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Liste des abréviations utilisées

ABNC : Active But No Culturable

ADN : Acide Désoxyribonucléotidique

ADNr16S : Gene codant la petite sous-unité de 'ARN
AFNOR : Association Frangaise de NORmalisation
ARN : Acide Ribonucléique

ARNmM : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomal

ARNTr16S : Petite sous-unité de I'ARNr

ARNt : ARN de transfert

BST : Bacterial Source Tracking

CFU ou UFC : Colony Forming Unit ou Unité FormaesdColonies
DAEC : Diffuse Adhesiorkscherichia coli

DAPI : Diamidino-4',6-phénylindol-2-dichlorhydrate
DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DVC : Direct Viable Count

EAEC : EnteroAgregativ&scherichia coli

EHEC : EnteroHemorragiescherichia coli

EIEC : EntérolnvasiEscherichia coli

e.g. : exempli gratia

EPEC : EnteroPathogenttscherichia coli

EPS : ExoPolySaccharide

ERIC-PCR : Enterobacterial Repetitive Intergeniaiggnsus PCR
ETEC : EnteroToxigeni&scherichia coli

FISH : Fluorescenin Stu Hybridization

FAO : Food and Agriculture Organization

HFERP : Horizontal Fluorophore-Enhanced Repetigixiagenic Palindromic-PCR
i.e :idest

LSM : Least square means

ML : Maximum Likelihood

MLEE : MultiLocus Enzyme Electrophoresis

MPN : Most Probable Number

MU-Glu : 4-méthylumbelliférylg-D-glucuronide

MUF : 4-méthylumbelliferone

NJ : Neighbor-Joining

PCR : Polymerase Chain Reaction

PFGE : Pulse Field Gel Electrophoresis

ppGpp : guanosine 3',5’-bisdiphosphate

PVD : Pays en Voie de Développement

QS : Quorum Sensing

RAPD : Random Amplification of Polymorphic DNA
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

STEC : ShigaToxirescherichia coli

STEP : STation d’EPuration

UPEC : UroPathogeni€scherichia coli

UV : UltraViolet

VS : versus






VBNC : Viable But No Culturable

Unités de mesure

K : constante de perméabilité
Kb : kilobase

kD : KiloDalton

g’ : par gramme

°C : degré Celsius

] :jour

h : heure

cm : centimétre

ml : millilitre

nm : nanometre

Pb: paire de bases

Rpm : Rotations par minutes
pKm : micrometre
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Introduction générale

La qualité de I'eau est une problématique mondialar la santé humaine et animale.
Elle reléve de plusieurs critéres relatifs a demmpatres physico-chimiques (turbidité, azote,
phosphore, carbone, hydrocarbures, métaux louégbiotiques et produits phytosanitaires)
ou microbiologiques (Enterocoques, coliformes fécadtscherichia coli, virus et parasites).
Dans les Alpes du Nord, considérées comme le «@hat’'eau » de I'Europe, I'eau est
utilisée pour l'alimentation en eau potable des mm@® et des animaux, la fabrication
fromagere et les activités de loisirs, notammempélehe, les activités de baignade et les sports
d’eaux vives, ces derniers étant actuellement emglexpansion. La surveillance de la
qualité de I'eau prend une ampleur particulieresdancontexte montagnard, ce dernier étant
marqué par une forte connectivité des ressourcesaende I'amont vers l'aval, par la
multitude des points de captage d’eau et la ditedas systémes de distribution. La situation
sanitaire de ces eaux est rarement en accord ‘anegé de I'eau pure de montagne vis-a-vis
des criteres microbiologiques. On estime que 30e% rdseaux de distributions sont non-
conformes et que 15 % de la population est ain@@®X a un risque microbiologique (Tableau
1). Ce sont surtout les personnes agées et leegeanfants qui sont touchés par la
dégradation microbiologique de I'eau (DRASS RhoAk®s, 2005). Les ressources en eau
se constituent en téte de bassin versant, la siiusnt les prairies subalpines paturées. Or, le
paturage est une source potentielle de pollutioaléédes eaux avec I'excrétion de bactéries
fécales dans les féces déposeés sur le sol ou paceinent dans I'eau (Olivet al., 2005b).
Classiquement, des l'arrivée des troupeaux en alpagconcentration en bactéries fécales
s’accroit pour atteindre des niveaux supérieursexigences de qualité de I'eau. La question
de l'impact du paturage sur la dégradation de &itgude I'eau est bien étudiée en Ecosse, en
Angleterre ou encore en Nouvelle-Zélande ou lerpdti ovin est prédominant (Kay al.,
2007 ; Collins & Rutherford, 2004 ; Hubbaetlal., 2004 ; Vinteret al., 2004 ; Edward, 2003
; Fisher et al., 2000). Toutefois, peu de données ont été codsctur la survie des
contaminants fécaux dans les sols et les bassisante subalpins laitiers. Les enjeux de
qualité de I'eau y sont importants, avec notamndestobjectifs fixés par la politique agricole
commune, portant sur I'adoption de pratiques afgEc@ompatibles avec le maintien des
ressources naturelles. Il est indispensable de xmemmprendre le comportement des

contaminants fécaux dans les sols de ces milieticpkers, afin d’évaluer la probabilité des



Bassin Rhéne Méditerranée et Corse

% UDI non conformes 30,6 %
% UDI conformes 69,4 %
% populations associé a des UDI non 15,8 %
conformes

% populations associé a des UDI conformes 84,2 %

Tableau 1 : Résultats des conformités des unitéstidoution (UDI) et de la population
alimentée a I'échelle des bassins RM&C (Année 2@0kirce : ministére chargé de la
santé, DDASS, SISE-Eaux)



transferts sol/eau des bactéries fécales bovineginst mieux appréhender I'impact du
paturage sur la qualité des ressources en eateetetdassin versant.

Au dela de la spécificité du contexte des bassarsants subalpins, de nouvelles
connaissances sur I'écologieedtoli dans les sols des systemes paturés sont nécessaire
on connait bien les conditions de transfert et devis d’E. coli dans les sols suite a
I'épandage d’effluents (Oliveat al., 2005a), la situation est moins bien documentées ta
cadre du paturage, ce dernier se traduisant paigrande hétérogenéité dans la répartition
des déjections. De méme, il y a peu de donnéesnuent I'état de division ou de dormance
des bactéries fécales, les seuls outils existaatg éentrés sur la difféerenciation des cellules
viables et des cellules moribondes. La diversitéégque des bactéries fécales dans les sols
est eégalement peu documentée, les principales apmsome décrivant quasi-exclusivement
que les populations majoritairement présentes afgproches populationnelles étant rares
(Sigler & Pasutti, 2006). Enfin, pour évaluer lemqmortement de bactéries introduites dans un
sol, un référentiel bactérien est nécessaire. ©u, ¢iétudes décrivant la survieEd'coli
prennent en compte le comportement des populatnoliigenes, adaptées a I'environnement
sol.

Dans le cas ou les bactéries sont introduites &ulte d’épandages de matiére
organique d’origine fécale (fumier, lisier), lesie® de transfert des bactéries fécales dans le
sol sont assez bien documentées (Olsteal., 2005a) ; elles dépendent notamment de la
faune tellurique, de I'organisation du systéme pduasol et de ses conséquences sur les flux
d’eau. Dans le sol, les bactéries fécales sont s@sna des contraintes abiotiques, qui sont
fonction du pédoclimat et des propriétés de la iceatsol. Elles sont également soumises a
des contraintes biotiques selon la dynamique dadae et de la microflore du sol. On se
demande si ces voies de transfert peuvent étreugsrau cas du paturage et notamment aux
spécificités de contact entre la bouse et le sahsDla mesure ou les bouses demeurent en
surface un certain laps de temps (de 60 jours tankira Suisse a plusieurs années en
Colombie britannique ; Gobadt al., 1998), il y a introduction et diffusion prolongée
substrats carbonés et de nutriments, correspordantilieu d’origine des bactéries fécales.
Par ailleurs, une fois introduites dans le sol,dastéries fécales sont susceptibles de mettre
en place des stratégies de survie particulieres,dermettant de s’adapter a cette nouvelle
niche écologique et de s’y installer (Byappanah&llFujioka, 2004). Il se pose ainsi la
question de I'évolution des populations bactérisnidies ne song priori, pas toutes dotées
du méme potentiel de survie dans [l'environnement, smnt les caractéristiques

physicochimiques (texture, structure et matiéreaoigue) varient fortement dans le temps et



Figure 1 : Photographie du site d’étude, I'AlpageBise
(Haute-Savoie, Massif du Chablais)



I'espace, et plus particulierement dans les sitnatides agroécosystémes paturés d’altitude
(Dorioz, 1987).

L'objectif général de ce travail est d’améliorers leonnaissances sur I'écologie
d’E. coli dans les sols des écosystemes pastoraux, afiniglex rappréhender les facteurs
susceptibles de contréler la dispersion, la dynamigt la structure des populations de
bactéries fécales bovines dans les sols paturetegaroupeaux.

Pour répondre a cet objectif, nous avons retenume®site d’étude un alpage sur un
bassin versant de moyenne montagne situé dansédeslges calcaires du Chablais (Figure
1). L’alpage retenu est un site modeéle pour I'étddedevenir environnemental des bactéries
fécales dans les sols paturés du fait des conditibmatiques, de la diversité des sols et des
communautés végétales qui le structurent.

Les objectifs spécifiques sont de déterminer letetas impliqués dans le devenir des
populations de bactéries fécales bovines dansifésemts niveaux d’organisation du bassin
versant (dans les bouses, les stations pastorélésaa), d’évaluer en particulier leur
potentiel de transfert et de survie, ainsi que &at physiologique. Pour y répondre, un suivi
de la dynamique des populations de bactéries fetmieines est réalisé. Il s’agit de comparer
les effectifs bactériens dans différentes statjpastorales et a différentes échelles spatiales
(bouses, sol de surface, de profondeur, sol souseh@ol en aval de bouses) et temporelles
(en été au cours de la saison pastorale, en hiver I8 manteau neigeux, au printemps a la
fonte des neiges). On cherche 8fIRu & évaluer la structure génétique des popmuiatte
bactéries fécales de fagcon a déterminer si destyge®sont préférentiellement sélectionnés
et si cette sélection s’opére pour (i) seulementuss sols, (i) dans des horizons particuliers
et (iii) & des stades particuliers de I'évolutianld contamination (durée d’exposition des sols
aux bouses). La structure génétique des populatians I'eau a I'exutoire est étudiée en
parallele et confrontée a celle des sols afin deraoiner les espaces actifs contribuant aux
contaminations.

E. coli est choisi comme modéle bactérien indicateur déaoaination fécale car il est
énumeré en tant que tel pour évaluer la qualitéahniologique de I'eau. Pour disposer d’'une
référence relative au fonctionnement des populatioactériennes adaptées au milieu sol,
nous comparons le comportemenE.cEoli a celui dePseudomonas spp. fluorescents. Ces
derniers correspondent a une population telluridpminante et adaptée a la rhizosphére des
graminées. lls sont en outre producteurs de phliacowls, antibiotiques a large spectre
d’action (Croninet al., 1997).






bY

Pour répondre a ces différents objectifs, une dénmeapluridisciplinaire associant
sciences du sol, écologie microbienne et agrongragtorale est mise en oeuvre. Le travall
est organisé en 6 parties :

v" Une synthése bibliographique porte sur la présentate 'espéce bactérienne
E. cali et les facteurs contrélant sa survie dans I'emviemnent. L'effort porte ensuite sur les
différents états physiologiques dans lesqéelsoli peut étre retrouvé dans I'environnement.
Enfin, la diversité des populationskd’coli dans différents environnements et les techniques

d’étude de cette diversité sont présentées.

v' Une partie expose les hypothéses et la démarchel, formulées a partir

de I'état des connaissances réalisé dans la synlilglsographique

v'Un premier chapitre présente le bassin versaniétlialpage de Bise, en tant
(i) qu’agro-écosysteme et support d’'une diversigésdls, de communautés végétales et de
conditions rhizosphériques et (i) qu’hydro-écosyst transférant a I'exutoire les bactéries

fécales introduites dans les différentes stati@katbage par 'activité pastorale.

v Un second chapitre présente les effectifs de ptipol dE. coli et de
Pseudomonas spp. fluorescents observés a I'entrée du systaoéeéc’est-a-dire dans les
bouses et dans les différents sols de l'alpagde@ide permet de répondre a des questions
concernant (i) les modalités de transferts Besoli des bouses vers le sol, (ii) I'adaptation
des populations fécales aux sols et (iii) la coastin d’'un réservoir environnemental en

E. cali.

v' Le chapitre 3 aborde la question des capacitésapdtation dE. coli a une
nouvelle niche écologique, le sol, ainsi que laemaésl point d'une méthode moléculaire
permettant de suivre I'état physiologiqueEd’'coli dans I'environnement. Ce chapitre
comporte deux volets de travail : I€" kst relatif aux cinétiques de survie dans des
microcosmes de sol de soucheE.doli d’origine différente, le ¥ au suivi de I'expression
de marqueurs moléculaires de I'état physiologige cbli in vitro et dans des microcosmes
de sol.

v Le chapitre 4 décrit la structure génétique desufadipns dE. coli dans les

différents niveaux d’organisation du bassin versadans les bouses, les différents sols et






dans l'eau a l'exutoire. Cette approche permet aliser les transferts des populations
d’E. coli entre ces différents niveaux et la contributioncds derniers a I'alimentation du

cours d’eau en contaminants fécaux.

