS analysis and quantification of steroid
compounds has been described in Dereeral. (2011) and Jeanneaet al. (2011). The

linearity of the calibration curves, as well asommhation regarding the detection limits and
nature of the m/z fragments used for the identiticaand quantification of the 6 stanols

investigated in this study are presentetiable V.1.
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Table V.1: Usual and trivial names of the six starlccompounds used in this study. Also given in theable are the chemical formula of the compounds asell as the
m/z values used for their identification and quanfiication. Regression coefficient of calibration cuves and detection and quantification limits are als indicated.
The numerical symbols encrypted in column 3 allowdcation of the compounds in Figure 2.

IUPAC name Trivial name Symbol m/z Quantification characteristics
Identification — Quantification Standard Linearity DL! (ppb)
5B-Cholestan-3f3-ol Coprostanol 1 257, 355, 370 215 Coprostanol 0.996 5
5B-Cholestan-3a.-ol Epicoprostanol 2 257, 355, 370 215 Epicoprostanol 0.996 5
24-Methyl-5a.-cholestan-3[3-ol Campestanol 3 369, 398, 484 215 Campesterol 0.997 5
24-Ethyl-5a.-cholestan-3[3-ol Sitostanol 4 383, 398, 473 215 Sitostanol 0.989 10
24-Ethyl-5B-cholestan-3[3-ol 24-Ethylcoprostanol 5 257, 383, 398 215 Campesterol 0.997 5
24-Ethyl-5B-cholestan-3c.-ol 24-Ethylepicoprostanol 6 257, 283, 398 215 Campesterol 0.997 5
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[1/-2-2 Microbial markers

The enumeration dE.coli was performed using the culture methods describedously
by Soleckiet al. (2011). Briefly, counts were achieved either byadealilution or by filtration
of 100 mL of sample on a 0.45 um cellulose membrahe filter or 0.1 mL of appropriate
dilution was then plated on TBX agar. The detectiont was 1 colony forming units (CFU)
per 100mL.

Along with E. coli, three microbial markers were@stigated in this study. These include
two host-specifidacteriodalesmarkers - namely i) HF 183 which is known to speaily
trace human contamination and ii) Rum-2-Bac whreleds bovine contamination (Mieszkin
et al, 2010) - and one pig-specific bacterial markactobacillus amylovoru@.. amy (Marti
et al, 2010). The quantification of HF183, Rum-2-bac andamywere performed by real-
time PCR using the methods described by Gourmetaa. (2010), Mieszkinet al. (2010)
and Konstantinowet al. (2005), respectively. The limits of quantificatiorere 1x18 genes
copies/100mL for HF183 and Rum-2bac, and @BU equivalents/ 100mL for lamy.

11/-2-3 Caffeine and TCEP

Two compounds - caffeine and tri(2-chloroethyl)ghleete (TCEP) — among the 35
chemical compounds recognized to be indicativendfirapogenic contamination have been
analyzed in thePénerfsamples along with the stanols and above micrabelkers. Both
compounds were extracted from the dissolved pha$e (um) by solid phase extraction
using Oasis HLB cartridge and then quantified usingas chromatography coupled to a
tandem mass spectrometry (GC/MS/MS) using an iap tnass spectrometer following the
method described in details in Gourmeknal. (2010). The limit of quantification of these
two compounds was 0.04 pg/L.

[I/-3 Statistical analysis

Among multivariate methods (Fralegt al, 1998; Vegaet al, 1998), Principal
Component Analysis (PCA) is useful for revealingretation patterns in complex databases
as already emphasized by Leeméial. (1996) and Saimat al (2009), among others, for the

whole steroid family and more recently by Derregral. (2011) for its stanol part. Based on a
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rectangular data matrix containing the valuep guantitative variables havingunits (also
called individuals), PCA provides geometric plotdlee p variables anah individuals. These
plots allow identifying relationships between indwals, thereby highlighting the individuals
that share common characteristics. In the same svagpresentation of the variables in the
so-called correlation circles can be used to evdehe type of correlation (e.g. positive or

negative linear correlation) existing among thestdered variables (Kim and Mueller, 1987).

In this study, we used the same 6-stanol-based R€Hod as that previously set up by
Derrien et al. (2011) to distinguish human, porcine and bovinecés. All PCA presented
hereafter were performed using the same six vasablamely coprostanol, epicoprostanaol,
campestanol, sitostanol, 24-ethylcoprostanol andetBylepicoprostanol. Discriminant
analyses were performed in each case to estabhslarsties within identified groups of
samples or dissimilarities between sample groups. HCA and related statistical tests were
performed with XLSTAT (Addinsoft, 2010).

l1l/- RESULTS

[1I/-1 Stanol profiles of “pure” bovine, porcine and human sources

Figure V.2 displays average relative distributiginsweight %) of the six stanols used in
the PCA for the bovine (cowpats and bovine manupe)cine (fresh and aged porcine
manure) and human (WWTP influent, effluent and giudsamples) source samples
statistically analyzed in this study. These disttibns reflect the 6-stanol fingerprints as
observed in three “pure” faecal contamination sesifzefore their spreading onto agricultural
land (bovine and porcine faeces) or their procgssito WWTP and further discharge in river

waters.
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Figure V.2: Average stanols profiles (in weight % istandard error) for the “pure” bovine, porcine and
human sources as defined by the source samples ayrd in this study. Average concentrations were
calculated with reference to the entire stanol sees. The name of the stanol compounds is obtained by

comparing the numerical symbols on the x axis of #hhistogram with Table 1.
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As can be seen, the bovine manures samples ar@ctdraed by high proportions of 24-
ethylepicoprostanol (#6, 27+0.6 %), sitostanol (22+0.6 %) and 24-ethylcoprostanol (#5,
11+0.6 %). The predominance ofxand PB-C,g stanols in these samples is typical of
herbivorous animals, and is explained by the biobgenation of plant-derived sitosterol
(Leeminget al, 1996). Compared to the bovine manure, the poroiaaure samples are
marked by higher proportions of coprostanol (#1®3 %), proportions that are even higher
in the WWTP samples (#1, 58+1.9 %). The second rabsnhdant stanol in both porcine
manure and WWTP samples is 24-ethylcoprostanol (#b) average relative concentrations
of 20+0.6 % and 18+0.8 %, respectively. WWTP samplistinguish themselves from bovine
and porcine manure samples by low to very low cottagions (<4%) of epicoprostanol (#2),
campestanol (#3), sitostanol (#4), and 24-ethytgpastanol (#6). The elevated proportions
of coprostanol observed in human and porcine sosareples are typical of human and
porcine faeces and are known to be due to themesa the gut of these two animal species
of specific anaerobe bacteria capable of reduciapls to B-stanols (e.g. Leemingt al,
1996).
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lll/-2 Statistical comparison of human and animal $anol signatures

and effect of dilution and runoff on “pure” source stanol signatures

Figure V.3 displays the PCA analysis performed gisire fifty-five porcine and bovine
samples previously used by Derriehal. (2011) to define these two faecal sources, along
with the thirty-five WWTP samples used in this stud define human faecal sources. The
first two components of this PCA explained 77.0 #she total variance, with the first (F1)
and second (F2) components of the PCA accounting8®% and 18.4 %, respectively. The
figure illustrates clear separation of the thremga types, evidencing that the 6 stanol-based
PCA method shown by Derriegt al. (2001) to be capable of distinguishing bovine from
porcine faeces is also capable of discriminatinguu faeces from bovine and porcine faeces.
The main contributive variables the F1 axis (Tabl¥.2), in decreasing order of importance,
are coprostanol (25.9 %), 24-ethylepicoprostan8.q2%), and sitostanol (18.4%\hile 24-
ethylcoprostanol (37.4 %), campestanol (25.6%) apatoprostanol (23.1 %) are the main
contributive variable on the F2 axis. Consistemtith the distribution profiles, the PCA analysis
reveals that coprostanol discriminates the subettseries of human samples, while the bovine
and porcine samples are discriminated mainly bwstnol and 24-ethylepicoprostanol,

respectively.
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Figure V.3: Plot of the principal component analyss of the 88 source samples investigated in this sty
using the six most discriminant stanol compounds mposed by Derrien et al. (2011) for discrimination
porcine from bovine faecal sources. Runoff and dilied samples were used supplementary individuals. F1
axis: principal component 1; F2 axis: principal conponent 1.
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Table V.2: Factorial coordinates of variables and elative contributions (in %) of variables to principal
components 1 (F1) and 2 (F2) of the principal comp@nt analysis carried out with the runoff samples
used as supplementary individuals.

Factorial coordinates variables Contributions of variables (%)

F1 F2 Fl1 F2
Coprostanol 0.95 -0.08 259 0.5
Epicoprostanol -0.64 0.51 11.7 23.1
Campestanol -0.71 0.53 144 25.6
Sitostanol -0.80 0.24 18.4 5.3
24-Ethylcoprostanol 0.48 0.64 6.7 374
24-Ethylepicoprostanol 0.90 -0.30 23.0 8.1

The addition of samples from runoff and dilutionpekments used in this study as
supplementary individuals in the PCA to test whettltee 6-stanol-derived PCA method
would survive to possible modifications of the sflaprofiles of faecal sources after their
introduction and further transfer into the enviremn show that the differences observed
between the “pure” source samples are essentialyntained (see Figure V.3). It is
particularly notable that the freshwater and seawsamples spiked with WWTP influent
waters lie right within the “human” group defined the raw WWTP samples alone, as do the
runoff samples from plots amended with porcine maras regard to the “porcine” group
defined by the porcine manure samples. In factptilg significant difference occur with the
bovine samples for which the runoff samples from #xperimental plot amended with
bovine manure lie significantly above the fieldtbé “bovine” group defined by the bovine
manure samples. A detailed survey of the standilesoof the former samples show that their
upward shift in Figure V.3 is due to a decreasethia relative proportion of the 24-

ethylepicoprostanol, which is basically the stahak defines the bovine cluster.

Discriminant analysis (DA) was applied to verify @ther groups defined by the PCA
differ with regard to variable means, and to use \thriables defining each group to verify
that the supplementary individuals are true membgtke corresponding groups. DA results
using the confusion matrix evidenced a 100% reifleason of all the individuals. As all the
eighty-eight individuals, including the animal masu WWTP, and runoff and diluted
samples, were found to be correctly classifiedew PCA was performed using the entire
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sample suite (“pure” source samples + runoff andtell samples). The results of this new
PCA are given in Table V.3 and portrayed furtheFigure V.4. The first two components of
the new PCA explained 78.2 % of the total variamath the first (F1) and second (F2)
accounting for 61.3% and 16.9 % of this total vace respectively. The main contributive
variableson the F1 axis and on the F2 axis are the samettizse controlling thé&1 and F2
axes of the PCA gathering only the “pure” source@as. As evidenced in Figure V.4, the
new PCA maintains the separation of the “human’pvibe” and “porcine” groups
reinforcing the above interpretation that the etdbased PCA method shown by Derrggn
al. (2011) to be capable of distinguishing bovine frporcine faeces is also capable of
discriminating human faeces from bovine and porta@ees, and this taking into account the
possible fractionation effects induced by the ddlnitand transport of the stanols.

Table V.3: Factorial coordinates of variables and elative contributions (in %) of variables to principal

components 1 (F1) and 2 (F2) of the principal comp@nt analysis carried out with all source samples
(including the runoff samples) used as individuals.

Factorial coordinates variables Contributions of variables (%)

F1 F2 F1 F2
Coprostanol 0.96 -0.07 24.7 0.5
Epicoprostanol -0.67 0.56 12.0 31.9
Campestanol -0.76 0.47 15.6 21.9
Sitostanol -0.81 0.29 17.8 8.3
24-Ethylcoprostanol 0.57 0.53 8.7 28.2
24-Ethylepicoprostanol 0.88 -0.30 21.1 9.2
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Figure V.4: Plot of the principal component analyss comparing of the 88 source samples and the 9 rive
water samples investigated in this study using th&ix most discriminant stanol compounds proposed by
Derrien et al. (2011) for discrimination porcine from bovine faecal sources. All source samples (i.e.
manure, WWTP, runoff and diluted samples) were useas individuals, in contrast to river water samples
which were used as supplementary individuals. F1 & principal component 1; F2 axis: principal
component 2.

[11/-3 Comparison with river samples

River samples from thBaoulasandPénerfriver basins have been pooled with the above
sample suite and treated as supplementary indiadoathe PCA (Figure V.4). As can be
seen all the samples lie inside the “bovine” grafighe PCA, except sample W5 from the

Pénerfriver basin which reports within the “human” sceigroup.

The PCA results can be compared with microbial deitd caffeine and TCEP results.
Results ofE. coli enumerations show th&t coli concentrations were higher than the inland

water guidelines of the European Directive on tleagement of bathing water quality in all

190



Chapitre 5 — Les stanols sont-ils aptes a idemtif@rigine des contaminations fécales dans
les eaux dans le cas de contaminations multi-seura@mparaison avec les marqueurs
microbiologiques

samples (i.e. 500 CFU/100 mL, Directive 2006/7/EQ3)e higheskE. coli concentration was

recorded in sample W5 froménerfriver basin: 1.4x10CFU/100 mL. Concentrations in
other samples from this basin were two order of mitage lower: between 1.4 and 6.1 %10
CFU/100 mL. Concentrations in samples from Ereoulasriver were intermediate: between
1.5 and 1.9 x1OCFU/100 mL.

As regard microbial marker results (Table V.4), fuecine-specifid.. amy marker was
detected in sample W5 from thenerfriver basin and in all sample froDaoulas river
basin, but at a concentration lower than the linfitquantification (16 CFU/100 mL).
Concentrations of this marker were below the liofidetection in the remaining 5 samples.
The human-specific marker HF 183 was quantified, if® part, only in one sample, i.e.
sample W5 fronPénerfriver basin. Concentration in this sample was, éx®v, quite high, of
7.3x10 gene copies/100mL, which is close to concentratifound in WWTP effluents
(Gourmelon et al., 2011). Concentrations in alkeotsamples were below the quantification or
detection limit of this marker (i.e. < 1x16ene copies/100mL). As regard the bovine specific
marker Rum-2, concentrations were high in the tlsaaples from th®aoulasriver and in
one sample (W2) frorRénerfriver basin (between 1.7x1@nd 5.9x18 gene copies/100mL).
Traces of this marker were also detected in anctaeple from thé&énerfriver basin (W4).