Enfin une conclusion générale cl6t ce manuscritngigrant 'ensemble des résultats et met

en perspectives les principaux concepts qui émateoé travail de thése.
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Synthése bibliographigue

I. L’especeEscherichia coli, un modele écologique intéressant

Escherichia coli plus communément appelé colibacille, a été démuen 1885 par
Théodore Escherich dans des selles de nourrisBorsli est une bactérie associée au tractus
intestinal des animaux a sang chaud, et notammei€nle humain. Bien que les souches
d’E. coli soient généralement commensales du tube digestibénéficiant de linteraction
avec leur héte sans avoir d'effet négatif sur cenide), certaines peuvent étre associées a
diverses pathologies chez I'homme et l'animal (gashtérites, infections urinaires,
meéningites, ou septicémies).

Le modéleE. coli est intéressant puisqu’il présente a la fois deslses commensales et
des souches pathogenes de I'homme, sans étreaptamt, un pathogene opportuniste (i.e.
bactérie qui devient pathogéne chez un héte aiffadblquePseudomonas aeruginosa bien

Staphylococcus epidermidig/ei et al, 2006).

l.1. E. coli, une bactérie commensale de I'intestin des anindagang chaud

E. coli appartient au groupe des coliformes fécaux (ountbmlérants). Les
coliformes sont définis comme des bactéries aésobie anaérobies facultatives, oxydase
négatives, asporulentes et capables de fermentectese a 35°C. Ce sont des bacilles a
Gram-négatif appartenant a la classe gpsotéobactéries. Outre ces caractéristiques, les
coliformes fécaux sont également capables de erditr44°C et possedent une activité
catalase. En plus de I'espdgecoli, ce groupe contient les geni@grobacter, Enterobacter,
Klebsiella E. coli est cependant le seul coliforme fécal a produgd’iddole a partir du
tryptophane a 44°C, ce qui permet de le différendies autres coliformes fécaux. Il est
classiqguement admis que parmi ces bactéries Eeabli est toujours d’origine fécale. En
effet, les autres membres de ce groupe peuvent aw@ origine environnementale :
Klebsiella oxytoca et Citrobacter spp. ont été isolés du sol, de végétauEmterobacter
cloacaeest retrouvé dans le sol rhizosphérique (Soritnal, 2001 ; Adachiet al, 2002 ;
Rattrayet al, 1995). Excepté le casHl' coli, la dénomination « coliformes fécaux » est donc
inappropriée et il est préférable d'utiliser I'appgon « coliformes thermotolérants »
(Foppen & Schijven, 2006).



Tableau 2 : Nombre de bactéries viables trouvées k= féces d’animaux
adultes (log de bactéries viables par g de féces)

Animaux E.coli | Cl perfringens | Enterococci | Bacteroides | Lactobacilli
Vaches 43 23 53 0 24
Moutons 6.5 43 6.1 0 39
Chevaux 41 0 6.8 0 10
Porcins 6.5 36 64 5.7 84
Volailles 6.6 2, 15 0 8.3
Lapins 21 0 43 86 0
Chiens 1.5 84 76 8.7 46
Chars 16 14 8.3 89 88
Souris 6.8 0 19 89 9.1
Hommes 6.7 32 J.2 97 88

Moyenne de 10 animau, Modifié d’apres Rosebury, T. : Micro organisms Indigenous to
man. Mec Graw-Hill, New York, 1962

Tableau 3 : Caracteres biochimiques spécifiques epéces du genre
Escherichia (E. coli, E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii). D’apres Grimont
(1987)

E. coli non E. coli

Caracteristiques E. hermanii | E. vulneris | E. fergusonii
0157:H7 | 0157:H7

: . —
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D’'une fagcon générale, la diversité microbienne gmés dans les déjections animales varie
guantitativement et qualitativement en fonction dasnaux. Dans les féces des bovins, on
trouve principalemenE. coli, Clostridium perfringensEnterococcusspp. etLactobacillus
spp. (Tableau 2)E. coli est le principal taxon de la microflore gastrostiigale aérobie et
peut représenter jusqu’'a 97 % des coliformes isdésfeces humains et 90% de féces
d’animaux (Greatorex & Thorne, 1994 ; Pourcher,119&hebru, 1988 ).

Sur le plan taxonomique, le genr&scherichia appartient a [Il'ordre des
Enterobacterialegjui ne compte qu’une seule famille, EEsterobacteriaceaeCette famille
comporte 41 genres, comme par exempxherichia, EnterobacteBuchnera Citrobacter,
Klebsiellg Proteus Salmonella Shigella Yersinig etc (Edward & Ewins, 1972). Les
Enterobacteriaceaesont présentes dans divers environnements telslequeactus gastro-
intestinal des animaux a sang chaud, dans le d@aet, etc. CertaineEnterobacteriaceae
sont également connues pour étre associées auxedplaelles que les bactéries
phytopathogénesPectobacterium spp. (anciennement dénommé&swinia), Pantoea
stewartiiou Serratia marcescen@iauberet al, 1998).

Le genre Escherichia compte 6 espéces possédant chacune des carapiéssti
biochimiques particulieresE. coli, E. albertii E. blattae E. fergusonii E. hermanniiet E.
vulneris (Garrity et al, 2002).E. senegalensiserait une 9" espéce définie par Mbengee
al. (source :National Center for Biotechnology Informatjiomais elle n’a pas encore été
validée.E. coli se distingue des autres especes par sa capdeitéenter le lactose (Tableau
3 ; Grimont 1987).

Dans le cadre de I'évaluation des risques de cantdion microbiologique des eaux
et des alimentd;. coliest utilisée comme espéece indicatrice de contarométcale, c’est-a-
dire un indicateur d’'un risque sanitaire potenétlprobable. Elle est en effet utilisée pour
évaluer la présence potentielle de pathogenegyitierdigestive tels quehigellg Salmonella

ou certaines souchedH’coli.

l.2. E. coli, un pathogéne humain

Méme si la majorité des souche€dcoli sont commensales du systéme digestif,
certaines sont a l'origine de diverses pathologisstinales et extra-intestinales telles que
des diarrhées, des infections urinaires, des sepi#s et des méningites chez le nouveau-né






(Orskov & Orskov, 1992). Elles font donc I'objet diattention du monde médical et
agroalimentaire

La différenciation entre souches pathogénes eth&sucommensale®pose sur la
détermination de leurs sérotyp@3rskov & Orskov, 1984)Les sérotypes résultent de la
combinaison entre un antigene somatique O, définis¢e sérogroupe, et un antigéne
flagellaire H. L'antigene O est contenu dans lg®polysaccharides présents sur la paroi
bactérienne des souches a gram négatif. L'antigd&nde nature protéique, entre dans la
structure du flagelle qui permet & la bactérie eleléplacer. Enfin, il existe urf™§ antigéne
qui n’est pas toujours présent, I'antigene de seria. Il existe plus de 150 antigenes O, 56
antigénes H et 80 antigénes K, lesquels peuvert @&mbinés entre eux, multipliant le
nombre de sérotypes possibles (plus de 800000y eAement, uniqguement 2000 d’entre eux
ont été isolés (Frémaux, 200Qertaines sérogroupes, comme K12, sont raremeotiassa
des pathologies. En revanche, d’autres, comme OlE58pnt tres fréquemment (cas du
sérotype O157:H7).

C’est I'identification de facteurs de virulence zHes souches pathogénes qui permet
de les différencier des souches commensales ailestdgs autres souches pathogéenes. Elles
sont regroupées en pathotypes en fonction des @yredrqu’elles provoquent chez I’'homme,
chaque pathotype exprimant généralement des faceirvirulence spécifiqgues (Mainil,
2003). Les souches d’origine extra-intestinale pet\étre subdiviséesn 3 pathotypes :
uropathogenefJPEC), mammopathogenes et invasifs. Les souchestimales sont : (i) les
E. coli a adhésion diffuse (DAEC), responsables de diaglef d'infections urinaires, (ii) les
E. coli entérotoxinogenes (ETEC) associés aux diarrhéemduisson dans les pays en voie
de développement et a la « turista », la diarrhegayageur (Levine, 1987), (iii) lds. coli
entéropathogenes (EPEC) responsables de gastriesntdez les enfants de moins de 3 ans
(Jerseet al, 1990), (iv) lesk. coli entéroaggrégatifs (EAEC) responsables de retaeds d
croissance et de diarrhées persistantes aussdarenles pays en voie de développement que
dans les pays industrialisés (Kaper, 2005), (v) Es coli entéroinvasifs (EIEC)
phylogénétiquement proches de pathogenes hunfaimgellaspp., (Escobar-Parane al,
2003 ; Brenneret al, 1973) et enfin, (vi) lesE. coli entérohémorragiques (EHEC)
responsables de diarrhées peu hémorragiques maipegwvent s’aggraver en colites
hémorragiques et dans certains cas, en syndrommashfigues et urémiques (SHU, en
particulier chez le jeune enfant) pouvant condaita mort (Rileyet al, 1983). Les facteurs
de virulence des EHEC sont variés et codés paenegfxL oustX (shigatoxines), le gene

eae (facteur d’attachement et d'effacement des midiasités) ou encore le genehx
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(entérohémolysine) (Schmidt al, 1995). Parmi les EHEC, ceux possédant au moimggna
stx appartiennent au groupe descoli producteurs de shigatoxines (STEC). Tous les STEC
ne sont néanmoins pas pathogénes pour 'lhommeaftioiydier en absence des geeaegou
ehy).

E. coli O157:H7 est le principal STEC responsable de pagies chez I'homme et
donc le plus étudié et connu a ce jour. C'est Fade plus généralement impliqué dans des
épidémies dues a la consommation de viande bown&minée (maladie du hamburger). Ce
sérotype se distingue métaboliquement des alresoli par I'absence d’activit§3-D-
glucuronidase, protéine codée par le gemeA Cette enzyme BED-glucuronoside
glucuronosohydrolase, EC3.2.1.31) est une protéaplasmique de 603 acides aminés et
d'un poids moléculaire de 68,447 kD (source : Hthmpcyc.org). Cette hydrolase acide
catalyse le clivage d’'une grande variétéBeglucuronides généralement solubles dans I'eau
(selon la réaction suivantez@ + 3-D-glucuronide> alcool + glucuronate).

Les B-glucuronides sont des hexoses a noyau pyranicgue. drigine est trés variée :
les urines, la paroi des végétaux, la capsule heoté, les cartilages, etc. Dans le tractus
gastro-intestinal des animaux, I'activifgD-glucuronidase bactérienne intervient dans le
processus de détoxification de déchets meétaboligeedogenes, de vitamines, de
xénobiotiques, d’hormones stéroidiennes, etc, peamettre leur éliminationia le tractus
urinaire (Liang et al, 2004). Bien que seule l'espéde coli possede l'activitép-D-
glucuronidase parmi le genBEscherichiaet qu’elle soit surtout connue chEzcoli, elle ne
lui est pas spécifique (Kampfat al, 1991 ; Riceet al, 1991). Cette activité est ainsi
retrouvée chez 94 % des souchds. @oli mais aussi pour 44 % d&gigellaspp. et 29 % des
Salmonellaspp. (Hartman, 1989 ; Mobery al, 1988 ; Feng & Hartman, 1982). Bien que
Hansenet al. (1984) aient déterminé la spécificité de cettévaéta 36°C chez. coli en
testant une collection de 400 souchdsntérobacteriaceaéermentant le lactose, Kampfer
al. (1991) ont montré que d'autres bactériedwardsiella hoshinaet Yersinia kristensenii
la possédent a 37°C. A 44°C, cette activité a égaht été mise en évidence cherococcus
viridans, Bacillus spp, Staphylococcugpaucimobilis et Sphingomonas paucimobili®rs
d’expériences enzymatiques de courtes durées (26tes) (Tryland & Fiksdal, 1998). L&
D-glucuronidase reste active méme lorsque leslesllactériennes perdent leur cultivabilite,

leur intégrité ou ne présente plus d’activité restpire (Petiet al, 2000) (voir 111.2.1).

Actuellement, les études épidémiologiques suggeneme¢ nette augmentation

d’épidémies impliqguant des sources environnementaddentielles de contamination. Cette
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Tableau 4 : Mortalité et transfert des bactériealfcdans le systeme
végétation/sol. Les principaux facteurs de contsdlet notés en italique.
D’apres Trévisamt al. (2002)
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évolution est probablement due aux changements égme alimentaire avec la

consommation croissante de végétaux crus et la fdilisation d’étendues d’eau naturelle
pour les loisirs, eaux pouvant étre contaminéeslg@artroupeaux (Frémaux, 2007). Ces
épidémies ont ainsi amené les épidémiologistespdoet I'environnement comme source

potentielle de contamination.

Les travaux se référant a la survi€ed'coli dans I'environnement se situent sur des
problématiques assez différentes : ufidekt basée sur la détermination d'un risque patenti
par I'utilisation dE. coli comme bactérie indicatrice de contamination féealene 2° est
axée sur la détermination d’'un risque réel parelgherche de sérotypes particuliers et de
genes de virulence B: coli pathogénes.