Concentrations were below detection limit in ahetPénerfsamples.

Results for the human-specific caffeine and TCE€rewalso quite variable. TCEP
concentrations were below quantification limit (©®pg/L™) in all samples, except samples
W5 and W6 from thd”énerfriver basin. Concentration in these two samplegewewever
quite different, that of W5 (0.28g/L™) being >5 times higher than that of W6 (0j@pL™).
For caffeine, concentration was very high in W5 glnfromPénerfriver basin (12.4Qug/L
!). Some caffeine was also quantified in samples W3, W4 and W6 from this basin at
much lower concentration levels (between 0.08 a8 (ig/L™). By contrast, caffeine could

not be quantified ifPénerfsample W1 nor in the thré&aoulasriver samples (< 0.04g/L™).
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Table V.4: Comparison between concentrations of faal microbial and chemical indicators in river wate samples and the source provenances assigned by tARCA
analysis of stanol distributions.

Microbial markers Chemical markers
Samples E. Coli L. amy! }.IF1832 Rum-Z-Bac” Caffeine> TCEP? | Source assigned
(CFU/100mL) | (CFU/100mL) (copies/100mL) (copies/100mL) (ug/L) (ug/L) by stanols
Cl 1.9x 10? bql? bql 3.6x10° bql bgl Cow
C2 1.5x 10? bql bql 3.0x10° bgl bql Cow
C3 1.7x 10* bql bql 59x10° bql bql Cow
W1 1.9x 10° bgl bgl bgl bgl bgl Cow
w2 6.1x10° bgl bgl 1.7x 10° 0.09 bgl Cow
W3 22x10° bql bql bql 0.18 bgl Cow
W4 1.4x10° bql bql bql 0.22 bgl Cow
W5 1.4x10° bgl 73x10° bgl 12.40 0.29 Human
W6 3.2x10° bql bql bql 0.08 0.05 Cow

2 Below quantification limit. Quantification limit were <1x10° gene copies or cells/100mL for bacterial markers and <0.04 ug.L-! for caffeine and

TCEP.

! Pig specific marker.

2 Human specific marker.

3> Ruminant specific marker.
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I\V//- DISCUSSION

An efficient MST toolbox is critical for identifyig the origin of faecal contamination in
waters and limit or eliminate the health risks the#cal contamination poses on activities
such as bathing or shellfish harvesting. In areanténsive livestock activities such as
Brittany, the purpose is mainly to distinguish between faecatamination of human origin
and faecal contamination from two main types of@alisources, namely bovine and porcine,
bovine and porcine breeding being generally thetrmposvalent livestock activities in these
regions. In this study, we tested whether the Bedthased PCA method developed by
Derrienet al. (2011) to distinguish between porcine and bovaerés could be also suitable
for discriminating these two faeces types from harfaeces, and whether this method would
survive to possible modifications of the stanolnsigires of these three sources during
dilution and further transport of the faeces in evatWe also tested whether the source
assignment deduced from analysis of the stanokefgrints in waters being affected by a
faecal contamination of unknown origin were corgistwith the information provided on the
origin of this contamination by microbial markem®tight to be source-specific such as Rum-
2-Bac (bovine specific microbial markek), amy(porcine specific microbial marker) and HF
183 (human specific microbial marker), and otheznostltal markers like caffeine and TCEP.
This intercalibration of MST methods is crucial@mno single source tracking microbial or
chemical method has been proved so far to be mriflg discriminatory to unmistakably
identify the origin of faecal contamination in wa{&riffith et al, 2003; Blanctet al, 2006;
Field and Samadpour, 2007). From this point of viewr study joins the few studies
published to date that have intended to comparerdiit MST methods with each other
(Griffith et al, 2003; Blanchet al, 2006; Ahmedet al, 2007; McQuaiget al, 2009;
Gourmelonet al, 2011), which is an essential task for the purpddeuilding a reliable and

efficient MST toolbox for effective management arthediation of water resources.

As regard the test of discrimination between faefdsuman origin on the one hand and
faeces of bovine and porcine origin on the otherdhave found that the 6-stanol-based PCA
method was successful as it allows unambiguousatma of the three faeces types (Figure
V.3). The respective position of coprostanol aridssanol on the F1 axis of the PCA show

that these two compounds are the two most imposdtamtol in differentiating human from
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bovine faeces, while the differentiation betweencpe and human faeces is done mainly by
epicoprostanol and 24-ethylcoprostanol, as showrthkyrespective position of these two
stanols on the F2 axis of the PCA (Table V.2). Wasider the fact that the discriminatory
power of the 6-stanol-based PCA method is baseda darge sample population (88),
comprising a large variety of storage time condgi@nd secondary treatment processes (see
Derrienet al, 2011), as the demonstration that this method prayide a suitable tool to
discriminate between the three main faeces typeshwive may infer are dominant in
threatening water quality in those regions liket&ny where high population densities stand

next to intensive porcine and bovine livestock\aiés.

The test was also successful as regard the capeafcitfje method to survive to the
possible modifications of the stanol signaturesirdudilution and further transport of the
faeces by runoff. It should be remembered heredtaatols are naturally present in soils and
that these “natural” soil stanols have specifidribstion profiles (e.g. Jardét al, 2009).
Mixing of the “soil” stanols with the bovine andngme stanols upon manure spreading such
as might have occurred during the runoff experimerarried out by Jaffréziet al. (2011)
could have led to modifications of the original bw and porcine stanol signatures. These
modifications, if significant, could have in tured to a specificity loss of the 6-stanol-based
PCA method, which could no more be able to diststyletween porcine and bovine faecal
sources in the runoff waters. Yet, runoff waters e true, effective sources through which
the bovine and porcine faecal contaminations ameeed to reach water in agricultural
regions. Quite clearly, this specificity loss didtnoccur for the porcine source as the
corresponding runoff water samples were founddaigiht in the center of the porcine faeces
cluster in the PCA score plot (Figure V.3). Onlg tstanol signature of the bovine—derived
runoff samples appears to have suffered some noatldns, which was manifested mainly by
a decrease of the relative 24-ethylepicoprostaontentration in the runoff water samples as
compared to the original bovine manure source (€igt3). The resulted shift in the PCA
score plot was however quite insignificant as réackdy the 100% reclassification of the
corresponding samples as belonging to the bovipe. tyhe reclassification was also 100%
successful for the diluted samples, suggestingdtation also had essentially no effects on
the discriminant power of the 6 selected stanadien together, results of this second test are

very important. Indeed, they are not intended toceatrated, raw faeces that do not impact
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directly water resources but to diluted by-produsiteh as runoff waters that are the true
vectors through which the faecal contaminationfisctively transferred to water. The fact
that the introduction of these samples does nactfthe resolving power of the 6-stanol-
based PCA analysis is the true test of the applibabf this method to real contaminated

waters.

All the analyzed river water samples gdvecoli exceeding the limit value of the inland
water guidelines of the European Directive (i.e050FU/100 mL, 2006/7/EC) on the
management of bathing water quality, indicatingum the presence of faecal contamination
in the rivers from which they come from. The uselw 6 stanol-based PCA method allow
assignment of the faecal contamination to a bosmece for all samples, except sample W5
from the Pénerfriver basin for which a clear assignment to a hursaurce is revealed
(Figure 4). These assignments are consistent Wéhticrobial marker data. Indeed, W5 is
the only sample in which the human-specHiacteroidalesmarker HF 183 was found to
occur in significant proportion. In fact, this markwas not detected in all the other samples,
concentrations being in all cases below the detedimit (< 100 gene copies/100 mL). The
consistency between the assignment made for W5héyb6tstanol-based method and the
source information provided by thHgacteroidalesmarker HF 183 is important as the latter
microbial marker was already found to be highly lamrspecific in Brittany (Gourmeloet
al., 2010), in line with other successful specifidiggt obtained for this marker elsewhere in
EU (Seurincket al, 2005; Mieszkinet al, 2009), in the USA (Kildaret al, 2007) and in
Australia (Ahmecet al, 2009). Thus, a strong consistency is achievedid®t the 6-stanol-
based PCA method and the the human-speBdicteroidalesmarker HF 183, confirming the
capacity of the 6-stanol-based PCA method to becamaluable tool for determining the
presence of a faecal contamination of human oligiwater. The assignment of the faecal
contamination detected in W5 sample to a humancsoig also confirmed by the high
caffeine and TCEP concentrations measured in #mspke (Table V.4). Finally, and most
importantly, it is also consistent with the locatiof this sample, which come from a sampling
point located 20 meters downstream of the dischamige of the municipal WWTP in

operation on th@énerfriver basin (Figure V.1).

The consistency is also very strong in the cagbefemaining?énerfriver samples and

of the threeDaoulas river samples whose faecal contamination appebsarlg to be

195



Chapitre 5 — Les stanols sont-ils aptes a idemtif@rigine des contaminations fécales dans
les eaux dans le cas de contaminations multi-seura@mparaison avec les marqueurs
microbiologiques

dominantly of bovine origin. Two important argum&rsupporting this interpretation are i)
the close grouping of all these samples in the rmwluster in the PCA score plot (Figure
V.4), and ii) the detection in four samples outegfht of high concentrations of the bovine
specific microbial marker Rum-2-Bac (between 1.7x&fd 5.9x1® gene copies/100mL)
with no traces of the two other, human- and porsipecific microbial markers (Table V.4).
The host specificity of Rum-2-Bac has already bestablished (Mieszkiret al, 2010;
Gourmelonet al, 2010), and the consistency of the microbial tsswith results of the 6-
stanol-based PCA method obtained for these sanmpégs be consider as am posteriori
validation of the capacity of the 6-stanol-basedAP@ethod to reliably detect a faecal

contamination of bovine origin in water.

It should be noted, however, that the Rum-2-Baaabial marker was not detected in all
the bovine-contaminated samples. In fact, tifPéaerfsamples (W1, W3 and W6) whose
faecal contamination is otherwise assigned to anieowrigin based on their stanol profiles
showed no traces of this marker. This might be tdua difference in the sensitivity of the
markers in relation with differences in the contaation load. There is indeed a positive
correlation in the bovine-contaminated samples betwtheE. coli concentration and the
Rum-2-Bac concentration (Figure V.5). However, dtiained correlation does not intercept
the E. coli axis at a&&. coli concentration = 0. In fact, there seems to harenamumE. coli
concentration level of about 5X1EFU/100 mL to be reached to allow the Rum-2-Bac
microbial marker to become detectable (Figure B Ppossible higher detection capacity of
the stanols as compared to the Rum-2-Bac micrabiatker was already evidenced by
Gourmelon et al. (2010) who could not find tracéshess marker in water samples with low
levels of E. Coli (< 5x1®CFU/100 mL), while the stanols could be detecteti aven
quantified, in these same samples. An interestimglasion which arises of this study is thus
that the 6-stanol-based PCA method could be morgitsee than the microbial marker-based
methods in low-contaminated waters, and could tbezecome to support the latter method to
identify contamination sources in these watersarily cases and to conclude, it should be
pointed out that the evidence which is providedthg 6-stanol-based PCA method that
waters from theDaoulas and Pénerfriver basins suffer from a diffuse contaminatioh o

bovine origin is fully consistent with the agriauiél context of these two basins. As already
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noted, indeed, both basins are the site of intendmiry farming activities, with massive

return of manure and cowpats to the soil, partityla lowland cattle pastures.
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Figure V.5: Diagram illustrating positive correlation between E. Coli and Rum-2-Bac concentrations in
those samples for which the 6 stanol-based PCA meith indicates a faecal contamination of bovine origi
The existence of samples showing no traces of Rum&ac while havingE. Coli concentrations >>0
suggests existence of a minimum faecal contaminatidoad to insure detection of the Rum-2-Bac marker.

V/- CONCLUSION

This study has tested whether the 6-stanol-basédri®é&hod set up earlier by Derriet
al. (2011) to distinguish between bovine from pordameces could become a method of more
general interest, suitable for tracking faecal aonhation sources in waters from areas of
intensive agriculture where the contamination ceinie often marked by the co-existence of
human, bovine and porcine faecal contaminationcasurThe different tests conducted for
this purpose proved to be globally positive. Intjgatar, well-defined and stable clusters have
been found in the PCA score plots gathering puszda samples along with runoff and
diluted waters on known contamination origin, whishould allowa priori to determine
clearly which of these three sources is dominantly involiredhe faecal contamination of
given water. A good consistency has also been wbddretween the source assignment made

by the 6-stanol-based PCA method and those madsoime of the few existing specific
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microbial markers. More generally, the tests coteltiin this study argue for an introduction
of the 6-stanol-based PCA method in the MST tooldox help identifying faecal
contamination sources. This introduction would s¢erbe particularly welcome in the case
of waters only moderately contaminated, as theostarethod appears significantly more
sensitive than the microbial marker methods, atleathe case of a contamination of bovine
origin. Another advantage of introducing the 6-stdmased PCA method in the MST toolbox
is that these compounds might have higher persistdimes in waters than microbial
markers. A recent experimental study for examptengd that the persistence time of stanols
in waters was 27 to 55 days against only 4 daythi®porcine-specific microbial marker Pig-
2-Bac (Soleckiet al, 2011). Studies on the persistenceBaftteroidaleshave mainly been
conducted in microcosms under the influence of @laysand chemical parameters such as
temperature, oxygen stress, predation, light atiditya(Seurincket al, 2005; Okabe and
Shimazu, 2007; Martet al, 2009; Soleckiet al, 2011). Globally, these studies showed a
decrease in the persistence Bdcteroidaleswith an increase of temperature; with higher
concentration of oxygen, low salinity and also tha persistence depended on the host-
specific Bacteroidalesmarkers. Thus, by introducing the 6-stanol-based R@thod in the
MST toolbox, we could be able to improve the deteation of faecal contamination sources
in conditions where microbiological tools may beogy or not operating, including the cases
of relatively old contaminations or of contaminaisoof moderate to relatively low intensity.
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CONCLUSIONS

Cette étude a permis de tester et valider la cepdeil'analyse statistique de six stanols
a distinguer entre une contamination d’origine hum@au animale (bovine ou porcine) en
milieu naturel. Pour cela, la premiére étape aistésa injecter dans I'ACP les échantillons
d’origine humaine (influents, effluents et bouesSIEP). Les échantillons des trois origines
se sont regroupés les uns avec les autres endoruwileur origine, montrant clairement que
la distinction de ces trois origines était possibiecet outil. Afin de vérifier la conservation
des signatures spécifiques en stanols pendantatesfért, les échantillons issus de ces
différentes expérimentations ont été eux aussigigte dans 'ACP. Chacun d’eux s’est
retrouvé dans le pble source identifié au préalaoleespondant et l'analyse factorielle
discriminante a montré une classification 100% exig pour tous les échantillons des trois
pbles. Une fois validée en conditions controléasmEthode développée a été utilisée pour
tracer les sources de contamination fécale danisassins versants de Pénerf et de Daoulas,
situés dans des zones d'agriculture intensive & oantamination est généralement humaine
et/ou animale. Les résultats ont montré que la ou&thdéveloppée a permis d'identifier
clairement I'origine principale de la contaminatipour chacun des échantillons analysés. De
plus, une bonne cohérence a également été obsamtréeles résultats fournis par les stanols

et les marqueurs microbiologiques et chimiquesifpaes.