La présence &. coli commensale ou pathogene, a ainsi été montréeddganembreux
habitats secondaires, distincts de I'habitat pmien@ue constitue le tractus intestinal et les
matieres fécales des animaux. En ce qui concernalidité de son caractére indicateur,
rappelons que la présencé&dtcoli dans un environnement autre que son habitat dierige
peut étre que transitoire. Pourtant, comme nousotderons dans 1a®*%¥ partie de cette
synthése bibliographiqud;. coli est capable de survivre dans différents écosysté@nee
s'adapter a divers types de stress (par exemplenitité, la disponibilité en oxygéne, la

carence en nutriments, la prédation...).

. Survie d’ E. coli dans I'environnement

Les alpages sont souvent situés en téte de basmisants, ces derniers constituant des
zones géographiques au sein desquelles touteadgde ruissellement de surface alimentent
un exutoire commun. lls présentent différents nixed’organisation, en relation avec le
contexte agropastoral et le milieu physique. Aidg#iférents compartiments les constituent :
les bouses (stocks primairegdcoli), la végétation et les sols (stocks secondairgangiels),
I'eau (sortie et vecteur de transfert entre letbhts compartiments). La présenck.coli,
commensale ou pathogene, a été détectée dans flggends ecosystemes et les facteurs
biotiques et abiotiques contrdlant sa survie oétféttement étudiés (Tableau 4). La suite de
cette synthese s’attachera a faire un point sumiedalités de survie H. coli dans ces

différents compartiments.
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Il.1. Survie dE. coli dans les matieres fécales (bouses et différeritgents
d’élevage)

E. coli étant une bactérie d'origine digestive, les masiéiecales excrétées lors du
paturage ou épandues sur les surfaces agricolessegpent une source potentielle importante
d’E. coli. Avant d’aborder la question de la survie de ck#etérie dans des environnements
secondaires (végétaux, eau et sol), il nous semipertant de préciser quelques éléments

concernant la survie H: colidans son habitat primaire, les matieres fécales.

Les concentrations H. coli dans les déjections animales varient en fonction de
animaux allant d’environ 2.fCcellules par g de féces chez la vache a®chez le chat
(Tableau 2). Une grande variabilité des densitds. cbli dans les bouses de vaches a
également été rapportée, avec des valeurs comprises0 et 10cellules ¢ matiére séche
pour une moyenne de 1@ 10 cellules ¢ matiére séche (Muirheagt al, 2006 ; Averyet
al., 2004). Contrairement a la variabilité inter-boobserveée, les effectifs E. coli pour une
bouse donnée semblent stables dans le temps (Adlaahy 2004). Le régime alimentaire
influe sur les effectifs de O157:H7. En effet, ddfectifs plus élevés d’'O157:H7 ont été
observés dans des déjections de bovins suivardgime alimentaire a base de mais, riche en
énergie et pauvre en fibres, comparativement abodegs ayant une alimentation a base
d’herbe, plus faible en énergie et plus riche éne8 (Kudvaet al, 1997). Le changement
d’alimentation de I'herbe au mais se traduit doac yme augmentation de la densité d’'une
sous-population particuliéere. D’'une facon plus gale cette étude suggeére qu’un
changement d’alimentation, tel qu’il existe lorstdansfert des vaches de I'étable a l'alpage,
pourrait entrainer une modification de la structdes populations &. coli dans le systeme
gastrointestinal des bovins.

L’environnement extérieur influence également levieudes bactéries fécales dans la
bouse. En premier lieu, la durée de vie d’'une bassextrémement variable en fonction de
sa localisation et de la communauté d’insecteseptéssur le site de dépbt: 60 a 240 jours
dans le Jura suisse, 100 a 150 jours en GrandagBwet 300 a 450 jours au Japon, 520 jours
en Nouvelle-Zélande, 360 a 1000 jours en Califoreieplusieurs années en Colombie
britannique (Gobagt al, 1998). Assez rapidement apres le dépot de laebaune crodte se
forme en surface et favorise la protection deséves contre les rayonnements ultra-violets
(UV) (Gobatet al, 1998). Un stockage des bouses a des températdieegures a 10°C,
telles qu’elles peuvent I'étre la nuit sur un akpatavorise la survie des bactéries fécales.

Wanget al. (1996) ont ainsi montré gd: coli O157 survivait mieux dans des bouses a 5°C
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qu'a 37°C. D’autre part, des événements comme u& pu I'apport d’urine modifient la
salinité au sein de la bouse. Ces variations deitgalont un impact sur les interactions
électrostatiques entre les particules de boused. g@eit alors conduire a une libération de
bactéries fécales a partir des microsites au sesquekls elles étaient protégées, influencant

ainsi leur survie (Bradford & Schijren, 2002).

Si les bouses sont la principale source potentiEle coli dans les alpages paturés de
facon extensive, les bactéries fécales sont le ptusrent apportées lors des épandages
d’effluents d’élevages sous forme de fumier, diedisu de purin.

Le fumier est un mélange d’excréments et de palllassainissement des tas de
fumier avant épandage peut étre obtenu par congms(Rrémaux, 2007), l'aération
favorisant I'humification du fumier en stimulantétivité de la microflore aérobie. Cela se
traduit par une augmentation de la températureQpatl coeur des tas de fumier, affectant en
retour la survie des bactéries fécales contenuadva&et al. (1998) ont ainsi montré une
meilleure survie c&. coli 0157 dans du fumier ovin non aéré que dans duefubavin aéré
(21 mois contre 47 jours).

Le lisier est un mélange d’'excréments et d'urireec8nstitution est donc relativement
liquide. Les teneurs et le maintien des bactégealés dans le lisier dépendent d’'un nombre
important de facteurs : la durée de stockage,fgpéeature et le pH ; la teneur en matiére
séche et le taux de dilution des matieres fécadss d'urine ; I'espéce animale dont il
provient. McGeeet al. (2001) ont montré g&. coli O157:H7 survivait plus de 3 mois dans
du lisier de bovin mais, cependant, & de faiblesentrations (environ f@ellules par g).

La survie dE. colidans les matieres fécales fait de ces dernieesaurce potentielle
importante de contamination fécale du sol. Uneiegfibn continue de déchets organiques
conduit & des évolutions physico-chimiques du sblfavorise par ailleurs la survie des
microorganismes pathogenes (Daetal, 1973).

Il.2. Survie dE. colisur les végétaux

Lorsque les matiéres organiques fécales sont épandu les deéjections bovines
excrétées, elles entrent en premier lieu en coatast la végétation présente a la surface du

sol.
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De nombreuses données décrivent la capadiéatili O157:H7 a coloniser les tissus
des végétaux ou leur rhizosphére. En revanchedpealonnées sont disponibles concernant
cette capacité chez I&s colicommensaux.

La survie dE. colia I'intérieur des tissus végétaux (développemadbphyte), a leur
surface ou encore dans la rhizosphére associémdiégela nature du couvert végétal. La
rhizosphere est le volume de sol englobant immégfiant les racines vivantes et qui est
influencé physiqguement, chimiquement et biologigaeimpar leur activité (Foster, 1998).
Ainsi, la composition des exsudats racinaires, @de carbone et d’azote, peut influencer la
survie ou encore la sélection de différentes espaetériennes.

E. coli O157:H7 envahit les tissus de la plante mod&iabidopsis thaliana des
racines jusqu’aux fleurs en circulant dans le syst&asculaire (Coolegt al, 2003). Suite a
une inoculation & TOUFC g* de tissu végétal (unités formant colonies), cettache cE.
coli peut se développer jusqu’a®10FC g* de racines sur ou dans les racines et jusqu'd 2.10
UFC g de tissu végétal sur ou dans les parties aériehfesahissement des racines se fait
au niveau des zones d’émergence des racines ¢éséflr la graine 4. thaliang E. coli
0157:H7 se localise soit a sa surface soit souségpment. Différentes études ont également
porté sur les espéces végétdiedicago truncatuleet sativa (Torreset al, 2005 ; Donget
al., 2003, Charkowsket al, 2002). Contrairement au cafddthaliang E. coliO157:H7 n’est
pas capable de croitre sous le tégument de laegd&inuzerne alors que d’autres pathogenes
entérigues comm8almonella entericav. Newportle peuvent (Charkowsldt al, 2002).E.
coli O157:H7 peut également coloniser la surface,i$ssig internes et les stomates du radis
(Itoh et al, 1998). De méme, cette souche peut infecter @iftér organes de la pomme
comme le tube floral ou les graines (Burredtal, 2000). Le mode de colonisation des tissus
végeétaux dépend donc a la fois du végétal, dedspt de la souche bactérienne. Dengj.
(2003) ont mené une étude portant sur la relatdreda capacité de différentes bactéries
entériques, donE. coli O157:H7 etE. coli K12, & coloniser la rhizosphére de la luzerne et
celle a coloniser l'intérieur de ses tissus (entdesp).E. coli K12 s’est révelé coloniser
faiblement la rhizosphére et les tissus de la hezeanéme aprés des inoculations a des
concentrations supérieures & 10FC g* de tissus ; par ailleurs, il n'a pas été obsemé d
corrélation entre colonisation du sol rhizosphéiget colonisation des tissus végétaux
aériens. A linverseE. coliO157:H7 colonise le sol au contact des racines giéainte et ses
tissus. Une forte corrélation entre les deux patentle colonisation est observée, sans que
I'on puisse pour autant en expliquer les mécanisiesoli O157:H7 peut donc survivre sans

étre obligatoirement en contact direct avec latplamais uniquement dans une zone sous son
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influence. Ainsi, la souchg. coli 0157:H7, inoculée & environ 20FC mL*, survit entre 25

et 47 j dans trois sols (limonoargileux, limonosatx et limoneux) en jachére. Par contre, elle
persiste plus longtemps dans ces mémes sols aukivéc du seigle (47 a 96 j) ou de la
luzerne (92 j) (Gagliardi & Karns, 2002). Il exisig donc un effet rhizosphéere positif sur la
survie dE. coli, cet effet dépendant de I'espece végétale cultivéis pas de la texture du sol
utilisé. Néanmoins, dans un autre sol limonoargilél coli O157:H7, inoculée également a
10 UFC mL?, présente des taux de survie identiques en présenen absence de plants de
mais (35]) (Williamset al, 2007). Par contre, cette derniere expérimentatianduré que
35 j et I'étude de I'effet rhizosphére mériteraihs doute d’étre prolongée.

E. coliO157:H7 ne colonise donc pas tous les végétatoutss les rhizospheres de la
méme facon, suggérant des différences de capatiéémptation cE. coli O157:H7 en
fonction de son héte et de la nature du milieu ptsag. On retiendra en outre que peu
d’études portent sur les relations plaritesbli non pathogene et que le développement de

cette espece dans la rhizosphere des plantescesegreu exploré.

[1.3. Survie dans 'eau

E. coli est utilisée comme bactérie indicatrice de contation fécale des eaux. Sa
détection dans l'eau est un véritable probleme algés publique puisqu’elle signifie la
présence potentielle de pathogénes humains d'erigligestive. Une norme AFNOR
(AFNOR NF T 90-414) a été rédigée pour qualifiemlegeau de contamination des eaux.
Cette norme repose sur la détection de coliformestotolérants apres croissance sur gélose
lactosée au TTC-Tergitol7 a 44°C. Pour étre posgahl®0 mL d’eau ne doivent contenir
aucun coliforme thermotolérant cultivable. Dansnlasure ou le milieu TTC Tergitol7 isole
plus de 90% . coli et que les autres coliformes thermotolérants njmag une origine
rigoureusement fécale, les analyses de la quaditéedu peuvent étre basées uniquement sur
la détection cE. coli(AFNOR NF XP T 90-433).

L’environnement aquatique est régi par un ensenadecontraintes chimiques,
physigues et biologiques (oligotrophie, variatiass températures, rayonnements UV...)
pouvant limiter la survie €. coli (Joneset al, 1999). Une des premiéres contraintes réside
dans la faible accessibilité des nutriments. Epteffes derniers sont généralement associés
sous forme de flocs aux particules ou colloidess@spension. Les bactéries autochtones,

généralement associées a ces particules sontdaesraux dépens des bactéries introduites,
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commekE. coli, lesquelles sont plutdt libres et isolées (étahgionique) dans I'eau (Crunep

al., 1998). La survie des bactéries dans I'eau dépgatement des variations saisonnieres de
température. L’augmentation de température augmips favorise la survie @ coli (Rhodes

& Kator, 1988) ; par contre, les plus fortes tenapdres observées en été ont un effet Iétal. De
plus, I'été, cette augmentation de températurecetapagne généralement d’une exposition a
des rayonnements UV forts qui affectent la suneée Hactéries fécales (Joretsal, 1999).
D’un point de vue physiologique, la lumiére estfacteur déterminant pouvant entrainer les
cellules vers un état de dormance (détaillé darch#pitre suivant) (Barcinat al, 1989).
Outre les stress physico-chimiques rencontrés danmilieu aquatique, les interactions
biotiques telles que prédation par les bactériopbagt compétition avec la microflore
indigéne conduisent a la régulation des conceatraten bactéries fécales dans 'eau (Artz &
Killham, 2002 ; Rhodes & Kator, 1988).

Les sédiments, notamment grace a la matiere onganjqg’ils renferment, sont connus
pour étre des réservoirs @& coli. Leurs concentrations peuvent d’ailleurs y étregjua
environ un millier de fois plus élevée que dansuW'@résente a leur surface (Stephenson et
Rychert, 1982). L’'adsorption des cellules aux sédits limite I'exposition d&. coli aux
facteurs biotiques et abiotiques cités précédemni€ndig et al, 2002). Les argiles,
notamment lorsqu’il s’agit de la montmorilliniteaviorisent cette adsorption (Fauett al,
1975).