Les résultats ont également mis en avant un avartagain de cet outil par rapport aux
autres marqueurs dans certaines conditions. En, effss le cas d'eaux moyennement
contaminées, l'outi ACP apparait nettement plusnsg#e que les marqueurs
microbiologiques spécifiqgues, au moins dans le casne contamination d'origine
bovine. Cela peut s’expliquer par le fait que lg&aides ont un temps de persistance plus
élevé dans les eaux que les marqueurs microbialegiddes recherches sont encore a faire
pour établir le temps de survie du marqueur mi@iogigue Rum-2-Bac pour appuyer cette
conclusion. Toutefois, a titre d’exemple, une réeeétude a montré que le temps de
persistance de stanols dans les eaux est de 27jauis5 contre seulement 4 jours pour le

marqueur microbiologique porcin spécifique Pig-2:B3olecki et al., 2011).
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Ce travail de thése s’est attaché a valider lsdtion des stéroides en tant que traceurs de
sources de contaminations fécales des eaux decsutfans un contexte de contamination
multi-sources. Ces contaminations sont a l'origitee pollutions microbiologiques pouvant
entrainer des pathologies plus ou moins graves ldi@ame et déterminer la ou les sources
de ces contaminations est un enjeu de santé peblZpt enjeu est exacerbé en Europe par le
durcissement des valeurs seuils des indicateursobiidogiques des directives sur les eaux
de baignade et les eaux conchylicoles et surtoutl’phligation pour les collectivités de
procéder a I'identification et a la hiérachisatamtoutes les sources potentielles ou effectives

de contamination.

Plusieurs types d’outils, microbiologiques ou chijoes, peuvent étre utilisés pour tracer
I'origine de ces contaminations. Le choix fait daeste these de cibler les stéroides comme
traceurs découle des travaux publiés démontramidiesitialités de ces composés en terme de
tracage en raison de leurs caractéristiques profaiss que leurs spécificités élevées, leurs
seuils de détection faible ou leurs persistances tlanvironnement (Leemingt al, 1996;

Bull et al, 2002; Jardét al, 2007).

Le travail présenté ici ayant des visées opérasitbes) il s’est inscrit dans une région
affectée par des problemes de contaminations fcéturrentes multi-sources, a savoir la
région Bretagne. Cette région se définit égalenpantla présence conjointe d’'une densité

humaine importante et de zones d’élevages inte(isifgnes et porcines, principalement).
Le travail réalisé au cours de cette thése s'd&sué en trois grandes étapes.

La premiére étape a consisté a tester la spééifatit’homogénéité des signatures en
stéroides des principales déjections générées ldamsne d’étude (porcines, bovines et
humaines) en travaillant sur les déjections bruagant leur injection dans I'environnement.
Etablir cette spécificité et cette homogénéitét dtapremiere conditiolsine qua nora leur
utilisation en tant qu’outils de tracage de I'onigides contaminations fécales des eaux. Celle-
ci nous a amené a nous questionner sur le choimédsodes a utiliser pour la discrimination
des sources brutes (rapports d’abondance de cest@roides spécifigues ou méthodes multi-
variées incluant I'analyse de tout ou partie dedistribution en stéroides). Les résultats
obtenus ont montré une variabilité de la distributides stéroides dans I'ensemble des
déjections porcines. Cette variabilité étend cadrsidlement les champs établis jusqu’ici pour
ces déjections sur la base de rapports jugés aptessriminer les différentes déjections entre
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elles (Leeming et al., 1996; Jardé et al., 200ur@elon et al., 2010), et remet donc en cause
I'utilisation de ces rapports comme outils possilde tracage. L'origine de cette variabilité
n'a pas pu étre entierement établie. Elle est fnebaent le fait d'une combinaison de
facteurs primaires et secondaires, incluant defgrdiices dans le régime alimentaire des
animaux, leurs métabolismes, ainsi que des motdits induites lors du stockage et du
traitement des déjections avant leur épandagee Qetite de spécificité des rapports ne
disqualifie cependant pas les stéroides en tantrgugueurs des déjections brutes. En effet,
une analyse statistique globale des échantillomsin® bovins et humains par analyse en
composante principale (ACP) a montré que l'utilzat de six stanols (coprostanol,
épicoprostanol, campestanol, sitostanol, 24-etlpylestanol et 24-ethylépicoprostanol)
permettait de différencier de maniere claire et aobigie le pdle des déjections porcines de
celui des déjections bovines et humaines et ce rinddgforte variabilité des distributions
notée dans le Chapitre 3. Ce résultat confirmentergiel des méthodes statistiques globales a

pallier la défaillance de spécificité des rappddsstéroides spécifiques.

La deuxieme étape a eu pour objectif de vérifierdaservation des empreintes stéroides
spécifiqgues au cours du transfert des déjectiongedrvers le milieu naturel. Etablir cette
persistance est une autre conditgne qua norrequise pour qualifier les stéroides comme
traceurs potentiels des sources de la contaminticate. Cette étape a été réalisée au travers
de deux expérimentations. La premiére a consisténaparer les signatures en stéroides
d’eaux de ruissellement générées artificiellemeatr €Gimulation de pluie) sur des parcelles
agricoles expérimentales préalablement amendées dege déjections bovines (fumiers) et
porcines (lisiers) a celles des déjections brufmmédues. La deuxieme expérimentation a
consisté a meélanger un influent de station d’épumaturale avec une eau de mer ou une eau
douce (dilution 1/18) et a évaluer I'effet de diut de I'empreinte stéroide humaine. Ces
différentes expériences ont permis de montrer qualait bien conservation des signatures
propres aux différentes déjections brutes pendant Injection et leur transfert dans
I'environnement. Les échantillons issus de ceifites expérimentations ont été intégrés
dans I'ACP basée sur les six stanols discriminatablis a partir des déjections brutes. Les
échantillons d’eaux de ruissellement des parcsliedesquelles du lisier porcin a été épandu
sont dans le champ des déjections porcines aimslegumélanges influent et eau de mer/eau
douce qui se retrouvent bien dans le pb6le humagulsS les échantillons d'eau de
ruissellement des parcelles sur lesquelles du fulavin a été épandu présentent un

déplacement par rapport au pole correspondant. rilafgut, une analyse discriminante de
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'ensemble des échantillons a montré une classifical00% correcte pour tous les
échantillons des expérimentations dans chacun rdes gbles, démontrant ainsi de fagon

indéniable la conservation des signatures spéeidigun stanols pendant le transfert.

La troisieme et derniere étape a eu comme objdetifester de maniére opérationnelle
(c’est-a-dire dans le contexte d'eaux de riviergetsua des contaminations fécales de
différentes sources) la validité de loutil stémicen le comparant aux marqueurs
microbiologiques et chimiques développés en pdeallians cette these, dans le cadre du
projet "Traces" (financé par 'ANSES), dans lequette theése était intégrée. Cette ultime
étape de validation et de comparaison est un mEnpassage obligé avant la qualification
finale des stéroides comme outils opérationneldratgage des sources de contaminations
fécales des eaux. Les résultats obtenus par 'AE® gik stanols ont été comparés aux
informations fournies par les marqueurs microbiaags (L. amy, HF183 et Rum-2-Bac) et
chimiques (caféine, TCPE) mis au point et validas @ourmelon et al. (2010). Pour cela,
deux bassins versants situés dans des zones dlagegcintensive sujets a des contaminations
récurrentes mono-source (bovine) ou multi-sourbes@ine et animale) ont été choisis. Les
résultats obtenus ont montré une grande cohéramce kes sources indiquées par I'outil
stéroide basé sur l'utilisation de 'ACP de sixnstia et les marqueurs microbiologiques et
chimiques spécifiques utilisés en parallele. Lesiltdts ont également mis en avant I'un des
intéréts des marqueurs stéroides, a savoir lemdgraensibilité. En effet, dans le cas d’eaux
moyennement contaminées, c’est-a-dire des eauwwe aliveauE. coli est inférieur & 10
UFC/100 mL, ceux-ci apparaissent plus sensibles lgge marqueurs microbiologiques
spécifiqgues dont la détection et/ou la quantifmatse sont avérées impossibles du fait de

niveaux de concentrations trop bas.

Au final, les résultats obtenus dans le cadre dte dbése aménent des éléments de
validation supplémentaire quant a l'utilisation gé&roides en tant que traceurs opérationnels
de l'origine des contaminations fécales. lls démamit néanmoins que l'approche par des
rapports de stéroides doit étre utilisée avec prealeu fait de la non-spécificité de la plupart
de ces rapports en matiére de source. La méthtetaative mise au point et testée dans le
cadre de ce travail, basée sur une analyse sijaBsglobale de six stanols, fournit une
alternative plus robuste car moins sensible a t@ab@ité interne des différentes sources.
L’autre résultat majeur et trés positif de ce tib@st la cohérence des informations fournies

par les marqueurs microbiologiques, chimiques &CP des six stanols pour identifier les
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sources de contaminations fécales. Cette cohémnlze complémentarité des avantages et
inconvénients de ces deux types de traceurs comstdins conteste un argument pour leur
introduction combinée et systématique dans la édaies outils a préconiser pour un tracage

fiable des sources de contaminations fécales des ea

Au terme de ce travail de these, un certain nonder@erspectives apparaissent. Elles
sont de différents ordres et peuvent étre class@estrois items.

Les perspectives mécanistiques :

L’étude sur les déjections bovines et porcinesrenfede mettre en avant une variabilité
des signatures en stéroides sans démontrer lesisr@esa a l'origine de cette variabilité. En
effet, en raison de I'échantillonnage réalisé, sgudes hypotheéses ont été émises sur les
causes pouvant étre a l'origine de cette varigbjlifacteurs primaires (differences de
métabolisme des animaux en fonction de leur agee ¥/ou régime alimentaire) et/ou
facteurs secondaires (traitements physico/chimigt/esl stockage). Il serait donc intéressant
de poursuivre les efforts de recherche pour démmmprécisément le réle des facteurs
primaires et secondaires dans la variabilité. D’'pad, une étude pourrait étre menée sur des
déjections brutes issues de différents élevages de® groupes d’animaux d’age, de sexes et
de régimes alimentaires différents afin de testerauun ces parameétres susceptibles
d’influencer la distribution. D’autre part, le rotkes facteurs secondaires pourrait étre étudié
en effectuant des prélevements de déjections dam®w plusieurs exploitations tout au long
de la chaine de traitements physico/chimiques,rddyit brut au produit fini. En paralléle,
des expérimentations en laboratoire en conditia#rélées pourraient étre menées pour
mieux isoler les facteurs un a un. L'ensemble deé&tades permettrait de mieux comprendre

les origines de la variabilité des signatures érogties et les mécanismes mis en jeu.
Les perspectives pour 'amélioration de la boiteuails :

Dans le cadre de cette these, trois origines (leovporcine et humaine) considérées
comme majoritaires ont été étudiées pour déveldepmarqueur stéroide. Cependant, au sein
des bassins versants en zones agricoles, d’autigses potentielles de contaminations
fécales peuvent étre envisageées. En effet, il ssnaublpertinent d’étudier deux autres sources
liées aux élevages pouvant contribuer a des consdions fécales via I'épandage ou le
ruissellement des zones de péaturage: la source ¢¥B millions de tonnes de déjections/an
en France) et avicole (10 millions tonnes de d&estan en France). La source de
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contamination fécale liée a la faune sauvage gtagticulier celle liée aux oiseaux sauvages
(tels que les goélands, les mouettes) qui sonteptgssur les zones littorales devrait

également étre étudiée.

Une autre perspective serait le développement aunarqueurs tels que les acides
biliaires en raison de leurs caractéristiques deligie leurs spécificités, leurs seuils de
détection faibles ou leurs résistances a la dégomddls pourraient utilement compléter la
palette de la boite a outils, notamment dans leoddss études a venir élargiraient encore le
champ de sources possibles pouvant engendrer uieedpefficacité de la méthode "ACP aux

Six stanols".
Les perspectives qui visent a étendre I'applicatieria boite a outils :

Jusqu’a aujourd’hui, I'ensemble des travaux sutrdgage des contaminations fécales
n'ont pas encore abordé le probleme de la quaatidic des différentes sources dans le cas
d’'une contamination multiple. Les directives eurmmées sur la qualité des eaux de baignades
et des eaux conchylicoles demandent pourtant nafersent d’identifier les sources de
contaminations fécales, mais €également de lesrbiésar. A terme, il faudrait pouvoir étre
capable de modéliser les flux de contaminationaléscafin de pouvoir déterminer le poids de
chague source de contamination fécale tout audonigassin et cela jusqu’a I'exutoire. Cette
approche par modeéle permettrait d’avoir une approghantitative des contaminations

fécales.

Une derniére perspective consisterait a appliqgaenéthode développée et validée au
cours de ces travaux de thése aux coquillagesnigrgas particulierement sensibles aux

contaminations fécales.
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ANNEXE 1. DIRECTIVE 2006/7/CE DU PARLEMENT
EUROPEEN ET DU CONSEIL DU 15FEVRIER 2006CONCERNANT
LA GESTION DE LA QUALITE DES EAUX DE BAIGNADE ET
ABROGEANT LA DIRECTIVE 76/160/CEE
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DIRECTIVE 2006/7/CE DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL
du 15 février 2006

concernant la gestion de la qualité des eaux de baignade et abrogeant la directive 76/160/CEE

LE PARLEMENT EUROPEEN ET LE CONSEIL DE L'UNION
EUROPEENNE,

vu le traité instituant la Communauté européenne, et
notamment son article 175, paragraphe 1,

vu la proposition de la Commission (*),
vu l'avis du Comité économique et social européen (),
vu l'avis du Comité des régions (%),

statuant conformément a la procédure visée a l'article 251 du
traité (*), au vu du projet commun approuvé le 8 décembre
2005 par le comité de conciliation,

considérant ce qui suit:

(1) A la suite de la communication de la Commission
relative au développement durable, le Conseil européen a
fixé des objectifs comme orientations générales pour des
développements futurs dans des domaines prioritaires
tels que les ressources naturelles et la santé publique.

(2) Leau est une ressource naturelle rare dont il faut
protéger, défendre, gérer et traiter comme telle la qualité.
Les eaux de surface, en particulier, sont des ressources
renouvelables dont la capacité de restauration apres des
effets négatifs résultant d’activités humaines est limitée.

(3) La politique communautaire de I'environnement devrait
viser un niveau élevé de protection et contribuer a la
poursuite des objectifs de préservation, de protection et
d'amélioration de la qualité de I'environnement ainsi que
de protection de la santé des personnes.

(4 En décembre 2000, la Commission a adopté une
communication au Parlement européen et au Conseil
intitulée «Elaborer une nouvelle politique des eaux de
baignade» et a entamé une consultation a grande échelle
de toutes les parties prenantes et concernées. Le principal

() JO C 45 E du 25.2.2003, p. 127.

() JO C 220 du 16.9.2003, p. 39.

() JO C 244 du 10.10.2003, p. 31.

(%  Avis du Parlement européen du 21 octobre 2003 (JO C 82 E du
1.4.2004, p. 115), position commune du Consell du
20 décembre 2004 (JO C 111 E du 11.5.2005, p. 1) et position
du Parlement européen du 10 mai 2005 (non encore parue au
Journal officiel). Résolution du Parlement européen du

18 janvier 2006 (non encore parue au Journal officiel) et
décision du Conseil du 20 décembre 2005.

6

(6)

C)
©)

)
0

résultat de cette consultation a été un soutien général a
I'élaboration d'une nouvelle directive, fondée sur les
preuves scientifiques les plus récentes et accordant une
attention partiaﬂiére a une participation plus large du
public.

La décision n® 1600/2002/CE du Parlement européen et
du Conseil du 22 juillet 2002 établissant le sixieme
programme d’action communautaire pour l'environne-
ment (°) contient un engagement a assurer un niveau
élevé de protection des eaux de baignade, notamment en
modifiant la directive 76/160/CEE du Conseil du
8 décembre 1975 concernant la qualité des eaux de
baignade ().

Conformément au traité¢, dans I'élaboration de sa
politique de l'environnement, la Communauté tient
notamment compte des données scientifiques et techni-
ques disponibles. La présente directive devrait utiliser des
preuves scientifiques pour mettre en ceuvre les parame-
tres indicateurs les plus fiables permettant de prévoir un
risque microbiologique pour la santé et d'assurer un
niveau élevé de protection. De nouvelles études épidé-
miologiques devraient étre entreprises d'urgence sur les
(rjisqucs pour la santé de la baignade, en particulier en eau
ouce.

Pour favoriser une utilisation plus efficace et sage des
ressources, la présente directive doit étre étroitement
coordonnée avec la législation communautaire sur I'eau,
notamment la directive 91/271/CEE du Conseil du
21 mai 1991 relative au traitement des eaux urbaines
résiduaires (), la directive 91/676/CEE du Conseil du
12 décembre 1991 concernant la protection des eaux
contre la pollution par les nitrates a partir de sources
agricolcs(g et la directive 2000/60/CE du Parlement
européen et du Conseil du 23 octobre 2000 établissant
un cadre pour une politique communautaire dans le
domaine de l'eau (°).

JO L 242 du 10.9.2002, p. 1.

JO L 31 du 5.2.1976, p. 1. Directive modifiée en demier lieu par
le reglement (CE) n° 807/2003 (JO L 122 du 16.5.2003, p. 36).
JOL 135 du 30.5.1991, p. 40. Directive modifiée en dernier lieu
par le réglement (CE) n° 1882/2003 du Parlement européen et
du Conseil (JO L 284 du 31.10.2003, p. 1).

JO L 375 du 31.12.1991, p. 1. Directive modifiée par le
reglement (CE) n° 1882/2003.

JO L 327 du 22122000, p. 1. Directive modifiée par la
décision n° 2455/2001/CE (JO L 331 du 15.12.2001, p. 1).
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9

(10)

(1)

(12)

)
)

Des informations appropriées sur les mesures prévues et
les progres enregistrés lors de la mise en ceuvre doivent
étre d(i)ﬁusécs aux parties concernées. Le public devrait
disposer en temps opportun d'informations pertinentes
sur les résultats de la surveillance de la qualité des eaux de
baignade et des mesures de gestion des risques, afin de
prévenir les risques pour la santé, notamment dans le
cadre de pollutions prévisibles a court terme ou de
situations anormales. Les nouvelles technologies qui
permettent au public détre informé d'une maniere
efficace et comparable sur les eaux de baignade a travers
la Communauté devraient étre utilisées.

Aux fins du controle, il convient dappliquer des
méthodes et des pratiques d'analyse harmonisées.
L'observation et I'évaluation de la qualité doivent étre
effectuées sur une période prolongée pour obtenir un
classement réaliste des eaux de baignade.

La conformité devrait étre une question de dispositions
appropriées de gestion et d’assurance de la qualité et non
simplement de calcul et de mesure. L'instauration d'un
mécanisme de profils des eaux de baignade est donc
appropriée pour permettre une meilleure compréhension
des risques en vue de prendre des mesures de gestion.
Parallelement, une attention particuliere devrait étre
attachée a assurer la conformité aux normes de qualité
et une transition cohérente avec la directive 76/160/CEE.

Le 17 février 2005, la Communauté a ratifié la
convention de la Commission économique pour I'Europe
des Nations unies (UNECE) sur l'accés a l'information et
la participation du public au processus décisionnel et
l'acceés a la justice en matiere denvironnement (la
«convention d'Aarhuss). 1l convient dés lors que la
présente directive comprenne des dispositions relatives a
l'acces du public a I'information et prévoie la participa-
tion du public a sa mise en ceuvre afin de compléter la
directive 2003/4/CE du Parlement européen et du
Conseil du 28 janvier 2003 concernant I'acces du public
a linformation en matiére d'environnement (') et la
directive 2003/35/CE du Parement européen et du
Conseil du 26 mai 2003 prévoyant la participation du
public lors de Iélaboration de certains plans et
programmes relatifs a I'environnement (3).

Etant donné que les objectifs de la présente directive, a
savoir l'obtention par les Etats membres, sur la base de
normes communes, dune bonne qualité des eaux de
baignade et d'un niveau élevé de protection dans toute la
Communauté, ne peuvent pas étre réalisés de maniere
suffisante par les Etats membres et peuvent donc étre
mieux réalisés au niveau communautaire, la Commu-
nauté peut prendre des mesures, conformément au
principe de subsidiarité consacré a l'article 5 du traité.
Conformément au principe de proportionnalité tel
qu'énoncé audit article, la présente directive n'excede
pas ce qui est nécessaire pour atteindre ces objectifs.

JO L 41 du 14.2.2003, p. 26.
JO L 156 du 25.6.2003, p. 17.

aeqasion au Lonseu au Zu gecemore Zuuod.

(13)

(14)

1y a lieu d'arréter les mesures nécessaires pour la mise en
ceuvre de la présente directive en conformité avec la
décision 1999/468|CE du Conseil du 28 juin 1999 fixant
les modalités de I'exercice des compétences d'exécution
conférées a la Commission (3).

La politique communautaire concernant les eaux de
baignade revét une importance confirmée au fil des
saisons balnéaires, puisqu'elle permet de protéger le
public des pollutions qui surviennent de fagon acciden-
telle ou chronique a I'ntérieur et aux abords des zones de
baignade communautaires. La qualité générale des eaux
de baignade s'est considérablement améliorée depuis
I'entrée en vigueur de la directive 76/160/CEE. Toutefois,
la directive reflete I'état des connaissances et de
I'expérience du début des années soixante-dix. Les modes
d'utilisation des eaux de baignade ont changé depuis lors,
et les connaissances techniques et scientifiques ont
évolué. 11 convient dés lors d’abroger ladite directive,

ONT ARRETE LA PRESENTE DIRECTIVE:

CHAPITRE |
DISPOSITIONS GENERALES
Article premier

Objet et champ d’application

1. La présente directive fixe des dispositions en ce qui

concerne:

a) la surveillance et le classement de la qualité des eaux de
baignade;

b) la gestion de la qualité des eaux de baignade, et

¢) la fourniture au public dinformations sur la qualité des
caux de baignade.

2. La présente directive vise a préserver, a protéger et a

améliorer la qualité de I'environnement ainsi qu'a protéger la

santé humaine, en complétant la directive 2000/60/CE.

3

La présente directive sapplique a toute partie des eaux de

surface dans laquelle l'autorité compétente s'attend a ce qu'un
grand nombre de personnes se baignent et dans laquelle elle

n'a

pas interdit ou déconseillé la baignade de fagon

permanente (ci-aprés «caux de baignade»). Elle ne sapplique

pas:
a)

b)

aux bassins de natation et de cure;

aux eaux captives qui sont soumises a un traitement ou
sont utilisées a des fins thérapeutiques;

JO L 184 du 17.7.1999, p. 23.
QeCISION N¥ Z4>3]ZUULJLE (U L 551 QU 13.12.20U1, P. 1).
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¢)  aux eaux captives artificielles séparées des eaux de surface h)  actions visant a prévenir I'exposition des baigneurs a

et des eaux souterraines.

Article 2

Définitions

Aux fins de la présente directive, on entend par:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

«eaux de surface», «eaux souterraines», «eaux intérieures»,
«aux de transitions, «eaux cotiéres» et «bassin hydro-
graphique»: la définition qui est donnée de ces termes
dans la directive 2000/607CE

«autorité compétente»: l'autorité (ou les autorités) dési-
gnée(s) par I'Etat membre en vue dassurer le respect des
obligations prévues par la présente directive ou toute
autre autorité ou organisme auquel ce role a été imparti;

«permanente»: relativement a l'interdiction de se baigner
ou a l'avis déconseillant la baignade, une durée couvrant
toute une saison balnéaire au moins;

«grand nombre»: relativement aux baigneurs, un nombre
que lautorité compétente estime élevé compte tenu,
notamment, des tendances passées ou des infrastructures
et des services mis a disposition ou de toute autre mesure
prise pour encourager la baignade;

«pollution»: la présence d’'une contamination microbio-
logique ou d'autres organismes ou déchets affectant la
qualité des eaux de baignade et présentant un risque pour
la santé des baigneurs, tel qu'il est précisé aux articles 8
et 9 et a 'annexe I dans la colonne A;

«saison balnéaires: la période pendant laquelle la présence
d'un grand nombre de baigneurs est prévisible;

«amesures de gestion»: les mesures suivantes prises
concernant les eaux de baignade:

a) élaboration et maintien d'un profil des eaux de
baignade;

b) élaboration d'un calendrier de surveillance;

¢) surveillance des eaux de baignade;

d) évaluation de la qualité des eaux de baignade;
¢) classement des eaux de baignade;

f)  recensement et évaluation des sources possibles de
pollution des eaux de baignade susceptibles d'affec-
ter la santé des baigneurs;

@) fourniture d'informations au public;

la pollution;
i)  actions visant a réduire le risque de pollution;

8) «pollution a court terme»: une contamination microbio-
logique visée a I'annexe I, colonne A, qui a des causes
clairement identifiables, qui ne devrait normalement pas
affecter la qualité des eaux de baignade pendant plus de
soixante-douze heures environ a partir du moment ou la
qualité de ces eaux a commencé a étre affectée et pour
laquelle l'autorité compétente a établi des procédures afin
de prévenir et de gérer de telles pollutions a court terme,
telles qu'établies a I'annexe If;

9) «situation anormales: un événement ou une combinaison
d'événements affectant la qualité des eaux de baignade a
un endroit donné et ne se produisant généralement pas
plus d'une fois tous les quatre ans en moyenne;

10) «ensemble de données relatives a la qualité des eaux de
baignade»: les données collectées conformément a
l'article 3;

11) «évaluation de la qualité des eaux de baignade» le
Eroccssus permettant d'évaluer la qualité des eaux de
aignade a laide de la méthode d'evaluation définie a
l'annexe II;

12) «prolifération de cyanobactéries»: une accumulation de
cyanobactéries sous la forme d'efflorescences, de nappes
ou d'écume;

13) «public concerné»: la définition qui est donnée de ce
terme dans la directive 85/337/CEE du Conseil du 27 juin
1985 concernant I'évaluation des incidences de certains
projets publics et privés sur 'environnement ().

CHAPITRE I
QUAUT!:: ET GESTION DES EAUX DE BAIGNADE
Article 3
Surveillance

1. Les Etats membres recensent chaque année toutes les caux
de baignade et définissent la durée de la saison balnéaire, et
cela pour la premiere fois avant le début de la premiére saison
balnéaire, aprés le 24 mars 2008.