Dans I'environnement aquatique, la survi&.dcoli est donc fortement influencée par
un nombre important de facteurs tels que la tenwpdrala présence de particules en
suspensions dans le cours d'eau et de sédiments. IPasol, des facteurs supplémentaires

sont susceptibles de contréler la survie.dol..

[1.4. Survie dans les sols

Les sols recoivent des intrants bactériens lors égsndages d’effluents mais
également lors des périodes de paturage, via jestibis des animaux déposées. Le sol peut
donc représenter un réservoir potentielEercoli pouvant étre mobilisé vers le cours d’eau
lors d’épisodes pluvieux ou lors d’épisodes desellsment importants comme lors de la
fonte des neiges. Il est donc a prendre en coraiderdans I'évaluation des risques de

contamination fécale de I'eau.
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Lasuwie d'E. coli etd'autres bactériesféales dansles sols dépendent’'un engemble
de facteurs qui, la plupart du temps,n’agssent pasindividuellemet mais en synerge. Ces
facteus peuvent étre de naturebiotique (protozoares, vers de terre, baceries indigenes)ou
abidique (matiere organique, humidité, tempéiture, pH, strucure et texture du sol...).
L’'impact individud dela plupat de cesfactaurs esttrés bien doaument danslallitt érature et
a fait I’objet de nombreusesynthéses(Foppen & Schijven, 2006 ; Oliver et al., 2005a ;

Jamieson et al., 2002...).

1.4.1. Moddités de transfit d’E. coli ves le ol

Avantd’évoquer les facteurscontélantla survie d’E. coli dansle sol, nous propo®ns
de développerbs modaliésdetranskrt bactérien des bouses ve lesol.

Souws l'effet des phénanénes de rétention et de filtration, une fraction limitée des
populationsbacté&iennes présengs a la suface du sol estsusepible d’étreentainée dansle
sol (Crane et al., 1983). Apres lesdépbt de matieres fécalesa la surface du sol, différents
phénonénes de trandert des bactérie fécales dars le sol sous-j@entont étémis en évidence
Dans le caspaticulier du paurage lorsquelesbousessmt fraichementdéposéesell es sont
rapidement colornisées par une successioncomplexe d’insedes (notamment des coléoptaes
dont le bousie) et de vers dont certains (Scarabéidés, vers de teme) condusent a
I"incorporaton de fragments de bousedans le sol (Gobatet al., 1998). Les vers de terre
peuventdonc étre considéré comme des vecteus d’E. cli. Toutes les espées de vers de
terre n'explorent pas le sol dela méme facon. A titre d’exenple, Lumbricusterrestris estune
espee explorantle sol plutét en profondeu alors que Dendrobaenavenet reste plutot dans
I”horizon de surfaceriche en matiere organique (Williams et al., 2006). Lesespecesde vers
de terre colonisantle sd faalitent doncle transfet d’E. coli de la bouseversles sols En
pamll éle, lesvers de terre agissentsur la microflore totale du sol, indigéne et introduite, en
augmentantle stock de cartbonelabile et donc en eniichissantle sol en nutriments facilement
assinilables (Tiunov & Scheu, 2000).

Le sol est classiquenent partag entremacro et microporosté (<50 pm). Le réseau de
tunnelsforméspar le passagedesversde terre dansle sol (la drilosphé&e) est assmilé a la
maaoporosté du sol (Joemgensen et al., 1998). Dans les maciopores, les bacté&ies fécales
introdutes peuvent(i) étre transférées verticalement avecles particules de maieresféales,

(i) adhéer aux racines des plantes, (iii) s'ad®rba aux parois desmacroporesou (iv) étre
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DIRECTION OF OVERLAND FLOW 1
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1. OVERLAND FLOW

A: Microbial transfer within dislodged fecal material in direction of flow

B: Micro-organisms freely suspended in overland flow pathway (both isolated and consortia)
C: Soil-particle associated transfer

D: Retention of cells in soil surface layers

2. SOIL MACROPORE

E: Microbial transfer within waste particles

F: Soil-particle associated transfer

G: Microbial adsorption to macropore wall and consequent ripening effect with time

H: Microbial advection (movement of unattached organisms carried by water indirectin of flow)
I: Transfer of microbial flocs via advection

3. SOIL MATRIX

J: Microbial adsorption within matrix

K: Bio-clogging (blocking of pores through straining and filtering of cells)

L: Microbial dispersion (movement of organisms carried by water in direction other than that of flow)

Figure 2 : Voies de transfert potentielles darsoledes microorganismes contenus
dans les matiéres fécales déposeées a la surfact dagres Oliveset al. (2005)



transférées a la surface de particules de sol ewveneent. Elles peuvent aussi circuler a I'état
libre en relation avec des mouvements d’advectiateedispersion (Figure 2). Au niveau de
la microporosité du sol, les phénomenes d'adsarpaox parois des micropores sont
également observés ainsi que des phénomenes danbébage, correspondant au blocage
d’un pore par une cellule bactérienne (Oligernl, 2005b). Méme si les cellules bactériennes
peuvent étre transférées dans le sol grace a tepreomobilité, la végétation favorise leur
infiltration en facilitant leur passage dans la meat sol au contact des racines (Muirhead
al., 2006 ; Mclnerney, 1991).

Les sols saturés représentent un cas assez perticul les transferts d'eau en
profondeur sont limités. En effet, en conditions sdguration, le ruissellement est intense
(Muirheadet al, 2006a). Dans ce cas, les celluleg.dtoli sont plutbt transportées a I'état
libre ou attachées a de petites particules (Mudhstaal, 2006a,b). Dans ces conditions
saturées, la rétention des cellules dans le sobrdépmles flux préférentiels d'eau, des
propriétés d’adhésions des différentes populatibis coli et de la présence de composés

végétaux organiques et inorganiques (Foppen & &amij2006 ; Mclnerney, 1991).

L’évaluation des capacités de transfefE.dcoli des bouses vers les sols et a travers
différents types de sols nous a amené a prendmomsidération les facteurs abiotiques et

biotiques pouvant affecter la surviged’coli dans les sols.

11.4.2. Contréle abiotique de la surviek!' coli

L’influence des facteurs abiotiques sur la suntiéaecroissance &. coli dans le sol,
aprés apport de matiére organique exogéene, estdoiemmentée dans les sols tempérés et
tropicaux humides mais relativement peu dans Issesomilieu montagnard, ou pourtant les
intrants organiques peuvent étre abondants, notatdaas les zones paturées. Humidité et
constance des températures sont des facteurs ttéledavorables a la décomposition de la
matiere organique et au maintieredcoli dans les sols. Méme si la microflore indigéne est
plus apte & se procurer des nutrimentsEqwoli, cette bactérie est tout a fait capable de
survivre dans divers sols. Ses populations y sailtedirs bien installées méme si présentes a
de faible densité. Entre 1@t 10 E. coli par g* de sol sec ont été retrouvés dans différents
sols tropicaux, montrant ainsi leur capacité dededse dans des conditions différentes de
celles du tractus intestinal des animaux (Byappaltiat al, 1998, 2004).

19






Il.4.2.i. Contenu en eau, humidité et oxygéne

Les populations microbiennes introduites dans ¢#¢s sont présentes dans la phase
aqueuse et a l'interface liquide/solide. Le contenweau d'un sol affecte donc la survie et le
mouvement des microorganismes (Mawdsley, 1995).

L’humidité du sol est un facteur prépondérant pulisiée détermine la disponibilité en
oxygene du milieu. D’'une facon générale, I'activitécrobienne aérobie augmente avec le
contenu en eau du sol, ceci jusqu'a ce que I'emitdila diffusion et la disponibilité de
'oxygéne (Balesdenet al, 2000), rendant le milieu anaérobe. Des conditiégerement
anaeérobies favorisent la persistance des bacté&ceses (Oliveret al, 2005a).E. coli étant
aérobie facultative, elle est capable de surviamsdles sols inondés ou saturés. Par contre, sa
survie est plus limitée dans des sols exondés (@tatt, 1978). Des différences de survie
d’E. coli ont été rapportées entre sol inondé et sol humidéonction de la disponibilité en
oxygene. En conditions d’oxygénation des eaux dudss niveaux de survie identiques ont
été notés que le sol soit humide ou inondé. Paireoen conditions de déficit en oxygéne,
une meilleure survie a été observée dans un sabégar rapport a un sol humide. coli
survit également bien dans des nappes d’eau apgegldies (Hagedorat al, 1978). Ces
episodes pluvieux conduisent a la désorption desposés organiques, et augmentent leur
biodisponibilité (Balesdenet al, 2000). Une trop forte humidité des sols peut nméans
avoir un effet négatif sur les populations bactéres fécales par effet de dilution des
nutriments, notamment du carbone (Chandler & Crat880).

I1.4.2.ii. Température

Dans le tractus gastrointestinal humalh, coli vit a des températures constantes
voisines des 37°C, sa température optimale desanote. Dans le sol, les températures sont
beaucoup plus fluctuantes en fonction des saisolassede I'alternance jour/nuit, notamment
en montagne. La température est donc un facteuortant a prendre en compte pour la
survie dE. colidans le sol.

De facon assez paradoxale, les bactéries fécalesivent mieux a des
températures faibles qu'a des températures éleé&as Donselet al, 1967). De la méme
facon, les bactéries pathogenes de 'homme survimégux a des températures inférieures a
15°C qu’'a des températures supérieures (Davempat, 1976). Ainsi, Coolst al. (2001)
ont montré une meilleure survieEd’ coli dans des sols incubés a 5°C (68 jouessus25°C

(26 jours) pour un méme sol. La mortalité=dtoli double lorsque la température augmente
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de 10°C, pour des températures comprises entree630°C (Reddet al, 1981). En outre,

E. coli O157:H7 reste viable dans un sol gelé (Gagliarda&ns, 2000). A une température
inférieure au gel, une meilleure survi€ed'coli dans les sols que dans les feces a méme été
montrée (Van Donsedt al, 1967). Dans un sol sous forét tempérée, la sut#e coli ne
semble pas influencée par la saison et aucunelatorén’a pu étre mise en évidence entre
humidité, air, température du sol et effectif€dcoli (Byappanahalliet al, 2006). Cette
observation témoigne de la capacité d’adaptati@n cbli au milieu sol. Les cycles gel/dégel
entrainent des fissures dans le sol conduisane plus forte aération de ce dernier et donc a
son desséchement. Ainsi, cette modification alfgn@bablement aussi bien la survie des
microorganismes autochtones qu’allochtones (Mawdsli®95). Les basses températures
limitent également directement I'ensemble des #ésv biologiques du sol comme la
respiration, la croissance et les relations degiréds et de compétitions entee coli et les

organismes naturels du sol (Coetsal, 2001), exception faite des psychrophiles.

I1.4.2.iii. pH

D’une facon généralé;. coli présente une tolérance a des pH relativemenintistze
son pH optimal de croissance. Méme si celui-cicegtpris entre 6 et 7 (Reddy al, 1981),
E. coli est capable de survivre a des pH alcalins jusgBdSjogren, 1994) ainsi qu'a des pH
acides compris entre 5,6 et 6,3 (Van Donetlal, 1967). Les souches &. coli non
pathogeénes résistent mal aux environnements a¢f@edbaet al, 1975). En revanche, la
souchekE. coliO157:H7 est acidorésistante, certaines pouvangyample survivre plus de 3h
a pH1,5 (Arnold & Kaspar, 1995). Les mécanismesétignes impliqués dans cette
acidorésistance sont encore mal connus et fonefale travaux de recherche réalisés dans le
cadre du projet ANR-05-PNRA-021 « Analyse de laésigpité écologique conférée par
I'acido-résistance a ddsscherichia coliproducteurs de shigatoxines (STEC), de la foueche

la fourchette » coordonné par C. Vernozy-Rozan@§22008).

Il.4.2.iv. Matiere organique

Les cellules d&. coli apportées avec les matieres fécales a la surfacsoldsont
associées a des particules de matiére organiqueeprésentent une source de nutriments
importante puisqu’elle apporte de I'énergie sousn de molécules carbonées. Le sol n'est

pas dépourvu de cette matiére organique. Bien atraiee, dans le sol, la matiére organique
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peut étre soit sous forme de biomolécules actisasrés, acides aminés, fraction lipidique),
soit sous forme réfractaire, comme par exempleatédes fulviques ou humiques (Arias

al., 2005). La matiere organique carbonée facilitesuavie dE. coli car elle retient les
nutriments, fournit une source de carbone et autgries capacités de rétention des cellules
(Gerbaet al, 1975).

La disponibilité en nutriments dans le sol, en ipalier le carbone organique
utilisable et l'azote, a un impact sur la croissames bactéries. Méme si les bactéries
intestinales ont plus d’affinités pour des molésubarbonées simples que pour la matiére
organique complexe, leur survie est importante dksssols riches en matiére organique, en
particulier les histosols (Olivest al, 2005a ; Tateet al, 1978 ; Gerbaet al, 1975). Les
histosols sont des sols présentant des fortesreraumatiere organique dans les 40 premiers
cm. lls favorisent la survie des bactéries fécalas seulement grace a leur forte teneur en
carbone mais également en relation avec les pamsngtysicochimiques associés. En effet,
ces sols sont la résultante d’'un faible drainagefayorise la conservation de la matiére
organique qu’ils contiennent. Ce confinement anaiérest également favorable aux bactéries
fécales.

Plus le rapport carbone sur azote (C/N) de la meateganique est faible, plus les
processus de la biodégradation des matiéres ongssgpnt rapides et prédominants. Ceci a
pour conséquence une évolution des proprietés dendtiere organique fraiche avec
production de résidus organiques évoluant verhdesis (Dommergues & Mangenot, 1970).
Cette altération de la matiére organique dépenekrfent de la disponibilité de I'oxygéne
dans le sol. Des conditions anaérobies la limiigots que des conditions aérobies la
favorisent (Balesdenét al, 2000). Ainsi, une alternance entre aérobiosenagmbiose
conduit a 'accumulation de matiere organique foat décomposée sous forme de matieres
colloidales et solubles telles que les composésduen et fulviques. Les teneurs en carbone
organique décomposé dépendent du type de sol. \sableux sera plus pauvre en carbone
organique gu’un sol limoneux qui, a son tour, lesaoins gu’un sol argileux (Gubet al,
2007). Lorsque la matiere organique décomposemeraisée dans des pores de tres faibles
dimensions, elle est protégée des dégradationseuités et de la minéralisation par les
bactéries (Sixet al, 2004 ; Dommergues & Mangenot, 1970). L'adsorpti@s matieres
organiques a des surfaces minérales, comme ldssargffecte également leur disponibilité

vis-a-vis des microorganismes du sol.
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[1.4.2.v. Nature du sol

Le sol est une couche meuble de la crolte terretest constitué de différents
éléments : la fraction minérale, produit de I'atén de la roche-mére, et la fraction
organique (ou humus), composée de matiere carkiesée de la dégradation des composés
végétaux et animaux. Le type de sol est trés Veriat fonction de la nature et de la quantité
de chacun de ses éléments (Figure 3 ; Kemper &fRosd 986). La texture du sol dépend de
la composition relative en argiles, limons et salfldgure 4). Structure et texture déterminent
les capacités de transferts et de survie des Iexcticales puisqu’a un type de sol sont
associés des caractéristiques physicochimiquesylates.

La texture des sols influence la survi&dtoli, notamment par sa teneur en argiles.
Un sol riche en argile contient plus de microhdbitt suffisamment d’eau, de nutriments et
de sites protecteurs contre la prédation, favorisansi la survie des bactéries et leur
protection (Cool®t al, 2001). Les argiles sont des minéraux siliceuxgidenetre inférieur a
2 um, avec une forte réactivité de surface. Le€mux argileux sont associés a des cations
minéraux et des molécules organiques (formatioootkeplexe argilohumique) par adsorption
(Vanveen & Kuikman, 1990). Les argiles ont un effedbtecteur reconnu sur les composés
organiques auxquels elles sont associées. L’'oxyaaies acides humiques est en effet limitée
par la présence de certains types d’argiles danslieu. Toutes les argiles n’ont également
pas les mémes propriétés d'adsorption. La montlopiié est trés active en terme
d’adsorption, la kaolinite I'est peu et, l'argilominante des sols tempérés, lillite, a une
position intermédiaire (Dommergues & Mangenot, )91 sont donc des constituants du
sol trés importants pour la survie des populatibastériennes, dort. coli, grace a leurs
propriétés d’adhésion et a la protection physique tgs argiles procurent aux cellules
bactériennes notamment vis-a-vis des protozoanas I{4.3) (Oliveret al, 2007 ; Davie®t
al., 1995). Cette protection physique vis-a-vis destqaoaires est liée a I'adsorption et a la
formation d’agrégats. Les bactéries indigenes duseat généralement incluses au sein
d’agrégats alors que les bactéries récemment imtesdsont plutdt protégées par adsorption
directe sur les argiles. Ainsi, Recorlettal. (1995) ont montré que prés de 80 % des cellules
d’E. coli, d’origine non environnementale, introduites dams sol étaient principalement
situées en surface des particules d’argile alors @01 % des bactéries indigenes étaient
incluses dans les agrégats. Une faible mortalié cbli O157:H7 a également été montrée
dans des sols insaturés a fort potentiel matrifiélibiru et al, 2000). Les propriétés
d’échange des argiles se traduisent par un potsipon qui atténue les variations de pH a

leur proximité, favorisant ainsi le maintien destiat®s biologiques dans les sols
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(Dommergues & Mangenot, 1970). Ainsi, dans un sobho-argileux,E. coli O157:H7 est
capable de survivre 105 j, alors que sa durée ddesdépasse les 140 j dans des sols
limoneux et des sols argileux (Ogdetral, 2002 ; Fenloret al, 2000).

Pour évaluer la survie d’'une souch& dcoli non pathogene et d’'une souch&.deoli
0157:H7, Mubiruet al. (2000) ont inoculé ces deux types de souches densg sols
différents. Le premier était dominé par des limgnsssiers avec une charge en cailloux
importante, et le second par des limons fins. Darf§" sol, une mortalité des deux souches
plus élevée a été observée. Dansfesal, la souche non pathogéne présentait une mneille
survie. La présence de cailloux dans des sols gxplce phénomeéne puisqu’elle favorise
I'infiltration desE. colivers la profondeur (Hagedoet al, 1978). Par contre, &. coli peut
étre transféré en profondeur, il y survit généraetmmoins qu’'a -5 cm (Desmarags al,
2002 ; Faust, 1982 ; Chandler al, 1981). D’aprés Zhaet al. (1995), le taux de mortalité
plus élevé en profondeur qu’en surface s’expligtgrar des différences de propriétés
physicochimiques des différents horizons de salamment par une plus faible disponibilité
en azote, un pH plus acide, une humidité plus dadil enfin, par une quantité de matiere
organique moins forte. Le maintiened’ coli en profondeur dépend également de l'activité
biologique du sol. Comme précisé précédemmengdpsces de vers de terre présentes dans
le sol déterminent le transport vertical et hortabmles bactéries dans le sol. Ainsi, de plus
fortes concentrations en coliformes thermotoléramisété montrées en profondeur (jusqu’a
80 cm) dans un sol sous pature, riche en vers mle, teplutét que dans un sol arable
(Joergensent al, 1998). De plus, dans I€'tas, la drilosphére de terrestriscomporte plus
de coliformes que le sol nu, la distributiorEdtoli étant assez homogéne entre surface et
profondeur du fait de la nature « exploratrice »Ldderrestris (Joergenseret al, 1998).
D’autre part, les cellules bactériennes, notamnientoli, ont une meilleure adhérence aux
particules d’argile et de limon qu’aux particulessable (Gubegt al, 2007) et la porosité est
déterminante vis-a-vis du transfert par I'eau. Ddes sols limonoargileux, une majorité des
bactéries (65 %) est liée a des particules deefalidmetre (<2 pum), voire circule librement,
ce qui a un impact notable sur la quantité de ledltransférées avec I'eau (Olivet al,
2007). C'est finalement la nature de la porositéleetvitesse des flux d’eau qui sont
déterminantes, des flux lents et une porosité fatenant mieux les coliformes et donc ne
permettant pas un transfert plus en profondeurstqdeurquoi des nombres plus élevés de
coliformes fécaux ont été montrés dans des agsifieasaltiques, a porosité de fracture, que
dans des aquiferes a texture plus fine, miewésiltqui stockent les bactéries dans la matrice
sol (Entryet al, 2001).
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Ces études montrent I'importance de la matiererogge et des argiles pour la survie
des bactéries grace a leur effet positif sur I'agison bactérienne (Mawdsley, 1995).

11.4.3. Facteurs de contréle biotiques de la survie. @oli

Le sol n'est pas un environnement uniquement réi lgs seuls parameétres
physicochimiques évoqués ci-dessus. Il supportdfaunge et une microflore particuliéres qui
peuvent interagir avec les bactéries fécales initesl dans ce sol. Ainsi, quarkl coli
pénétre dans le sol, il est soumis a tout un enlgedilmteractions négatives (compétition,

antagonisme, prédation) avec la microflore telluei@t les protozoaires du sol.

11.4.3.i.  Compétition et antagonisme avec la microflore tejlue

QuandE. coli pénétre dans le sol, il entre en compétition daauicroflore indigéne
pour I'occupation de microhabitats ou encore, d@aces aux nutriments et a I'ea. coli
est capable d'utiliser le carbone organique d'uh sB@me en présence de la microflore
tellurique (Recorbeket al, 1992). Cependant, cette derniere est plus aptapéer et a
cataboliser les substrats nutritifs du sol (Byaabatii et al, 1998, 2004 ; Ellis & McCalla,
1978). E. coli présente également des propriétés d’adaptatios faibles vis-a-vis de
carences nutritionnelles que les bactéries tellasqByappanahalét al, 2004).

Des expérimentations basées sur I'inoculation dpensions dE. colien sol stérile et
non stérile mettent en évidence les phénomenesrdpétition entre les microflores exogene
et indigéne. Lors d'inoculation en sol stérile, coli est susceptible de croitre selon une
courbe de croissance exponentielle (Abu-Ash&utee, 2000 ; Recorbeet al, 1992).
L’inoculation dans un sol non stérile n’aboutit gase méme résultat ; elle se traduit par une
phase de déclin E. coli suivie d’une phase stationnaire dont la duréeevan fonction du
type de sol et des conditions d’incubation, témaignainsi de l'action négative de la

microflore indigene suE. coli.

Les relations de compétition ne sont pas les seutégir les interactions bactériennes
dans le sol. Il existe aussi des phénomenes damisge puisque certaines bactéries
produisent des antibiotiques qui inhibent la creree d’autres populations microbiennes.
Dans le sol, différentes espéces bactériennesapables d’en produire comme par exemple,

Streptococcusspp. et certain®seudomonasPeu de données sont disponibles concernant
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'impact de ces antibiotiques sur la croissandgé. d&oli in situ Cependant, un antibiotique
produit par certaines souches phytoprotectrices Pdeudomonas fluorescense 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG), est connu pour indnida croissance d’'une entérobactérie
phytopathogéne de la pomme de teRedtobacterium carotovorungCroninet al, 1997). Le
DAPG pourrait donc étre susceptible de réguler tdésuespéces d’entérobactéries comme
E. coli. De plus, comm@&seudomonasst un acteur majeur de la flore naturelle des @df”
84 de sol), il pourrait avoir un role important vis/s du contrdle des niveaux de

populations cE. colidans les sols.

11.4.3.ii. La prédation

Les protozoaires sont des organismes cellulairesmrgotes dépourvus de paroi,
mesurant entre 5 et 50 um (contre 2 um Eoucoli). lls constituent un des facteurs les plus
importants dans le contrdle des populations baetéas (Tappeset al, 1998).

lls sont détritivores mais interagissent égalensargc les populations bactériennes
dans des systémes de relations proie/prédateuégilsent les niveaux de populations sans les
annihiler complétement puisque pour survivre, lBlateurs requierent un niveau de proies
suffisant (Alexander, 1981).

Dans les sols a faible capacité de rétention enleadilms d’eau sont discontinus ce
qui restreint la circulation des protozoaires ete stress hydrique n’est pas limitant pour les
communautés bactériennes-proies, augmente en tetpotentiel de survie de ces derniéres
(Heijnen & Vanveen, 1991). La structure des solfuemce le taux d’humidité et les
conditions d’oxygénation des sols et a donc unteiffielirect sur les populations de
protozoaires (Solo-Gabrieleet al, 2000 ; Griffiths & Young, 1994). L'activité des
protozoaires diminue sensiblement en conditionmaBaobiose, notamment dans des sols
saturés (Griffiths & Young, 1994). De plus, les topamaires ne peuvent accéder a la
microporosité du sol a cause de leur taille. Léi&sihe peuvent pénétrer dans les pores de
taille inférieure a 20 pm, les amibes dans lesgdeetaille inférieure a 10 um et les flagellés
dans ceux de taille inférieure a 5 um (Hattori &ttelia, 1976). Les cellules bactériennes
logées dans des pores de faibles dimensions st plotégées vis-a-vis de la prédation
(Young & Ritz, 2000).

Si les objets de faible dimension ne sont pas adies aux protozoaires, il en est de
méme avec ceux de grande taille. Ainsi, dans l&s @mileux, les complexes formés par
adsorption des bactéries sur les particules dargl peuvent étre ingérés par les protozoaires
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lorsque leur taille est trop importante (Englatdal, 1993). De méme, la nature de I'argile
peut étre impliquée dans la protection physiquéaderoie vis-a-vis du prédateur. Ainsi, la
montmorillonite, argile gonflante a faible capaditéchange cationique, inhibe I'interaction
BdellovibridE. coli dans l'eau (Roper & Marshall, 1977). Teneurs egil@r matiere
organique et microporosité du sol favorisent doexidtence d’'un ensemble de niches
protectrices vis-a-vis de phénomenes de préda@aolé et al, 2001 ; Gagliardi et Karns,
2000 ; Young et Ritz, 2000)

I1.4.3.iii. Les protozoaires, réservoir de pathogenes ?