2. Les Etats membres veillent a ce que la surveillance des
paramétres exposés a lannexe I, colonne A, soit effectuée
conformément a I'annexe IV.

(") JOL 175 du 5.7.1985, p. 40. Directive modifiée en dernier lieu
par la directive 2003/35/CE du Parlement européen et du
Conseil (JO L 156 du 25.6.2003, p. 17).
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3. Le point de surveillance est I'endroit des eaux de baignade:
a) ou l'on sattend a trouver le plus de baigneurs, ou

b) oul'onsattend au plus grand risque de pollution, compte
tenu du profil des eaux de baignade.

4. Un calendrier de surveillance est établi pour chaque zone
de baignade avant le début de chaque saison balnéaire et pour
la premiére fois avant le début de la troisieme saison balnéaire
compléte suivant I'entrée en vigueur de la présente directive.
La surveillance est effectuée dans un délai maximal de quatre
jours a compter de la date indiquée dans le calendrier de
surveillance.

5. Les Etats membres peuvent instaurer la surveillance des
parametres exposés a l'annexe I, colonne A, au cours de la
premiére saison balnéaire compléte suivant I'entrée en vigueur
de la présente directive. Dans ce cas, la surveillance est
effectuce selon la fréquence prévue a I'annexe IV. Les résultats
de cette surveillance peuvent étre utilisés pour élaborer les
ensembles de données relatives a la qualité des eaux de
baignade visés a larticle 4. Dés que les Etats membres
instaurent la surveillance prévue par la présente directive, la
surveillance des paramétres figurant en annexe de la directive
76/160/CEE peut cesser.

6. Des échantillons prélevés pendant des pollutions a court
terme peuvent étre écartés. Ils sont remplacés par des
échantillons prélevés conformément a I'annexe IV.

7. Lors de situations anormales, le calendrier de surveillance
visé au paragraphe 4 peut étre suspendu. Dés que possible
apres la fin de la situation anormale, ce calendrier est rétabli, et
de nouveaux échantillons sont prélevés afin de remplacer les
échantillons qui n'ont pu I'étre en raison de cette situation.

8. Les Etats membres informent la Commission de toute
suspension du calendrier de surveillance, en indiquant les
raisons de la suspension. Cette information est transmise, au
plus tard, a I'occasion du rapport annuel suivant, établi en
vertu de larticle 13.

9. Les Etats membres veillent a ce que I'analyse de la qualité
des eaux de baignade soit effectuée conformément aux
méthodes de référence visées a l'annexe I et aux regles
énoncées a I'annexe V. Toutefois, les Etats membres peuvent
autoriser le recours a d'autres méthodes ou régles s'ils peuvent
démontrer que les résultats obtenus sont équivalents a ceux
obtenus a l'aide des méthodes visées a 'annexe I et des regles
énoncées a l'annexe V. Les Etats membres qui autorisent le
recours a ces méthodes ou régles équivalentes fournissent a la
Commission toutes les informations pertinentes concernant
les méthodes ou régles utilisées et leur équivalence.

Article 4
Evaluation de la qualité des eaux de baignade

1. Les Ftats membres veillent 2 ce que des ensembles de
données relatives a la qualité des eaux de baignade soient
recueillis sur la base de la surveillance des parametres visés a
l'annexe I, colonne A.

2. Des évaluations de la qualité des eaux de baignade sont
réalisées:

a) pour chaque eau de baignade;
b) alissue de chaque saison balnéaire;

c) surla base deI'ensemble des données relatives a la qualité
des eaux de baignade recueillies pour cette saison
balnéaire et au cours des trois saisons balnéaires
précédentes, et

d) conformément a la procédure décrite a I'annexe II.

Toutefois, un Etat membre peut décider deffectuer des
évaluations de la qualité des eaux de baignade sur la base de
I'ensemble des données relatives a la qualité des eaux de
baignade recueillies pour les trois saisons balnéaires précé-
dentes seulement. Dans ce cas, il en informe la Commission au
préalable. 11 informe également la Commission s'il décide,
ultérieurement, de recommencer a réaliser les évaluations sur
la base de quatre saisons balnéaires. Les Etats membres ne
peuvent pas modifier la durée de la période d'évaluation plus
d'une fois tous les cinq ans.

3. Les ensembles de données relatives aux eaux de baignade
utilisées pour effectuer des évaluations de la qualité des eaux
de baignade se composent d’au moins seize échantillons, ou,
dans ch circonstances particuli¢res prévues a l'annexe IV,
point 2, de douze échantillons.

4. Cependant, a condition que:
— la condition énoncée au paragraphe 3 soit satisfaite, ou

— que lensemble des données relatives aux eaux de
baignade utilisées pour réaliser 1'évaluation comprenne
au moins huit échantillons, dans le cas d'eaux de
baignade pour lesquelles la saison balnéaire ne dépasse
pas huit semaines,

I'évaluation de la qualité d'une eau de baignade peut étre
réalisée sur la base d'un ensemble de données relatives a la
qualité des eaux de baignade concernant moins de quatre
saisons balnéaires, si:

a) l'eau de baignade est nouvellement identifiée;

b)  des changements sont intervenus, qui sont susceptibles
daffecter le classement des eaux de baignade conformé-
ment a l'article 5, auquel cas I'évaluation est réalisée sur la
base d’'un ensemble de données relatives a la qualité des
eaux de baignade composé uniquement des résultats
obtenus pour les échantillons prélevés depuis que les
changements sont intervenus, ou

¢) leau de baignade a déja fait l'objet d'une évaluation
conformément a la directive 76/160/CEE, auquel cas des
données équivalentes recueillies conformément a ladite
directive sont utilisées et, a cette fin, les paramétres 2 et 3
de I'annexe de ladite directive sont jugés équivalents aux
parametres 2 et 1 figurant a I'annexe I, colonne A, de la
présente directive.
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5. Les Ftats membres peuvent diviser ou regrouper les eaux
de baignade existantes a la lumiére des évaluations de la
qualité des eaux de baignade. Ils ne peuvent regrouper des
eaux de baignade existantes que si ccllgs-ci:

a)  sont contigués;

b) ont fait l'objet d'évaluations similaires pendant les quatre
années précédentes conformément aux paragraphes 2
et 3 et au paragraphe 4, point c), et

c) ont des profils d’eaux de baignade indiquant tous des
facteurs de risque communs ou leur absence.

Article 5
Classement et état qualitatif des eaux de baignade

1. A la suite de lévaluation de la qualité des eaux de
baignade effectuée conformément a larticle 4, les Etats
membres classent les eaux de baignade, conformément aux
critéres établis a 'annexe II, comme étant, selon le cas, de
qualité:

a) dnsuffisantes;
b) wuffisantes;
¢) «bonne», ou
d) «excellente».

2. Le premier classement effectué conformément aux
cxigcnccs de la présente directive est achevé au plus tard a
la fin de la saison balnéaire 2015.

3. Les Etats membres veillent a ce que, 2 la fin de la saison
balnéaire 2015 au plus tard, toutes les eaux de baignade soient
au moins de qualité suffisantes. Is prennent les mesures
réalistes et proportionnées qu'ils considerent comme appro-
priées en vue d'accroitre le nombre d'eaux de baignade dont la
qualité est «excellente» ou «<bonnes.

4. Toutefois, nonobstant I'exigence générale faite au para-
graphe 3, le classement temporaire d'une eau de baignade
comme étant de qualité «insuffisante» est permis, sans pour
autant entrainer la non-conformité a la présente directive.
Dans de tels cas, les Etats membres veillent a ce que les
conditions ci-apres soient satisfaites:

a) En ce qui concerne toute eau de baignade de qualité
«dnsuffisante», les mesures ci-apres sont prises, avec effet a
partir de la saison balnéaire qui suit le classement:

i) des mesures de gestion adéquates, comprenant une
interdiction de baignade ou un avis déconseillant la
baignade, en vue d’éviter que les baigneurs ne soient
exposés a une pollution;

i) lidentification des causes et des raisons pour
lesquelles une qualité «suffisante» n'a pu étre atteinte;

iii) des mesures adéquates pour éviter, réduire ou
éliminer les sources de pollution, et

iv) conformément a larticle 12, lavertissement du
public par un signal simple et clair, ainsi que son
information des causes de la pollution et des
mesures adoptées sur la base du profil des eaux de
baignade.

b) Si des eaux de baignade sont de qualité «insuffisante»
pendant cinq années consécutives, une interdiction
permanente de baignade ou une recommandation
déconseillant de fagon permanente la baignade est
introduite. Toutefois, un Etat membre peut introduire
une interdiction permanente de baignade ou une
recommandation déconseillant de facon permanente la
baignade avant la fin du délai de cinq ans s'il estime qu'il
serait impossible ou exagérément cotteux d'atteindre
l'état de qualité «suffisantes.

Article 6
Profils des eaux de baignade

1. Les Etats membres veillent a ce que des profils des eaux de
baignade soient établis conformément a I'annexe III. Chaque
profil des eaux de baignade peut étre établi pour une ou
plusieurs eaux de baignade contigués. Les profils des eaux de
baignade sont établis pour la premiére fois le 24 mars 2011 au
plus tard.

2. Les profils des eaux de baignade sont révisés et actualisés
conformément a I'annexe IIL

3. Lors de I'établissement, de la révision et de l'actualisation
des profils des eaux de baignade, il convient d'utiliser
adéquatement les données qui ont été obtenues lors des
surveillances et des évaluations effectuées en application de la
directive 2000/60/CE et qui sont pertinentes aux fins de la
présente directive.

Article 7

Mesures de gestion a prendre dans des circonstances
exceptionnelles

Les Etats membres veillent a ce que des mesures de gestion
adéquates soient prises en temps utile lorsquils ont
connaissance de situations imprévisibles ayant, ou pouvant
vraisemblablement avoir, une incidence négative sur la qualité
des eaux de baignade et sur la santé des baigneurs. Ces
mesures comprennent l'information du public et, si nécessaire,
une interdiction temporaire de baignade.

Article 8
Risques liés aux cyanobactéries

1. Lorsque le profil des eaux de baignade indique un risque
potentiel de prolifération de cyanobactéries, une surveillance
appropriée est effectuée pour permettre d'identifier en temps
utile les risques sanitaires.

2. En cas de prolifération de cyanobactéries et lorsqu'un
risque sanitaire a été identifié ou est présumé, des mesures de
estion adéquates sont prises immédiatement afin de prévenir
‘exposition, y compris des mesures pour informer le public.
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Artide 9
Autres parametres

1. Lorsque le profil des eaux de baignade indique une
tendance a la prolifération de macroalgues et/ou de phyto-
plancton marin, des enquétes sont menées pour déterminer si
leur présence est acceptable et pour identifier les risques
sanitaires; des mesures de gestion adéquates sont prises, y
compris des mesures pour informer le public.

2. Les eaux de baignade font l'objet dun controle de
pollution visuel visant a détecter la présence, par exemple, de
résidus goudronneux, de verre, de plastique, de caoutchouc ou
dautres déchets. Lorsqu'une pollution de ce type est repérée,
des mesures de gestion adéquates sont prises, y compris, le cas
échéant, pour informer le public.

Article 10
Coopération concernant les eaux transfrontaliéres

Lorsqu'un bassin  hydrographique induit des incidences
transfrontalieres sur la qualité des eaux de baignade, les Etats
membres concernés coopérent de maniére appropriée a la
mise en ceuvre de la présente directive, y compris au moyen
d'un échange approprié d'informations et d'actions conjointes
visant a controler ces incidences.

CHAPITRE Il
ECHANGE D'INFORMATIONS
Artide 11
Participation du public

Les Etats membres encouragent la participation du public a la
mise en ceuvre de la présente directive et veillent a donner au
public concerné l'occasion:

— de s'informer sur la maniére de participer, et

— de formuler des suggestions, des remarques ou des
réclamations.

Ceci s'applique notamment a I'établissement, a la révision et a
l'actualisation des listes des eaux de baignade conformément a
larticle 3, paragraphe 1. Les autorités compétentes prennent
dament en considération toute information obtenue.

Artide 12
Information du public

1. Les Etats membres veillent a ce que les informations
suivantes soient activement diffusées et rapidement disponi-
bles, durant la saison balnéaire, a un endroit facilement
accessible et situé a proximité immédiate de chaque site de
baignade:

a)  le classement actuel des eaux de baignade ainsi que tout
avis interdisant ou déconseillant la baignade visé au
présent article, au moyen d'un signe ou d'un symbole
simple et clair;

b)  une description générale des eaux de baignade, en termes
non techniques, fondée sur le profil des eaux de baignade
établi conformément a 'annexe IIL;

¢) dans le cas d'eaux de baignade exposées a des pollutions
a court terme:

— Tindication que ces eaux de baignade présentent des
pollutions a court terme,

— une indication du nombre de jours pendant lesquels
la baignade a été interdite ou déconseillée au cours
de la saison balnéaire précédente a cause d'une telle
pollution, et

— un avertissement chaque fois qu'une telle pollution
est prévue ou se produit;

d) des informations sur la nature et la durée prévue des
situations anormales au cours de tels événements;

e) si la baignade est interdite ou déconseillée, un avis en
informant le public et en expliquant les raisons;

f)  si une interdiction permanente de se baigner ou un avis
permanent déconseillant la baignade sont établis, le fait
que la zone concernée n'est plus une eau de baignade et
les raisons de son déclassement, et

g) lindication de sources dinformations plus complétes
conformément au paragraphe 2.

2. Les Etats membres utilisent les moyens de communica-
tion et les technologies appropriés, y compris l'internet, pour
diffuser activement et rapidement les informations concernant
les eaux de baignade visées au paragraphe 1, ainsi que les
informations suivantes, si nécessaire dans plusieurs langues:

a)  une liste des eaux de baignade;
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b) le classement de chaque eau de baignade au cours des
trois dernieres années ainsi que son profil, y compris les
résultats de la surveillance effectuée conformément a la
présente directive depuis le classement précédent;

c) pour les eaux de baignade classées comme étant de
qualité «insuffisante», des informations sur les sources de
ollution et les mesures prises en vue de prévenir
chposition des baigneurs a la pollution et de s'attaquer a
ses causes, comme mentionné a l'article 5, paragraphe 4,

et

d) pour les ecaux de baignade présentant des pollutions a
court terme, des informations générales concernant:

— les conditions susceptibles de conduire a des
pollutions a court terme,

— la probabilité de survenue d'une telle pollution et sa
durée probable,

— les sources de pollution et les mesures prises en vue
de prévenir I'exposition des baigneurs a la pollution
et de s'attaquer a ses causes.