Parfois, les protozoaires peuvent agir comme régete bactéries fécales pathogenes
(Brown et al, 2002 ; Barkeet al, 1999 ; Englandt al, 1993). En présence de biocides et
d’antibiotiques, les amibes peuvent servir de richmtectrices &. coli O157:H7. Cette
localisation intracellulaire favorise la survieed’coli O157:H7, sa dissémination, sa virulence

ainsi que sa résistance aux biocides et antibiesigBarkeet al, 1999).

I1.4.3.iv. Le parasitisme

Les bactériophages sont des virus parasitant le®rms. Dans les sols, ils ont une
concentration 10 fois plus élevée que les bactéti@sa 1¢ phage par g de sol) ce qui en fait
un facteur important de régulation des populatibastériennes (Ashelforet al, 2003). Ils
présentent une grande spécificité d’héte (Fisateal, 2004). Les phages peuvent altérer
également les génotypes et les phénotypes detesdbactériennes (Allison & Verma, 2000).
Impliqués dans les transferts de génes, les phaflesent indirectement la survie E. coli
(Marsh & Wellington, 1994). Argile et matiére organique liemt la lyse phagique grace a

leur réle protecteur vis-a-vis des celluleg dcoli (Englandet al, 1993).

Des populations ¢. coli commensales ou pathogénes sont susceptibles d'étre
retrouvées dans tous les compartiments constitirabassin versant paturé. Leur survie dans
ces compartiments est sous le contréle de fact@otgues et abiotiques. Les interactions
existant entre bactéries indigenes, bactéries duoites, facteurs biotiques et facteurs
abiotiques régulent les niveaux de populatiois dbli. En réponse a ces interactiois coli
peut mettre en place différentes stratégies deiesnv modulant I'état physiologique dans

lequel elle se trouve.
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[ll. Etat physiologique d’ E. coli dans I'environnement

L’état physiologique dE. coli est généralement décrit a partir d’observation dasg la
culture des microorganismes dans des milieux ffatrgpécifiques. Or, sin vitro les
conditions rencontrées sont optimales pour la samise bactérienne, dans I'environnement
(in situ et in vivo), elles ne sont pas toujours favorables. Aimsi,coli a un temps de
génération de 2 jours dans lintestin (Savagead3)Ll®t de 20 min a 37°C en milieu
complexe riche Luria Bertani. Dans I'environnemdet bactéries sont confrontées a des
carences nutritionnelles et a divers stress conemstless osmotiques, acides, thermiques ou
liés aux expositions a des ultraviolets (UV) pouvant affecter leur cultivabilité ou encore
leur état physiologique. Les cellules semblent ader morphologiquement et
physiologiquement de la méme facon face a un swmesslors de leur entrée en phase
stationnaire de croissance (Ishihama, 1997). Letébas gram-positives comnigacillus
spp. mettent en place des stratégies de défemsdeafiurvivre dans I'environnement. Elles se
différencient sous la forme de spores, correspdndades formes cellulaires inactives et
résistantes (Stephens, 1998). Or les bactéries -gégatives commeE. coli, et plus
généralement les entérobactéries, sont asporuldeiies ont développé par contre d’autres
stratégies de survie, telles que I'entrée danstahwable (ou actif) mais non cultivable
(VBNC/ABNC pour Viable/Active But Not Culturabje(Roszak & Colwell, 1987) ou
I'organisation sous forme de biofilm, groupe conxglel'individus englobés dans une matrice
d’exopolysaccharides (EPS) et associé a une surftée structure est connue entre autres
pour sa tolérance aux antibiotiques grace a laepoesde cellules persistantes.

[1l.1. Croissance bactérienirevitro et phase stationnaire

In vitro, la croissance bactérienne en milieu de cultupgéidie se déroule en 4 phases
principales: (1) une phase de latence plus ou mimngue correspondant a une phase
d’adaptation des cellules aux conditions qu’ellescontrent, (2) une phase exponentielle de
croissance durant laquelle le taux de divisionaislles par scissiparité est maximal et reste
constant et (3) une phase stationnaire pendantllage métabolisme et le taux de division
cellulaire ralentissent tandis que certaines adluheurent par lyse cellulaire; un équilibre

entre division et mortalité est alors atteint, sentsuite (4) une phase de déclin pendant
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Tableau 5 : Réponse de génes connus, comme ré&taunss
le quorum sensing, a I'autoinducteur Al-2 cliezoli.
D’aprés DelLisat al. (2001)

reglﬁl::tgﬂ__i;n . Function of description i nn:FrI::"-Jads:
fis{) Cell division 1.1
fizd Cell division 10
fisd Cell division 14
sdid  Posttive regulator of cell division 200
oS Stationary phase sigma factor 1.2
sk O-acetylserine Ij,-asc A 15
astll  Putative sucemylglutamate- 13

semialdehyde dehyrogenase

maB  Glutamate:succinate semialdehyde 1.1
aminotransferase

gabl  Low-affinity tryptophan permease 1.4

Dormant Phase
(Viable bul Nonculturable Stale)

Stationary Phase oprO=0»0
(Viable but Nongrowing State) )J"' s
L
"
Y,
Quorum {
Sensing {
““o )
{
Piﬂﬁﬂﬂ: ¥ .iuo Gruwmg Phase
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Figure 5 : Synthése de phéromones impliquées dagifférenciation
des cellules entrant en phase stationnaire desaruig. D’aprés
Ishihama (1999)



laquelle le nombre de cellules qui meurent augmenite a I'épuisement des ressources
nutritives et I'accumulation de déchets.

ChezE. coali, le taux d’ARN ribosomaux (ARNTr) et de transfekiRNt) est fortement
corrélé au taux de croissandeviv et al, 1996). A I'entrée en phase stationnaire, la s3sgh
de novo de ribosomes cesset les cellules finissent leur cycle de réplicatisans
augmentation de biomasse ce qui se traduit par mdedifications morphologiques :
diminution de la taille des cellules, condensatiogtoplasmique, condensation du
chromosome, fluidification des membranes et augatiemt de la capacité d’adhésion et
d’agrégation. La capacité des cellules a capturaramncentrer certains éléments nutritifs est
augmentée, leur permettant ainsi de supporter a@ences nutritionnelles prolongées. Elles
vont également acquérir des propriétés de résistans-a-vis d’agents physiques ou
chimiques auxquels elles sont sensibles en phagsmenrtielle de croissance (Makinoshima
et al, 2002 ; Loeweret al, 1998 ; Roszak & Colwell, 1987a). Dans une culturesst
possible de différencier des populations cellutagte différentes densités en fonction de leur
phase de croissance (Makinoshimiaal, 2002). La mise en place de ces modifications
morphologiques implique I'expression d'un programrgénétique particulier sous la
dépendance de différents facteurs globaux de riéguildont le facteur sigmigpoS (que nous
décrirons dans le paragraphe concernant la deascriges marqueurs génétiques de I'état

physiologique c&. coli).

En milieu de phase exponentielle de croissancesdiisles dE. coli synthétisent une
phéromone, semblable a I'autoinducteur Al-2 proghait Vibrio harveyi leur permettant de
communiquer entre elles et de réguler I'expressiengenes en fonction de la densité
cellulaire de la population. Ce systeme de comnaitiwie intercellulaire est appelé Quorum
Sensing (ou QS) (Surettt al, 1999 ; Surette & Bassler, 1998). Al-2 s’accumdéns le
milieu jusgu’a I'entrée en phase stationnaire mss dégradée. Le gemaxS est impliqué
dans sa synthése (Suregteal, 1999) tandis que les géns#A et 6°* seraient impliqués dans
la régulation de I'expression des genes en répandé2 (DelLisaet al, 2001). Les génes
régulés par QS chdz colirégissent les processus de division cellulairandgphogenese, et
de synthese d’exo et lipo-polysaccharides (TabkaweLisaet al, 2001). Ce systeme de
communication est ainsi impliqué dans la régulatiera différenciation des cellules lors de
leur entrée en phase stationnaire (Figure 5). Gégelation de la différenciation de la
morphologie cellulaire par QS chéz coli est trés particuliere par rapport a ce qui est

classiquement décrit chez d’autres microorganigWathers & Nordstrom, 1998).
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Hormis la souche DHE toutes les souchesH!’ coli, qu’elles soient commensales ou
pathogenes, sont capables de synthétiser cettecumlésignal ainsi queSalmonella
typhimurium
Dans le cas patrticulier B. coli 0157:H7, le QS contréle négativement via la praésdiA

I'expression des facteurs de virulence (Kananearmi, 2000).

[11.2. Mécanismes de survie des bactéries dans I'enwiment

n.2.1. L’'état viable mais non cultivable

Toutes les cellules bactériennes présentes dansrbenement ne sont pas cultivables
sur les milieux de culture classiquement utilisedadoratoire. Parmi ces cellules, certaines
sont mortes mais d’autres sont viables. La disbncéntre ces deux types de cellules se fait
sur la base de la détection de leur intégrité k=il et de leur fonctionnalité ou de leur
élongation cellulaire (Villarincet al, 2000). Basées sur ces differences, des méthaaes d
marquage moléculaire ont été mises au point potacté la non-cultivabilité des cellules.
L’ADN peut étre marqué soit dans les cellules viearsoit dans les cellules mortes. Ainsi, la
coloration au DAPI (diamidino-4',6-phénylindol-2etliorhydrate) marque 'ADN de toutes
les cellules, mortes ou vivantes tandis que cellédure de propidium, 'ADN des cellules
mortes car seules les membranes altérées le [@sstrer. Une autre méthode consiste en la
combinaison entre I'hybridation fluorescenie situ (FISH pour Fluorescent In Situ
Hybridization et le comptage direct des cellules viables (D\&Qrpirect Viable Count On
appelle cette technique la DVC-FISH. La FISH esiisée pour détecter les ARN
ribosomaux. En paralléle, le DVC marque I'élongatiellulaire, ce qui permet une meilleure
discrimination des cellules vivantes et des cedluleortes (Oliver, 2005 ; Regnaut al,
2000 ; Villarinoet al, 2000 ; Porteet al, 1995).

Bien gu’elles conservent leur intégrité cellulaites cellules VBNC présentent un
faible niveau d’activité métabolique, un profil pgmue différent des cellules cultivables ainsi
gu'un changement dans la composition des peptidagls de la paroi cellulaire (Oliver,
2005 ; Signorett@t al, 2002). Dans I'environnement, les cellules peuvester plus d’'une
année dans cet état (Bunlaral, 2004). En fait, les bactéries rentreraient e €BNC en
présence de conditions environnementales défavewdblles que des températures éloignées
de celle optimale pour leur croissance, de fortescentrations salines ou encore, des

carences nutritionnelles (Winfield & Groisman, 2D03
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Tableau 6 : Especes bactériennes dont I'état VBN aécrit. D’'apres Oliver (2005)

Aeromonas salmonicida
Agrobacterium hanefaciens
Alealigenes entrophuis
Aquaspirillum sp.
Burkholderia cepacia

B pseudomallei
Compylobacter coli

C. jepmi

C lari

Cytophaga allerginae
Enterobacter aerogengs
E. cloacae
Enterococcus faecalis
E hirae

E. faecium

Escherichia coli (inclidmg EHEC)
Frameisella navensis
Helicobacter pylori
Klebsiella aerogenes

K pnewinoniae

K planticola

Lactobacillus plantarin
Lactococcus lactis
Legionella pnaumophila
Listeria monocytogenes
Micrococcus flavus

M hteus

M varians
Mycobacterfum tuberculosis
M. smegmatis

Pasteurella piscida
Pseudomonas aeruginosa
P fluorescens

P putida

P syringae

Ralstonia solanacearum
Rhizobium leguminosarian
R melilofi

Rhodococcus rhodochrous
Salmonelln enteritidis

S. typhi

S, typhimurian

Serratia marcescens
Shigella dysenteriae

S flaxmeri

5. sommei
Singrhizobhan melilofi
Streptococeus faecalis
Tenacibaculum sp.

Vibrio anguillarion

7 conmphellii

I cholerae

I/ fischeri

V. harveyi

7 mimicus

I natriggens

V. parahaemolyticus

I proteolytica

V. shiloi

I vunificus (types 1&2)

Xanthomonas campestris




Différentes especes bactériennes sont connues coemtnant en état VBNC et
notamment de nombreux pathogénes dont le sér@ymeli O157:H7 mais également des
souches non pathogenes comiecoli K12 (Tableau 6 ; Nat al, 2006 ; Oliver, 2005 ;
Mizunoe et al, 1999 ; Kogure & lkemoto, 1997). La réversibilidéun état VBNC a été
démontréen vitro, in vivo etin situ (Naet al, 2006 ; Oliver, 2005 ; Oliver & Bockian, 1995)
mais cette question fait débat. En effet, pour Maffadd et al. (1998), les cellules VBNC
présentent, suite a une carence nutritionnelle aun &tress prolongé, des caractéristiques
phénotypiques incompatibles avec un retour danséta cultivable (perte d’intégrité
cellulaire, dégradation des acides nucléiques)yoppbsé, Makinoet al. (2000) ont montré
gu’'une incubation dans un milieu contenant un bawild’extrait de levure permettait le
retour a la cultivabilité de 90 % des cellules \e@sld’une culture &. coli O157:H7.

Suite a un stress oxydatif, 60 % des celluleE. dbli en phase stationnaire de
croissance entrent en état VBNC (Desnatsl, 2003). Deux groupes de populations se
distinguent en fonction de leur densité et ne préese pas les mémes proportions des cellules
VBNC. La 1° sous-population, présentant des cellules de foetesité (HD, pourHigh
Density, contiendrait une forte proportion de cellulesN@® La 2*® sous-population serait
composée de cellules de plus faible densité (LDurpmw Density et majoritairement
cultivables (pour 90% d'entre elles). Les cellul88NC présenteraient le méme
transcriptome que les cellules cultivables en phstaéionnaire de croissance mais leur
expression protéique differe (Cumy al, 2005). Par exemple, la protéine SurA, impliquée
dans la survie en phase stationnaire, a un tatwadection trois fois plus élevée au sein de la
sous-population HD. La cultivabilité des cellules th sous-population HD serait plus
sensible a la carence en phosphate, au choc therneigau stress oxydatif que la sous-
population LD. Ces cellules HD résisteraient dommn®s aux stress que la sous-population
LD et entreraient plus facilement en état VBNC, aquarrespondrait donc a un état
physiologique mis en place en réponse a un stefles. présentent d’ailleurs un plus fort taux
de mortalité et pourraient servir de nutriments aakules LD. Ainsi, au sein d'une méme
culture bactérienne, la sensibilité des celluldsvables différe et les cellules n’ont donc pas
toutes les mémes capacités de résistance aux, stettesdisparition sélective permettant de

sélectionner les populations bactériennes capdeledsister aux conditions de stress.

Si les cellules viables mais non cultivables petnétre détectées avec des méthodes
moléculaires, elles peuvent aussi I'étre a padinthodes enzymatiques. Dans ce cas, il est

préférable d'utiliser le terme « actives mais nailticables » (ABNC) au lieu de VBNC

31



COOH
Conil

ﬁ-D-(:LULURON]DASE
Sl ThN

HO
OH

p~D-glucuronide ' acide p-D-glucuronique

COOH

CoO0Ll
wewcum«msu ou +
HO
OH H

MU-Glu acide §-D-glucuronique MUF tluorescent

0
on

Figure 6 : Hydrolyse dg3$-D-Glucuronides et du MU-Glu par [&D-
Glucuronidase. Les liaisons hydrolysées par I'eregant figurées en gras.



méme si la question est sujette a controverse (@ell, 1998). Ces tests sont basés sur
I'utilisation de substrats enzymatiques chromogémedluorogenes (Garcia-Armisest al,
2005 ; Manafiet al, 1991). L’hydrolyse du 4-méthylumbelliférgtD-glucuronide (MU-Glu)
par lap-D-glucuronidase, a 44°C et pH 6,9, est utiliséarpietecteiE. coli. Cette hydrolyse
conduit a la formation de 4-méthylumbelliferone (MJun composé fluorescent, détectable
sous UV a 366 nm (Figure 6 ; Georgeal, 2000). Dans certaines études sur eaux de mer,
douces, ou usées, des mesures directes de I'égtildtglucuronidase ont été effectuées pour
évaluer les concentrations &n coli dans I'environnement en s’affranchissant des étalee
cultures (Georgeet al, 2000, 2001, 2002 et 2004 ; Carustoal, 2002 ; Farnleitneet al,
2001 et 2002 ; Fiksdadt al, 1994). Dans les eaux douces, les niveaux d'&&tpAD-
glucuronidase et d’effectifs da. coli sont bien corrélés, ainsi que le niveau d’actietde
nombre dE. coliactives (Garcia-Armiseet al, 2005 ; Farnleitneet al, 2001). Par contre, la
détection de bactéries viables a mis en évidenedagueffectifs d. coli étaient sous-estimés
par les méthodes de culture et donc a révélé kepoe de cellules non cultivables (Garcia-
Armisenet al, 2005 ; Georgeet al, 2000). Garcia-Armiseet al. (2005) ont, par ailleurs,
montré que la différence existant entre nombreadtéoies cultivables et nombre de bactéries
actives cultivables et non cultivables diminuaihside cas de fort taux de contamination des
eaux. La plus forte proportion des cellules ABNQsldes eaux faiblement contaminées
pourrait s’expliquer par des conditions environnetakes stressantes comme la dilution des
nutriments ainsi qu’'une profonde infiltration desyonnements UV dans les eaux faiblement
contaminées, limitant le nombrekd’ coli cultivables et induisant I'apparition de cellufgas
résistantes de type ABNC.

L’entrée en état VBNC/ABNC est donc une réponsesjghygique génétiguement
programmeée, induite pour favoriser la survie destédyges face a des conditions
environnementales défavorables. Cet état physiplegiest généralement décrit comme
n'affectant pas la virulence des souches pathogénpeserait ainsi un sérieux probleme de
santé publique puisque I'évaluation des risquestaes est basée sur la détection des
bactéries viables sur des milieux de culture epresd pas en compte ces cellules VBNC
(Makino et al, 2000 ; Mizunoeet al, 1999). Néanmoins, Smitt al. (2002) ont montré que
des souches d8. enterica serovar typhimuriuentrant en état ABNC ne sont pas capables
d’infecter la souris. L'influence de I'entrée dedlales a I'état non cultivable sur la virulence

reste donc encore a étudier.
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[1.2.2. La vie en biofilm

Dans les environnements naturels, les bactériegaisent souvent en un groupe
complexe d’individus englobé dans une matrice d’'EftSattaché a une surface. Cette
structure est nommée biofilm (Watnick & Kolter, 200 On peut trouver des biofilms
attachés a la surface des racines et feuilles @egep, a la surface des cailloux, dans les
sédiments, sur les particules minérales de sdlgtérieur des canalisations et, en relation
avec des pathologies humaines, dans la cavité leuécaries dentaires), a la surface des
tissus cardiaques (endocardites), a lintérieur chthéters, etc. La Figure 7 propose une
représentation schématique d’'un biofilm se dévedapp la surface de racines (biofilm
rhizosphérique).

Les bactéries organisées en biofilms sont généealemlus résistantes aux stress
environnementaux que celles a I'état planctonique.

Au sein d'un biofilm, une grande hétérogéneité pilggique existe avec des
gradients d’oxygéne (zones d'aérobiose et zonesadi@biose), de nutriments, de pH et
d’'osmolarité. La structure du biofilm évolue au wu temps (initiation, maturation puis
dispersion) (Ghigo, 2003). Les bactéries doivenbcdmettre en place des systemes de
régulation particuliers pour développer une tetrecture. Environ 2 % des genesd’coli
sont differemment exprimés dans les cellules enfiltiopar rapport aux cellules
planctoniques en phase exponentielle de croiss§b¥e des genes cheRseudomonas
aeruginosg Whiteleyet al, 2001). Par contre, un ensemble spécifique desgee&priment
d’'une facon comparable a la fois en phase statimmmie croissance et dans les biofilms
matures comme le facteur de transcriptipaS qui a un role central dans la formation du
biofilm (Beloin et al, 2003 ; Schembret al, 2003 ; Watnick & Kolter, 2000 ; Tableau 7 ;
Figure 8). La description de ce gene sera faitehapitre 1112.4. Les mécanismes génétiques
impliqués dans la formation des biofilms clezcoli ont été tres largement étudiés (liste non
exhaustive : Schembeit al, 2003 ; Prigent-Combaret al, 1999, 2000, 2001 ; Danestal,
2000 ; Prigent-Combaret et Lejeune, 1999 ; Pratkater, 1998 ; Genevaugt al, 1996)

mais n’entrent néanmoins pas dans le cadre desygttieése.

1.2.3. Les cellules persistantes

Il est trés difficile d’éliminer les biofilms du itade leur forte tolérance a une large gamme de
traitements antimicrobiens dont les antibiotiqu@selque soit la nature de I'antibiotiqué- (

lactamases comme I'ampicilline qui ciblent les wels a croissance rapide ou
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Figure 8 : Genes fonctionnels surexprimés danedisles du biofilm par rapport aux
cellules en phase exponentielle. D’apres Bebbial. (2003)

Tableau 7 : Ratios d’expression de groupes fongétsnde géne dans les cellules du biofilm par
rapport aux cellules planctoniques en phase exp@tieret en phase stationnaire de croissance.
D’aprés Schembet al. (2003)

Number of genes?

Bicfilm varsus exponential Biafilm versus stationary

Functional group Total  Higher in bioflm  Lower in bicfilm  Higher in biofilm  Lewer in biofilm
Whele genome 4200 206 77 380 102
Amino acid biosynthesis a7 0 0 45 0
Binsynthesis of cofactors, prosthetic groups and carriers 106 0 0 2 1
Carbon compound catabolism 124 7 0 5 6
Call processes 70 12 2 15 il
Call structura 85 5 1 9 0
Central intermediary metabolism 149 5 5 2 -
DN A replication, rapair, restriction'modification 105 i 0 B 2
Enargy metabolism 1% 24 1 28 -
Fatty acid and phospholipids metabalism 4 1 i 6 1
Hypothetical, unclassified, unknown 1428 T4 2 46 94
Nuclectide bicsynthesis and metabolism 6 2 1 22 3
Phae, transposon o plasmid a1 2 0 2 2
Putative cell structure 4238 1 i 0 2
Putative enzymes 453 25 2 28 bl
Putative factors a7 3 0 1 4
Putative membrana proteins 5 1 0 3 3
Putative requlatory protains 167 g8 0 3 -
Putative Tansport proteins 2 18 3 14 1
Ragulatory function 208 5 4 13 7
Transcription, RNA processing and degradation 28 0 0 3 0
Translation and post-translational modification 128 1 2 53 2
Transport and binding proteing 2% 12 4 35 10

a. Number of genas showing significant (P = 0.05, tHest, P < 0,03, Mann—Whitnay test) exprassion fold ratios (= +2.5).



fluoroquinolones comme I'ofloxacine qui ciblentsleellules en dormance), ce dernier diffuse
plus ou moins facilement a l'intérieur du biofilrhla résistance du biofilm est toujours 100 a
1000 fois supérieure aux doses létales (Lewis, RAD&ite forte tolérance des biofilms serait
due a l'existence de cellules persistantes, spgéed dans la tolérance aux antibiotiques
(Kerenet al, 2004). Les cellules persistantes sont égalemerttufies par des cultures de
cellules planctoniques entrant en phase statiomrdgr croissance. Les cellules en phase
stationnaire présentent une plus forte toléraneeaatibiotiques que les cellules en biofilms
et la proportion de cellules persistantes y ess @ievée (Kerert al, 2004).In vivo, un
traitement antibiotique élimine les cellules plamiues mais laisse intactes les cellules
persistantes du biofilm. Ces cellules sont facilemeepérables : elles ont un taux de
croissance faible et sont non mobiles car ellesprieent pas de flagelles (Shahal, 2006).
La production des cellules persistantes est dépeémdde la phase de croissance et
inversement dépendante de I'activité métaboliquenik, 2005 ; Balabaet al, 2004 ; Keren
et al, 2004). En phase de latence et en début de pkpeaantielle, la taille de la population
bactérienne augmente mais pas le nombre de celbglessstantes. Par contre, a partir du
milieu de la phase exponentielle de croissanceisguja I'entrée en phase stationnaire, le
nombre de cellules persistantes augmente avecnidneode cellules totales (Balabanal,
2004 ; Kereret al, 2004). Au final, ces cellules spécialisées regtent 0,001% des cellules
d’une culture (Balabaat al, 2004).

L'utilisation d’'une puce d’expression, ciblant 44d&dres ouverts de lectureed’coli,
a mis en évidence la présence de genes plus ows regmimés dans les cellules persistantes
par rapport aux cellules d’'une culture dans difige phases de croissance (Skafal,
2006). Dans des cellules en phase exponentiele,d®s genes s’expriment differemment
dans les cellules persistantes : 45 genes voiemteepression augmenter et 5 génes sont
réprimés. Dans des cellules en phase stationnd?@, genes sont surexprimés dans les
cellules persistantes (dont le géfis, normalement principalement exprimé en phase
exponentielle de croissance, voir le sous-chapitted.) et le méme nombre de génes est
réprimé (dont le génemf, normalement exprimé en phase stationnaire desance, voir le
sous-chapitre 1112.4.). Ainsi, du point de vue dexpression génétique, les cellules
persistantes semblent plus proches des cellulesplease exponentielle qu’en phase
stationnaire de croissance.

Cet état persistant serait ufi"3état physiologique distinct des phases exponéntel

stationnaire de croissance. Ces cellules spéaalisénstituaient, jusqu’a leur découverte, le
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chainon manquant pour comprendre la tolérance @ddnts aux agents antimicrobiens
(Shahet al, 2006 ; Balabaet al, 2004 ; Kereret al, 2004 ; Falla et Chopra, 1998).

L’état physiologique des bactéries (état cultivatlenon-cultivable, état de division
ou de dormance) dépend d’'une régulation fine deplession de certains génes clés,
impliqués notamment dans la division cellulaireleetcontréle de la transcription et de la
traduction. Ces genes pourraient servir de marguewiéculaires de I'état physiologique

d’E. colidans I'environnement.