La liste visée au point a) est disponible chaque année avant le
début de la saison balnéaire. Les résultats des surveillances
visées au point b) sont disponibles sur l'internet aprés
achevement de l'analyse.

3. Les informations visées aux paragraphes 1 et 2 sont
diffusées dés qu'elles sont disponibles et a dater du début de la
cinqui¢me saison balnéaire, apres le 24 mars 2008.

4. Chaque fois que cela est possible, les Etats membres et la
Commission fournissent au public des informations fondées
sur la géoréférence et les présentent d'une maniére claire et
cohérente, notamment au moyen de signes et de symboles.

Artide 13
Rapports

1. Pour chaque zone de baignade, les Etats membres
fournissent a la Commission les résultats de la surveillance
et I'évaluation de la qualité des eaux de baignade, ainsi qu'une
description des mesures de gestion importantes qui ont été
prises. Chaque année, le 31 décembre au plus tard, les Etats
membres ?oumissent ces informations pour la saison
précédente. Ils commenceront a fournir ces résultats une fois
que la premicre évaluation de la qualité des eaux de baignade
aura été effectuée conformément a larticle 4.

2. Les Ftats membres notifient chaque année a la Com-
mission, avant le début de la saison balnéaire, toutes les eaux
identifiées comme eaux de baignade, y compris les raisons de
toute modification par rapport a I'année precédente. Les Etats
membres fournissent cette information pour la premiére fois
avant le début de la premiere saison balnéaire, apres le
24 mars 2008.

3. Lorsque la surveillance des eaux de baignade a commencé
au titre de la présente directive, le rapport annuel transmis a la
Commission conformément au paragraphe 1 continue a étre
élaboré en vertu de la directive 76/160/CEE jusqu'a ce quune
premiére évaluation puisse étre effectuée en vertu de la
présente directive. Au cours de la période précitée, le
paramétre 1 de I'annexe de la directive 76/160/CEE n'est pas
pris en compte dans le rapport annuel, et les parametres 2 et 3
de l'annexe a la directive 76/160/CEE sont considérés comme
équivalents aux paramétres 2 et 1 de I'annexe I, colonne A, de
la présente directive.

4. La Commission publie chaque année un rapport de
synthése sur la qualité¢ des eaux de baignade dans la
Communauté, indiquant les classements des eaux de baignade,
la conformité a la présente directive et les mesures de gestion
importantes adoptées. La Commission publie ce rapport avant
le 30 avril de chaque année, y compris sur l'internet. En
établissant son rapport, la Commission tire, dans la mesure du
possible, le meilleur parti des systemes de collecte, d'évalua-
tion et de présentation des données instaurés en vertu de la

législation communautaire pertinente, notamment la direc-
tive 2000/60|CE.

CHAPITRE IV
DISPOSITIONS FINALES
Article 14
Rapport et révision

1. En 2008 au plus tard, la Commission présente un rapport
au Parlement européen et au Conseil. Le rapport accorde une
attention particuliere:

a) aux résultats d'une étude épidémiologique européenne
appropriée, réalisée par la Commission en collaboration
avec les Etats membres;

b) aux autres progrés scientifiques, analytiques et épidémio-
logiques pertinents pour les parametres servant a la
détermination de la qualité des eaux de baignade, y
compris en ce qui concerne les virus, et

¢) aux recommandations de I'Organisation mondiale de la
santé.

2. Les Etats membres soumettent des observations écrites
sur ledit rapport a la Commission, avant la fin de 2014, y
compris en ce qui concerne la nécessité de recherches ou
d'évaluations complémentaires qui pourraient étre nécessaires
afin d'aider la Commission dans son réexamen de la présente
directive en vertu du paragraphe 3.
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3. Alalumiére du rapport, des observations écrites des Etats
membres et d'une évaluation d'impact approfondie, et en
ardant a l'esprit I'expérience acquise dans la mise en ceuvre de
Fa présente directive, la Commission réexamine la présente
directive au plus tard en 2020, en accordant une attention
articuliére aux parametres relatifs a la qualité des eaux de
gaignadc et, le cas échéant, soumet des propositions
législatives conformément a l'article 251 du traité.

Article 15
Adaptations techniques et mesures d’exécution

1. 1l est décidé, conformément a la procédure prévue a
larticle 16, paragraphe 2:

a) de préciser la norme EN[ISO pour I'équivalence des
méthodes d'analyse microbiologique aux fins de larti-
cle 3, paragraphe 9;

b) de fixer des regles détaillées pour la mise en ceuvre de
l'article 8, paragraphe 1, de l'article 12, paragraphe 1,
point a), et de l'article 12, paragraphe 4;

¢) d'adapter les méthodes d’analyse des paramétres figurant
a 'annexe I pour tenir compte du progrés scientifique et
technique;

d) dadapter l'annexe V pour tenir compte du progrés
scientifique et technique;

¢) de fixer les orientations pour une méthode commune
d'évaluation des échantillons individuels.

2. La Commission présente un projet des mesures a prendre
conformément au paragraphe 1, point b), en ce qui concerne
larticle 12, paragraphe 1, goint a), au plus tard le 24 mars
2008. Elle consulte préalablement les représentants des Etats
membres, des autorités régionales et locales, des organisations
touristiques et de consommateurs pertinentes ainsi que les
autres parties intéressées. Une fois que les régles pertinentes
ont été adoptées, la Commission les rend publiques au moyen
de l'internet.

Artide 16
Procédure de comité

1. La Commission est assistée par un comité.

2. Dans le cas ou il est fait référence au présent paragraphe,
les articles 5 et 7 de la décision 1999/468/CE s'appliquent,
dans le respect des dispositions de larticle 8 de celle-ci.

La période prévue a larticle 5, paragraphe 6, de la
décision 1999/468|CE est fixée a trois mois.

3. Le comité adopte son réglement intérieur.

Artide 17

Abrogation

1. La directive 76/160/CEE est abrogée avec effet au
31 décembre 2014. Sous réserve du paragraphe 2, cette
abrogation est sans préjudice des obligations des Etats
membres concernant les délais de transposition et de mise
en application fixés dans la directive abrogée.

2. Dés quun Etat membre a pris toutes les mesures
juridiques, administratives et pratiques nécessaires pour se
conformer a la présente directive, celle-ci sapplique, rem-
placant la directive 76/160/CEE.

3. Les références a la directive abrogée sont considérées
comme faites a la présente directive.

Article 18

Mise en ceuvre

1. Les Etats membres mettent en vigueur les dispositions
législatives, réglementaires et administratives nécessaires pour
se conformer a la présente directive, au plus tard le 24 mars
2008. 1Is en informent immédiatement la Commission.

Lorsque les Etats membres adoptent ces dispositions, celles—ci
contiennent une référence a la présente directive ou sont
accompagnées d'une telle référence a l'occasion de leur
publication officielle. Les modalités de cette référence sont
arrétées par les Etats membres.

2. Les Etats membres communiquent a la Commission le
texte des dispositions essentielles de droit interne qu'ils
adoptent dans le domaine régi par la présente directive.
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Article 19 Artide 20
Destinataires

Les Etats membres sont destinataires de la présente directive.
Entrée en vigueur

Fait a Strasbourg, le 15 février 2006.

Par le Parlement européen Par le Conseil
La présente directive entre en vigueur le vingtieme jour suivant Le président Le président
celui de sa publication au Journal officiel de I'Union européenne. J. BORRELL FONTELLES H. WINKLER
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ANNEXE |

Pour les eaux intérieures

A B C D E
= Méthodes
Paramétre Exccllf.n'u. Bonne qualité e de référence
qualité suffisante X
pour lanalyse
1 Entérocoques intestinaux 200 (%) 400 (%) 330 (**) | ISO 7899-1 ou
(UFC[100 ml) ISO 7899-2
2 Escherichia coli (UFC/100 ml) 500 (%) 1000 (%) 900 (**) | ISO 9308-3 ou
1SO 9308-1
* I':Zvaluation au 95¢ percentile. Voir I'annexe IL
(**) Evaluation au 90° percentile. Voir I'annexe II.
Pour les eaux cotiéres et les eaux de transition
A B G D E
olle 2 Méthodes
Paramétre Exu.llf.n'tc Bonne qualité o de référence
qualité suffisante )
pour l'analyse
1 Entérocoques intestinaux 100 (%) 200 (%) 185 (**) | 1SO 7899-1 ou
(UFC/100 ml) ISO 7899-2
2 Escherichia coli (UFC/100 ml) 250 (%) 500 (*) 500 (**) | 1SO 9308-3 ou
1SO 9308-1
* f-;valuaxion au 95¢ percentile. Voir I'annexe IL
(**) Evaluation au 90¢ percentile. Voir 'annexe II.
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ANNEXE II

Evaluation et classement des eaux de baignade

Qualité insuffisante

Les eaux de baignade sont classées comme étant de «qualité insuffisantes si, sur la base de I'ensemble des
données relatives a la qualité des eaux de baignade collectées au cours de la demiére période d'évaluation (%), les
valeurs du percentile () pour les dénombrements bactériens sont moins bonnes () que les valeurs de la «qualité
suffisante» indiquées a I'annexe I, colonne D.

Qualité suffisante

Les eaux de baignade doivent étre classées comme étant de «qualité suffisantes:

1)

2)

si, sur la base de I'ensemble des données relatives a la qualité des eaux de baignade collectées au cours de la
derniére période d'évaluation, les valeurs du percentile pour les dénombrements bactériens sont égales ou
meilleures () que les valeurs «qualité suffisante» indiquées a I'annexe I, colonne D, et

si l'eau de baignade présente une pollution a court terme, a condition que:

ii)

iii)

des mesures de gestion adéquates soient prises, y compris le controle, lalerte précoce et la
surveillance, afin de prévenir l'exposition des baigneurs a la pollution, notamment au moyen d'un
avertissement ou, si nécessaire, d'une interdiction de se baigner;

des mesures de gestion adéquates soient prises pour prévenir, réduire ou éliminer les sources de
pollution, et

le nombre d'échantillons écartés conformément a l'article 3, paragraphe 6, a cause d'une pollution a
court terme au cours de la demiére période d'évaluation ne représente pas plus de 15 % du nombre
total d'échantillons prévu dans les calendriers de surveillance établis pour la période en question, ou
pas plus d'un échantillon par saison balnéaire, la valeur la plus élevée étant retenue.

Bonne qualité

Les eaux de baignade doivent étre classées comme étant de «bonne qualités:

1)

2)

si, sur la base de l'ensemble des données relatives a la qualité des eaux de baignade collectées au cours de la
derniére période d'évaluation, les valeurs du percentile pour les dénombrements bactériens sont égales ou
meilleures () que les valeurs «bonne qualité» indiquées a I'annexe I, colonne C, et

si l'eau de baignade présente une pollution a court terme, a condition que:

ii)

iii)

des mesures de gestion adéquates soient prises, y compris le controle, lalerte précoce et la
surveillance, afin d'éviter une exposition des baigneurs a la pollution, notamment au moyen d'un
avertissement ou, si nécessaire, d'une interdiction de se baigner;

des mesures de gestion adéquates soient prises pour prévenir, réduire ou éliminer les sources de
pollution, et

le nombre d'échantillons écartés conformément a l'article 3, paragraphe 6, a cause d'une pollution a
court terme au cours de la demiére période d'évaluation ne représente pas plus de 15 % du nombre
total d'échantillons prévu dans les calendriers de surveillance établis pour la période en question, ou
pas plus d'un échantillon par saison balnéaire, la valeur la plus élevée étant retenue.
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4. Excellente qualité
Les eaux de baignade doivent étre classées comme étant «d'excellente qualitéx:

1) i, surla base de l'ensemble des données relatives a la qualité des eaux de baignade collectées au cours de la
derniére période d'évaluation, les valeurs du percentile pour les dénombrements bactériens sont égales ou
supérieures aux valeurs «excellente qualité» indiquées a I'annexe I, colonne B, et

2)  siles eaux de baignade présentent une pollution a court terme, a condition que:

i) des mesures de gestion adéquates soient prises, y compris le controle, l'alerte précoce et la
surveillance, afin d'éviter une exposition des baigneurs a la pollution, notamment au moyen d'un
avertissement ou, si nécessaire, d'une interdiction de se baigner;

ii)  des mesures de gestion adéquates soient prises pour prévenir, réduire ou éliminer les sources de
pollution, et

i) le nombre d‘échantillons écartés conformément a l'article 3, paragraphe 6, a cause d'une pollution a
court terme au cours de la derniére période d'évaluation ne représente pas plus de 15 % du nombre
total d'échantillons prévu dans les calendriers de surveillance établis pour la période en question, ou
pas plus d'un échantillon par saison balnéaire, la valeur la plus élevée étant retenue.

NOTES

(*)  L'expression «demniére période d'évaluation» désigne les quatre derniéres saisons balnéaires ou, le cas échéant, la
période précisée a larticle 4, paragraphe 2 ou 4.

()  Fondée sur I'évaluation du percentile de la fonction normale de densité de probabilité logi, des données
microbiologiques obtenues pour la zone de baignade concernée, la valeur du percentile est calculée de la
maniére suivante:

i)  Prendre la valeur log,o de tous les dénombrements bactériens de la séquence de données a évaluer (si une
valeur égale a zéro est obtenue, prendre la valeur log,, du seuil minimal de détection de la méthode
analytique utilisée.)

i)  Calculer la moyenne arithmétique des valeurs logo ().

iii)  Calculer I'écart type des valeurs log,, (o).

La valeur au 90¢ percentile supérieur de la fonction de densité de probabilité des données est tirée de l'équation

suivante: 90° percentile supérieur = antilog (n + 1,282 o).

La valeur au 95¢ percentile supérieur de la fonction de densité de probabilité des données est tirée de I'équation

suivante: 95¢ percentile supérieur = antilog (u + 1,65 o).

()  «Moins bonnes» signifie «dont les concentrations exprimées en UFC/100 ml sont supérieures.

(¢  «Meilleures» signifie «dont les concentrations exprimées en UFC/100 ml sont inférieures».
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ANNEXE Il

PROFIL DES EAUX DE BAIGNADE

Le profil des eaux de baignade visé a l'article 6 doit comporter:

a)  une description des caractéristiques physiques, géographiques et hydrologiques des eaux de baignade et
des autres eaux de surface du bassin versant des eaux de baignade concernées, qui pourraient étre sources
de pollution, pertinentes aux fins de I'objectif de la présente directive et tel que prévu par la directive
2000/60/CE;

b)  une identification et une évaluation des sources de pollution qui pourraient affecter les eaux de baignade et
altérer la santé des baigneurs;

¢)  une évaluation du potentiel de prolifération des cyanobactéries;
d)  une évaluation du potentiel de prolifération des macroalgues et/ou du phytoplancton;

) sil'évaluation visée au point b) laisse apparaitre un risque de pollution a court terme, les informations
suivantes:

— la nature, la fréquence et la durée prévisibles de la pollution a court terme a laquelle on peut
s'attendre,

—  le détail de toutes les sources de pollution restantes, y compris des mesures de gestion prises et du
calendrier prévu pour leur élimination,

—  les mesures de gestion prises durant les pollutions a court terme et I'identité et les coordonnées des
instances responsables de ces mesures;

f)  lemplacement du point de surveillance.

Dans le cas d'eaux de baignade classées comme étant de qualité <bonnes, «suffisante» ou <insuffisantes, le profil
des eaux de baignade doit étre réexaminé régulierement afin de déterminer si un des aspects énumérés au point
1 a changé. Le cas échéant, il convient de le mettre a jour. La fréquence et I'ampleur des révisions doivent étre
déterminées sur la base de la nature et de la gravité de la pollution. Cependant, elles doivent au moins respecter
les dispositions prévues et étre au moins effectuées a la fréquence indiquée dans le tableau suivant:

Classement des eaux de baignade Bonne qualité Qualité suffisante Qualité insuffisante
Réexamens a effectuer au moins tous les | 4 ans 3 ans 2 ans
Aspects a réexaminer (au point 1) aaf) aaf) aaf)

Dans le cas d’eaux de baignade classées précédemment comme étant de qualité «excellentes, le profil des eaux de
baignade ne doit étre réexaminé et, le cas échéant, mis a jour que si le classement passe a la qualité «bonnes,
«suffisante» ou «insuffisantes. Le réexamen doit porter sur tous les aspects mentionnés au point 1.

En cas de travaux de construction importants ou de changements importants dans les infrastructures, effectués
dans les zones de baignade ou a proximité, le profil des eaux de baignade doit étre actualisé avant le début de la
saison balnéaire suivante.

Les informations visées au point 1, sous a) et b), doivent étre fournies sur une carte détaillée, lorsque cela est
faisable.

Toute autre information pertinente peut étre jointe ou incluse si I'autorité compétente le juge nécessaire.
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ANNEXE IV

Surveillance des eaux de baignade

Un échantillon doit étre prélevé peu avant le début de chaque saison balnéaire. Compte tenu de cet échantillon
supplémentaire et sous réserve du point 2, il ne peut y avoir moins de quatre échantillons prélevés et analysés
par saison balnéaire.

Toutefois, trois échantillons seulement doivent étre prélevés et analysés par saison balnéaire dans le cas d'une
eau de baignade:

a)  pour laquelle la saison balnéaire ne dépasse pas huit semaines, ou

b)  qui est située dans une région soumise a des contraintes géographiques particuliéres.

Les échantillons doivent étre prélevés a intervalles réguliers tout au long de la saison balnéaire, sans qu'il s’écoule
plus d'un mois entre deux prélévements.

En cas de pollution a court terme, un échantillon supplémentaire doit étre prélevé afin de confirmer la fin de
I'incident. Cet échantillon ne doit pas faire partie de I'ensemble de données relatives a la qualité des eaux de
baignade. S'il s'avére nécessaire de remplacer un échantillon écarté, un échantillon supplémentaire doit étre
prélevé sept jours aprés la fin de la pollution a court terme.
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ANNEXE V

REGLES DE TRAITEMENT DES ECHANTILLONS EN VUE D’ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
POINT DE PRELEVEMENT

Dans la mesure du possible, les prélévements doivent étre effectués trente centimétres en dessous de la surface
de I'eau et dans des eaux profondes d’au moins un meétre.

STERILISATION DES BOUTEILLES POUR ECHANTILLON

Les bouteilles pour échantillon doivent:

—  subir une stérilisation en autoclave pendant au moins quinze minutes a 121 °C, ou
—  subir une stérilisation séche a 160 °C — 170 °C pendant au moins une heure, ou
—  étre des récipients d'échantillonnage irradiés provenant directement du fabricant.
PRELEVEMENT

Le volume de la bouteille/du récipient d'échantillonnage dépend de la quantité d'eau nécessaire pour chaque
paramétre a controler. Le contenu minimal est généralement de 250 ml.

Le matériau des récipients d'échantillonnage doit étre transparent et incolore (verre, polyéthéne ou
polypropyléne).

Pour éviter toute contamination accidentelle de I'échantillon, I'échantillonneur doit appliquer une technique
aseptique pour que les bouteilles de prélevement restent stériles. Aucun autre matériel stérile n'est nécessaire
(gants «chirurgicaux» stériles, pinces ou tiges d'échantillonnage) si la procédure est correctement suivie.

L'échantillon doit étre clairement identifié a l'encre indélébile sur le récipient et sur le formulaire
d'échantillonnage.

STOCKAGE ET TRANSPORT DES ECHANTILLONS AVANT ANALYSE

Les échantillons d'eau doivent étre protégés de l'exposition a la lumiére, en particulier de la lumiére directe du
soleil, a tous les stades du transport.

Les échantillons doivent étre conservés a une température d'environ 4 °C dans une glaciére ou un réfrigérateur
(selon le climat) jusqu'a l'arrivée au laboratoire. Si le transport vers le laboratoire risque de durer plus de quatre
heures, il doit étre effectué dans un réfrigérateur.

Le délai entre le prélévement et lanalyse doit étre aussi court que possible. Il est conseillé d'analyser les
échantillons le jour méme de leur prélévement. Si cela est impossible pour des raisons pratiques, les échantillons
sont traités au plus tard dans les vingt-quatre heures. Dans l'intervalle, ils sont stockés dans l'obscurité et a une
température de 4 °C ¢ 3°C.
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EUROPEEN ET DU CONSEIL DU 12 bECEMBRE 2006 RELATIVE

A LA QUALITE REQUISE DES EAUX CONCHYLICOLES (VERSION
CODIFIEE)
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DIRECTIVE 2006/113/CE DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL
du 12 décembre 2006

relative a la qualité requise des eaux conchylicoles

(version codifiée)

LE PARLEMENT EUROPEEN ET LE CONSEIL DE LUNION
EUROPEENNE,

vu le traité instituant la Communauté européenne, et notamment
son article 175, paragraphe 1,

vu la proposition de la Commission,
vu l'avis du Comité économique et social européen,
apres consultation du Comité des régions,

statuant conformément a la procédure visée a l'article 251 du
traité (),

considérant ce qui suit:

(1)  La directive 79/923/CEE du Conseil du 30 octobre 1979
relative a la qualité requise des eaux conchylicoles (%) a été
modifiée de facon substantielle (3). Il convient, dans un
souci de clarté et de rationalité, de procéder a la codifica-
tion de ladite directive.

(2)  La protection et 'amélioration de I'environnement rendent
nécessaires des mesures concrétes destinées a protéger les
eaux contre la pollution, y compris les eaux conchylicoles.

(3) 1l est nécessaire de sauvegarder certaines populations
conchylicoles des différentes conséquences néfastes résul-
tant du rejet dans les eaux de mer de substances
polluantes.

(4)  La décision n® 1600/2002/CE du Parlement européen et
du Conseil du 22 juillet 2002 établissant le sixieme pro-
gramme d'action communautaire pour I'environnement (%)
prévoit I'établissement en commun dobjectifs de qualité
fixant les différentes exigences auxquelles un milieu doit
satisfaire, et notamment la définition des parameétres vala-
bles pour I'eau, y compris les eaux conchylicoles.

(55 Une disparité entre les dispositions applicables dans les
différents Etats membres en ce qui concerne la qualité
requise des eaux conchylicoles peut créer des conditions
de concurrence inégales et avoir, de ce fait, une incidence
directe sur le fonctionnement du marché intérieur.

(*) Avis du Parlement européen du 12 octobre 2006 (non encore paru
au Journal officiel) et décision du Conseil du 30 novembre 2006.

(3) JO L 281 du 10.11.1979, p. 47. Directive modifiée par la directive
91/692CEE (O L 377 du 31.12.1991, p. 48).

(}) Voir annexe II, partie A.

(¥) JO L 242 du 10.9.2002, p. 1.

(6)  Afin datteindre les objectifs de la présente directive, les
Etats membres doivent désigner les eaux auxquelles elle
s'applique et fixer les valeurs limites correspondant a cer-
tains parameétres. Les eaux désignées devront étre rendues
conformes a ces valeurs dans un délai de six ans aprés la
désignation.

(7)  Pour assurer le controle de la qualité requise des eaux
conchylicoles, il y a lieu de procéder a un nombre mini-
mal de prélévements d'échantillons et d'effectuer les mesu-
res des parameétres spécifiés a I'annexe I. Ces prélévements
pourront étre réduits en nombre ou supprimés en fonc-
tion des résultats des mesures.

(8)  Certaines circonstances naturelles échappent au controle
des Etats membres, et, de ce fait, il faut prévoir la possibi-
lité de déroger, dans certains cas, a la présente directive.

(9)  Le progres technique et scientifique peut rendre nécessaire
une adaptation rapide de certaines des dispositions figu-
rant a l'annexe L Il convient, pour faciliter la mise en
ceuvre des mesures nécessaires a cet effet, de prévoir une
procédure instaurant une coopération étroite entre les
Etats membres et la Commission. Cette coopération doit
se faire au sein du comité pour l'adaptation au progrés
technique et scientifique, institué par l'article 13, paragra-
phe 1, de la directive 2006/44/CE du Parlement européen
et du Conseil du 6 septembre 2006 concernant la qualité
des eaux douces ayant besoin d'étre protégées ou amélio-
rées pour étre aptes a la vie des poissons (°).

(10) La présente directive ne devrait pas porter atteinte aux
obligations des Etats membres concernant les délais de
transposition en droit interne des directives indiqués a
I'annexe II, partie B,

ONT ARRETE LA PRESENTE DIRECTIVE:

Article premier

La présente directive concerne la qualité des eaux conchylicoles
et s'applique aux eaux cotiéres et aux eaux saumatres désignées
par les Etats membres comme ayant besoin d'étre protégées ou
améliorées pour permettre la vie et la croissance des coquillages
(mollusques bivalves et gastéropodes) et pour contribuer ainsi a
la bonne qualité des produits conchylicoles directement comes-
tibles par 'homme.

() JO L 264 du 25.9.2006, p. 20.
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Artide 2

Les paramétres applicables aux eaux désignées par les Etats mem-
bres figurent a 'annexe L.

Artide 3

1. Les Etats membres fixent, pour les eaux désignées, des
valeurs pour les paramétres indiqués a I'annexe I, dans la mesure
oli des valeurs apparaissent dans la colonne G ou L. IIs se confor-
ment aux remarques figurant dans ces deux colonnes.

2. Les Etats membres ne fixent pas de valeurs moins sévéres
que celles figurant dans la colonne I de 'annexe I et s'efforcent
de respecter les valeurs figurant dans la colonne G, compte tenu
du principe énoncé a larticle 8.

3. En ce qui concerne les rejets des substances relevant des
parametres «substances organo-halogénées» et «métaux», les nor-
mes d'émission établies par les Etats membres en application de
la directive 2006/11/CE du Parlement européen et du Conseil
du 15 février 2006 concernant la pollution causée par certaines
substances dangereuses déversées dans le milieu aquatique de la
Communauté (*) sont appliquées en méme temps que les objec-
tifs de qualité ainsi que les autres obligations découlant de la pré-
sente directive, notamment celles relatives a I'échantillonnage.

Antide 4

1. Les Etats membres désignent des eaux conchylicoles et peu-
vent par la suite effectuer des désignations supplémentaires.

2. LesEtats membres peuvent procéder a la révision de la dési-
gnation de certaines eaux en raison notamment de l'existence de
facteurs non prévus a la date de la désignation, en tenant compte
du principe énoncé a larticle 8.

Antide 5

Les Etats membres établissent des programmes en vue de réduire
la pollution et d'assurer que les eaux désignées soient confor-
mes, dans un délai de six ans a compter de la désignation effec-
tuée conformément a larticle 4, aux valeurs fixées par les Etats
membres conformément a l'article 3 ainsi qu'aux remarques figu-
rant dans les colonnes G et I de I'annexe 1.

Antide 6

1. Pour l'application de l'article 5, les eaux désignées sont cen-
sées étre conformes a la présente directive si des échantillons de
ces eaux prélevés selon la fréquence minimale prévue a I'annexe [,
en un méme lieu de prélévement et pendant une période de
douze mois, montrent qu'elles respectent les valeurs fixées par
les Etats membres conformément a l'article 3 ainsi que les remar-
ques figurant dans les colonnes G et I de l'annexe I, en ce qui
concerne:

a) 100% des échantillons pour les paramétres «substances
organo-halogénées» et «métaux»;

(*) JOL 64 du 4.3.2006, p. 52.

b) 95 % des échantillons pour les paramétres «salinité» et «oxy-
géene dissouss;

c) 75 % des échantillons pour les autres paramétres figurant a
l'annexe 1.

Si, conformément a l'article 7, paragraphe 2, la fréquence des
préléevements, pour tous les paramétres figurant a I'annexe I, a
l'exception des parameétres «substances organo-halogénées» et
«métauxo, est inférieure a celle indiquée a I'annexe 1, les valeurs
et remarques visées au premier alinéa du présent paragraphe doi-
vent étre respectées pour tous les échantillons.

2. Le non-respect des valeurs fixées par les Etats membres
conformément a larticle 3 ou des remarques figurant dans les
colonnes G et I de I'annexe I n'est pas pris en considération dans
le calcul des pourcentages prévus au paragraphe 1, lorsqu'il est
la conséquence d'une catastrophe.

Antide 7

1. Les autorités compétentes des Etats membres effectuent les
échantillonnages dont la fréquence minimale est fixée a l'annexe L.

2. Lorsque l'autorité compétente constate que la qualité des
eaux désignées est sensiblement supérieure a celle qui résulterait
de l'application des valeurs fixées conformément a larticle 3 et
des remarques figurant dans les colonnes G et I de 'annexe I, la
fréquence des prélevements peut étre réduite. Sil n'y a aucune
pollution et aucun risque de détérioration de la qualité des eaux,
l'autorité compétente concernée peut décider qu'aucun préléve-
ment n'est nécessaire.

3. Sil serévéle, a la suite d'un prélévement, qu'une valeur fixée
conformément a l'article 3 ou une remarque figurant dans les
colonnes G ou I de I'annexe I n'est pas respectée, l'autorité com-
pétente détermine si cette situation est le fait du hasard, la consé-
quence d'un phénoméne naturel ou est due a une pollution, et
adopte les mesures appropriées.

4. Le lieu exact de prélévement des échantillons, la distance
de celui-ci au point de rejet de polluants le plus proche, ainsi que
la profondeur a laquelle les échantillons doivent étre prélevés sont
définis par l'autorité compétente de chaque Etat membre en fonc-
tion, notamment, des conditions locales du milieu.

5. Les méthodes d'analyse de référence a utiliser pour le cal-
cul de la valeur des paramétres concernés sont spécifiées a
l'annexe 1. Les laboratoires qui utilisent d’autres méthodes doi-
vent s'assurer que les résultats obtenus sont équivalents ou com-
parables a ceux indiqués dans I'annexe 1.

Antide 8

L'application des mesures prises en vertu de la présente directive
ne peut en aucun cas avoir pour effet d'accroitre, directement ou
indirectement, la pollution des eaux cotiéres ou des eaux
saumatres.
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Article 9

Les Etats membres peuvent, a tout moment, fixer pour les eaux
désignées des valeurs plus séveres que celles prévues par la pré-
sente directive. Ils peuvent également arréter des dispositions rela-
tives a des paramétres autres que ceux prévus par la présente
directive.

Article 10

Lorsqu'un Etat membre envisage de désigner des eaux conchyli-
coles a proximité immédiate de la frontiére d'un autre Etat mem-
bre, ces Etats se consultent pour définir la partie de ces eaux a
laquelle la presente directive pourrait s'appliquer ainsi que les
conséquences a tirer des objectifs de qualité communs et qui
seront déterminées aprés concertation par chaque Etat membre
concerné. La Commission peut participer a ces délibérations.

Article 11

Les Etats membres peuvent déroger a la présente directive
en cas de circonstances météorologiques ou géographiques
exceptionnelles.

Article 12

Les modifications nécessaires pour adapter au progrés technique
et scientifique les valeurs G des paramétres et les méthodes d'ana-
lyse figurant a I'annexe I sont arrétées par le comité institué par
l'article 13, paragraphe 1, de la directive 2006/44/CE et confor-
mément a la procédure visée a l'article 13, paragraphe 2, de ladite
directive.

Article 13

1. Aux fins de l'application de la présente directive, les Etats
membres fournissent a la Commission les informations
concernant:

a) les eaux désignées conformément a l'article 4, paragraphe 1,
sous une forme synthétique;

b) la révision de la désignation de certaines eaux conformé-
ment a larticle 4, paragraphe 2;

¢) les dispositions prises en vue de fixer de nouveaux parame-
tres conformément a l'article 9.

2. Lorsquun Etat membre a recours a l'article 11, il en informe
immédiatement la Commission, en précisant les motifs et les
délais.

3. Plus généralement, les Etats membres fournissent a la Com-
mission, sur demande motivée de sa part, les informations néces-
saires a I'application de la présente directive.

Article 14

Tous les trois ans, et pour la premiére fois pour la penode de
1993 4 1995 inclus, les Etats membres communiquent a la Com-
mission des informations sur la mise en ceuvre de la présente
directive dans le cadre d'un rapport sectoriel couvrant également
les autres directives communautaires pertinentes. Ce rapport est
établi sur la base d'un questionnaire ou d'un schéma élaboré par
la Commission selon la procédure visée a l'article 6, paragra-
phe 2, de la directive 91/692/CEE du Conseil du 23 décem-
bre 1991 visant a la standardisation et a la rationalisation des
rapports relatifs a la mise en ceuvre de certaines directives concer-
nant l'environnement ('). Le questionnaire ou le schéma est
adressé aux Etats membres six mois avant le début de la période
couverte par le rapport. Le rapport est transmis a la Commission
dans les neuf mois suivant la fin de la période de trois ans qu'il
couvre.

La Commission publie un rapport communautaire sur la mise en

ceuvre de la présente directive dans les neuf mois suivant la récep-
tion des rapports des Etats membres.

Article 15
Les Etats membres communiquent a la Commission le texte des

dispositions essentielles de droit interne qu'ils adoptent dans le
domaine régi par la présente directive.

Article 16
La directive 79/923|CEE est abrogée, sans préjudice des obliga-
tions des Etats membres en ce qui concerne les délais de trans-

position en droit interne des directives indiqués a I'annexe II,
partie B.

Les références faites a la directive abrogée s'entendent comme fai-
tes a la présente directive et sont a lire selon le tableau de corres-
pondance figurant a I'annexe IIL

Article 17

La présente directive entre en vigueur le vingtiéme jour suivant
celui de sa publication au Joumal officiel de I'Union européenne.

Article 18

Les Etats membres sont destinataires de la présente directive.

Fait a Strasbourg, le 12 décembre 2006.

Par le Parlement européen Par le Conseil
Le président Le président
J. BORRELL FONTELLES M. PEKKARINEN

() JOL 377 du 31.12.1991, p. 48. Directive modifiée par le réglement
(CE) n® 1882/2003 du Parlement européen et du Conseil (JO L 284
du 31.10.2003, p. 1).
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ANNEXE |
QUALITE REQUISE DES EAUX CONCHYLICOLES
p > Fréquence minimale
Paramétre G I Mc(hodss’d analyse de dc‘cc}?:nullonnagc et de
référence tsie
| pH 7—9 —  Electrométrie Trimestrielle
unité pH La mesure s'effectue
in situ en méme
temps que I'échan-
tillonnage
2. Température °C L'écart de température —  Thermométrie Trimestrielle
provoqué par un rejet ne
doit pas, dans les eaux La mesure s'effectue
conchylicoles influencées in situ en méme
par ce rejet, excéder de temps que l'échan-
plus de 2°C la tempéra- tillonnage
ture mesurée dans les eaux
non influencées
3. Coloration (apreés filtration) La couleur de I'eau aprés | — Filtration sur mem- | Trimestrielle
(mg Pt/l) filtration, provoquée par brane filtrante de
un rejet, ne doit pas, dans 0,45 pm de porosité
les eaux conchylicoles
influencées par ce rejet, Méthode photomé-
s'écarter de plus de 10 mg trique, aux étalons de
Pt/l de la couleur mesurée léchelle  platine-
dans les eaux non influen- cobalt
cées
4. Matiéres en suspension (mg/l) L'accroissement de la | — Filtration sur mem- | Trimestrielle
teneur en matiéres en sus- brane filtrante de
pension provoqué par un 0,45 pm de porosité,
rejet ne doit pas, dans les séchage a 105 °C et
eaux conchylicoles influ- pesée
encées par ce rejet, excé-
der de plus de 30 % celle | — Centrifugation (temps
mesurée dans les eaux non minimal 5 minutes,
influencées accélération moyenne
2800 a 3200g),
séchage a 105 °C et
pesée
5. Salinité (%o) 12 — 38 %o < 40 %o Conductimétrie Mensuelle
La variation de la salinité
provoquée par un rejet ne
doit pas, dans les eaux
conchylicoles influencées
par ce rejet, excéder de
plus de 10% la salinité
mesurée dans les eaux non
influencées
6. Oxygéne dissous > 80% > 70 % (valeur moyenne) | Méthode de Winkler Mensuelle, avec au moins

(% de saturation)

Si une mesure individuelle
indique une valeur infé-
rieure a 70 %, les mesures
sont répétées

Une mesure individuelle
ne peut indiquer une
valeur inférieure a 60 %
que lorsqu'il n'y a pas de
conséquences  nuisibles
pour le développement
des peuplements des
coquillages

Méthode électrochimique

un échantillon représen-
tatif des faibles teneurs
en oxygeéne se présentant
le jour du prélevement.
Toutefois, sl y a pré-
somption de variations
diurnes significatives, au
moins deux préléve-
ments par jour seront
effectués
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Paramétre

Méthodes d'analyse de
référence

Fréquence minimale
d'échantillonnage et de
mesure

7. Hydrocarbures d'origine pé-

Les hydrocarbures ne doi-
vent pas étre présents
dans I'eau conchylicole en
quantité telle:

— qu'ils produisent a la
surface de l'eau un
film visible et/ou un

dépot  sur  les
coquillages

— qu'ils provoquent des
effets nocifs pour les
coquillages

Examen visuel

Trimestrielle

La limitation de la concen-
tration de chaque subs-
tance dans la chair de
coquillage doit étre telle
qu'elle contribue, confor-
mément a larticle 17, a
une bonne qualité des
produits conchylicoles

La concentration de cha-
que substance dans l'eau
conchylicole ou dans la
chair de coquillage ne doit
pas dépasser un niveau
qui provoque des effets
nocifs sur les coquillages
et leurs larves

Chromatographie en
phase  gazeuse aprés
extraction par solvants
appropriés et purification

Semestrielle

troliére

8. Substances organo-halogénées

9. Métaux
Argent Ag
Arsenic As
Cadmium cd
Chrome Cr
Cuivre Cu
Mercure Hg
Nickel Ni
Plomb Pb
Zinc Zn
mg/l

La limitation de la concen-
tration de chaque subs-
tance dans la chair de
coquillage doit étre telle
qu'elle contribue, confor-
mément a larticle 1<, a
une bonne qualité des
produits conchylicoles

La concentration de cha-
que substance dans I'eau
conchylicole ou dans la
chair de coquillage ne doit
pas dépasser un niveau
qui provoque des effets
nocifs sur les coquillages
et leurs larves

Les effets de synergie de
ces métaux doivent étre
pris en considération

Spectrométrie  d'absorp-
tion atomique, éventuelle-
ment précédée dune
concentration etjou d'une
extraction

Semestrielle

10. | Coliformes fécaux/100 ml

< 300 dans la chair de
coquillage et le liquide
intervalvaire

Méthode de dilution avec
fermentation en substrats
liquides dans au moins
trois tubes dans trois dilu-
tions. Repiquage des tubes
positifs sur milieu de
confirmation. Dénombre-
ment selon NPP (nombre
le plus probable). Tempé-

Trimestrielle

rature d'incubation
44:05°C
11. | Substances influengant le gofit Concentration inférieure a | Examen  gustatif  des

du coquillage

celle susceptible de dété-

coquillages, lorsque la pré-

riorer le got du [ sence dune telle subs-
coquillage tance est présumée
12. | Saxitoxine (produite par les
dinoflagellés)
Abréviations:
G = guide
I = impérative
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Directive 79/923/CEE du Conseil
(JOL 281 du 10.11.1979, p. 47)

Directive 91/692/CEE du Conseil
(O L 377 du 31.12.1991, p. 48)

ANNEXE II

PARTIE A

Directive abrogée avec sa modification

uniquement I'annexe I, point €)

PARTIE B
Délais de transposition en droit interne

(visés a l'article 16)

Directive

Date limite de transposition

79/923/CEE
91/692/CEE

6 novembre 1981
1 janvier 1993
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ANNEXE Il

TABLEAU DE CORRESPONDANCE

Directive 79/923/CEE

Présente directive

Article 1%

Article 2

Article 3

Article 4, paragraphes 1 et 2
Article 4, paragraphe 3
Article 5

Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, phrase
introductive

Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, premier tiret
Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, deuxiéme tiret
Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, troisiéme tiret
Article 6, paragraphe 1, deuxiéme alinéa

Article 6, paragraphe 2

Article 7

Article 8

Article 9

Article 10

Article 11

Article 12

Article 13, premier alinéa, phrase introductive
Article 13, premier alinéa, premier tiret

Article 13, premier alinéa, deuxiéme tiret

Article 13, premier alinéa, troisiéme tiret

Article 13, deuxiéme alinéa

Article 13, troisiéme alinéa

Article 14

Article 15, paragraphe 1

Article 15, paragraphe 2

Article 16

Annexe

Article 17

Article 2

Article 3

Article 4, paragraphe 1
Article 4, paragraphe 2
Article 5

Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, phrase
introductive

Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, point a)
Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, point b)
Article 6, paragraphe 1, premier alinéa, point c)
Article 6, paragraphe 1, deuxiéme alinéa
Article 6, paragraphe 2

Article 7

Article 8

Article 9

Article 10

Article 11

Article 12

Article 13, paragraphe 1, phrase introductive
Article 13, paragraphe 1, point a)

Article 13, paragraphe 1, point b)

Article 13, paragraphe 1, point c)

Article 13, paragraphe 2

Article 13, paragraphe 3

Article 14

Article 15

Article 16

Article 17

Article 18

Annexe |

Annexe Il

Annexe III
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ANNEXE 3: EXEMPLES DE CHROMATOGRAMMES (TIC) DE
DEJECTIONS BRUTES (DEJECTION BOVINE, LISIER PORCIN ET
EFFLUENT DE STEP)
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