1.2.4. Les marqueurs génétiques de I'état physiologiqeeEdeoli dans

I'environnement

Si certains génes sont constitutivement exprimég & long de la croissance
bactérienne, d’autres sont spécifiquement exprierédonction des différentes phases de
croissance (Patteet al, 2004 ; Azamet al, 1999). Ainsi, cheZ. coli, environ 1000 génes
sont fortement exprimés en phase exponentielleraissance, alors que seulement 50 a 100
géenes s’expriment spécifiguement aprés l'entrée dekules bactériennes en phase
stationnaire (Ishihama, 1997). Une cascade deaggulgénique complexe est activée lors de
la transition entre la phase exponentielle et asphstationnaire (Makinoshinea al, 2002).
Différents travaux, utilisant des puces d’exprassise sont intéressés a I'expression
différentielle de genes en phase stationnaire gtheise exponentielle de croissance (Travers
& Muskhelishvili, 2005 ; Selingeet al, 2000). D’autres études ont testé leurs expression
dans différentes conditions de culture (Wi al, 2001 ; Taoet al, 1999). L’'analyse
bibliographique de I'expression de certains génedomction des phases exponentielle et
stationnaire de croissance a permis d’attirer natiention sur 6 genes d’intérét s’exprimant
differemment en fonction de I'état physiologiqueEd’coli ou en réponse a certaines

conditions environnementales.
l11.2.4.i. Marqueurs de division et de phase exponentielleroissance

[.2.4.i.1. RpoZ, la sous-unit&de I’ARN polymérase

Le génerpoZ (91 acides aminés ; Gentry & Burgess, 1986) cadsols-unitéo de
I’ARN polymérase. CheE. coli, le genepoZ agit comme un activateur transcriptionnel en se

liant a 'ADN (Dove & Hochschild, 1998). Lors d’dtale carencen vitro, ce gene serait
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impliqgué dans la régulation de genes cibles en n&poau ppGpp (guanosine 3',5'-
bisdiphosphate), une molécule signal de la répatsegente (lgarashét al, 1989). La
réponse stringente fait référence a la capacitéedhactérie a diminuer la synthese de ses
ARNt et de ses ribosomes dans un milieu oligotropjue correspond a un stress pour les
bactéries hétérotrophes telles Eucoli.

La quantité de transcrit du géen@Z est maximale a I'entrée en phase exponentielle

de croissance et nulle a I'entrée en phase statimn(Travers & Muskhelishvili, 2005).

[11.2.4.1.2. Fis, une protéine de liaison a ’ADN

Le gendfis (Factor of Inversion Stimulatigrcode une protéine de liaison a ’ADN qui
joue un réle déterminant dans la coordination deylatheése des ARNr avec la croissance
bactérienne (Nilssoret al, 1992). Cette protéine est impliguée dans litibia de la
réplication du chromosome puisqu’elle se lie aigjimre de réplicatiororiC (Filutowiczet al,
1992). C’est un régulateur positif qui augmenteb5da 10 fois la transcription des génes
codant des ARNr (Gosinét al, 1993; Newlandegt al, 1992). Elle régule donc la traduction
de nombreux génes en phase exponentielle de anoessaais également réprime I'expression
de genes spécifiques de la phase stationnaire ¢ZkaBremer, 1996 ; Bokat¢t al, 1995 ;
Ball et al, 1992). Ainsi, Fis intervient dans la régulatiom mhétabolisme général ' coli
(Gonzéalez-Gikt al, 1996).

La quantité de transcrit du gefis augmente fortement durant la phase exponentielle
de croissance (jusqu’a 1000 fois) et devient inttéatde en phase stationnaire (Azatral,
1999 ; Rockabranét al, 1999). Le géndis est autorégulé négativement, c’est-a-dire qu'a
partir d'une certaine concentration de protéinas(€intre 50000 et 100000 copies par cellule),
celle-ci empéche la transcription de son propreegddne augmentation rapide de la
concentration de '’ARNDNfis est ainsi observée en début de phase exponerstiglie d'une
rapide diminution (Cheret al, 2004 ; Figure 9). Il faut noter que ce type diegsion
transitoire ddis est unique chek. coli (Mallik et al, 2004 ; Ballet al, 1992).

111.2.4.1.3. FtsZ, responsable de la formation de l'anneau de

septation

Le produit du gendtsZ est responsable de la formation de I'anneau deatsep au

début de la division cellulaire (Dai & Lutkenhad®91). La protéinétsZ est vitale pour la
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survie de la cellule. En effet, l'inactivation dergeftsZ aboutit & la mort des cellules et sa
surexpression provoque la formation de cellulesrantement petites (Caet al, 1995 ; Dai
& Lutkenhaus1991 ; Teatheet al, 1974).

La quantité de transcrit du géefieZ est maximale lors de l'initiation de la réplicatio
du chromosome (Garridet al, 1993). CheZ. coli, la transcription détsZ est sensiblement
induite par la phéromone Al2 (augmentation d’urtdac 1,4), impliquée dans la régulation
génique par QS (DeList al, 2001)(voir chapitre 111.1.).

l1l.2.4.ii. Marqueurs de phase stationnaire

111.2.4.ii.1. RpoS, le facteus®

Les facteurs sigma sont des facteurs qui s’asso@efiARN polymérase pour
permettre la transcription de genes cibles. lIst quarticulierement impliqués dans la
régulation génique en réponse a des stress enememtaux. Cheg. coli, il existe 6 facteurs
sigma différents impliqués dans la réponse a dessstparticuliers o™ (ou ) lors de
24)

carence en azoteg" (ou ¢%) lors de choc thermiqueg® (ou o lors de stress

extracytoplasmiques;” (ou 62®) pour la synthése de flagelline, Fecl @4) pour le transport

citrate-dépendent du fer et enfia® (ou 0%)

lors de carences nutritionnelles (notamment
observées lors de I'entrée des cellules en phaserstaire), de stress osmotiques ou acides
(Lonetto et Gross, 1996 ; Wdosten, 1998). Ces Gtastsigma controlent des ensembles de
géenes spécifiques (ou régulons) en réponse auxtmraenvironnementales précédemment
citées tandis que le facteaP (ou 6’ contréle plus particuliérement I'expression déses

de ménage (obousekeeping gepau cours de la phase exponentielle de croissance.

Le génerpoS codant le facteus®, a été fortement étudié du fait de son rdle céntra
dans la régulation génique en phase stationnaiee etponse a des stress environnementaux
(Desnueset al, 2003 ; Rao et Kornberg, 1996). Le factexircontrole, positivement ou
négativement, I'expression de plus de 100 genediqugs dans différents mécanismes de
survie cellulaire (Patteet al, 2004 ; Ishihama, 1999 ; Lange & Hengge-Aroni9119994).
RpoSest également impliquée dans la résistance assséme conditions aérobies (King &
Ferenci, 2005). Cette protéine contribue a la t@sce dE. coli aux pH acides et, de facon
plus modérée, aux pH basiques (Snealal, 1994). Par réaction croisée avec le fac®yr
RpoSconfére aussi une résistance au choc thermiquédfl@et al, 1997). Elle intervient

encore dans la régulation de la formation des Imgfipuisque I'inactivation du gempoS
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augmente la capacité des celluleB.doli en phase exponentielle de croissance a former des
biofilms (Corona-lzquierdo & Membrillo-HernandezQ®). ChezE. coli 0157:H7,0° est
fortement impliqué dans l'acidotolérance de la $eupathogenee. coli O157:H7 mais
également dans la résistance a la chaleur (55%R)claocs osmotiques et confere une plus
grande résistance du pathogeéne aux hautes preggienss souches commensales (400 MPa)
(Robeyet al, 2001 ; Ferreirat al, 1999 ; Chevillest al, 1996 ; Arnold & Kaspar, 1995).

La synthese de RpoS est régulée a différents miveatanscriptionnel, post-
transcriptionnel et post-traductionnel ce qui cepand a I'un des systemes de régulations le
plus complexe chez les bactéries (Figure 10 ; fer2003). En milieu de culture, Lange &
Hengge-Aronis (1991) avaient montré que la trapton derpoS était multipliée par 5 a
I'entrée en phase stationnaire. Or, il sembleraig augmentation de la concentration en
protéineRpoSsoit plutdt due a sa plus grande stabilité (avex demi-vie de 27 min contre 4
min en milieu de phase exponentielle) (Zgursketyal, 1997).

La concentration en protéineRpoS augmente sous certaines conditions
environnementales telles que lors de stress oxXgdde chocs osmotiques, de stress acides et
lors de carence en glucose ou en carbone ainsilaju® des cellules entrées en état VBNC
suite a un stress oxydatif (Boaredtial, 2003 ; Desnuest al, 2003 ; Venturi, 2003 ; Chang
et al, 2002 ; Castanie-Cornet al, 1999 ; Lange et Hengge-Aronis, 1994 ; Hengge-&ron
1993 ; McCanret al., 1993 ; Notleyet al, 1996).

Lors de carence nutritionnelle, la synthése duefact® est positivement régulée par la
molécule signal de la réponse stringente, le ppEppgeet al, 1995 ; Gentryet al, 1993).

En phase exponentiellgpoS s’exprime en réponse a de fortes osmolarités (fegonis,
1993), a des températures inférieures aux tempeésatptimales de croissance (par exemple
dans une culture B. coli a 20°C, Sledjesket al, 1996). L'expression du gemposS est
également régulée par QS puisque la phéromone Wghente légerement la transcription de
rpoSd’un facteur 1,2 a 1,3 (DelLis al, 2001).

l11.2.4.ii.2.  Rmf, responsable de la dimérisation des ribosomes

Le genermf code le facteur de modulation des ribosomes quiicp@e a leur
dimérisation pour former le ribosome 100S, fornagltictionnelle inactive (Figure 11). Cette
inactivité des ribosomes est indispensable posutaie de la cellule en phase stationnaire.

Elle lui permet de stocker des ribosomes inutiliséas une forme inactive. Cette forme
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inactive des ribosomes les protege d'une dégrata@w des protéases et nucléases dont la
synthése est fortement induite lors de la phasestaire (Ishihama, 1999).

Contrairement a de nombreux genes, la transcrigteonmnf n’est pas contrélée par le
facteurc® (Izutsuet al, 2001). Le taux de transcription daf est inversement proportionnel
au taux de croissancenf n’est donc pas transcrit lors de la phase expaikntPar contre,
lors d’'une croissance lente ou dés l'entrée en elsdationnaire, la quantité de transcrit
augmente fortement (Aiset al, 2005 ; Wada, 1998 ; Yamagisht al, 1993). L'activité du
promoteur du génemf est maximale en phase stationnaire tardive (Makimoaet al,
2002). Lors de stress tels que lors de chocs attidemique et osmotique, la transcription de
rmf augmente également en phase exponentielle desanais (EI-Sharoud & Niven, 2005 ;
Niven, 2004). Dans ce cas, la synthése accrue denRboutit pas a la formation de dimeres
de ribosomes mais permet de stabiliser les ribosa@hévite leur dégradation. Il faut préciser
que ce n’est pas la synthése de Rmf qui régulaue tle croissance bactérien mais bien le
taux de croissance qui régule la synthése de RanfeX®mple, dans le cas d’'un choc acide, la
diminution de pH entraine une diminution du tauxadeissance qui va, consécutivement,
entrainer la synthése de Rmfors de la réponse stringente, I'augmentation de |
concentration en ppGpp entraine de facon direacteaugmentation de la transcriptionrdg
(Figure 12 ; Izutseet al, 2001).

Il faut noter que le facteur Rmf n’est pas ubiquishez les bactéries. Des orthologues existent
seulement chez quelques entérobactéries et quddqutsries du sol.

[11.2.4.ii.3.  Dps, une protéine de liaison a 'ADN

Le genedpscode une protéine de liaison a ’ADN importantesia réponse au stress
en phase stationnaire (Lomovskastaal, 1994 ; Almironet al, 1992). Dps protege 'ADN
vis-a-vis de molécules oxydantes, des nucléasdestayons UV. Elle intervient également
dans l'acidotolérance chez la souche patho@ermli 0157:H7 (Choiet al, 2000 ; Wolfet
al., 1999).

Sa transcription est 30 fois plus importante ersplsationnaire et durant des états de
carence qu’en phase exponentielle (Shinetdd, 2004 ; Makinoshimat al, 2002 ; Azanet
al., 1999 ; Rockabranét al, 1999). L’abondance de la protéine Dps est uélisémme
témoin positif de non croissance. Une forte augatent de la concentration cellulaire de

Dps est en effet observé en début de phase staiferpuis elle diminue pour se stabiliser a
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un niveau toutefois supérieur a celui évalué ers@xponentielle (Cheat al, 2004 ; Figure
9).

Le suivi de I'expression différentielle de ces égg en fonction des phases de croissance
bactérienne pourrait permettre de tracer I'étaspiggique des cellules B: coli. Cependant,
si leur expression est bien décrite en milieu daurey leur expression dans I'environnement
n'est pas connue. De plus, les populations baciée sont rarement constituées d’un seul et
unique clone. Au contraire, elles sont constituées ensemble de clones présentant une
diversité plus ou moins importante et un potergé@étique variable, généralement dépendant

de I'environnement considéré qui le sélectionne.

. Diversité génétique des populations d. coli

IV.1. Relations phylogénétiques infraspécifiques daeeoli

Différents travaux de génomique comparative et lagdggénie ont mis en évidence
que les souches pathogénes et commensalescali appartiennent a des lignées
phylogénétiques ayant évolué de fagon divergente.

Pour étudier les relations phylogénétiques entdévidus, les genes de ménage sont
préférentiellement utilisés car ils sont peu sougmiges pressions de sélection. Les plus
classiquement utilisés sont le géme qui code I'ADNr 16S, le géneecA, codant une
protéine de réparation et de recombinaison de I'AdM géneyrB, qui code la sous unité B
de 'ADN gyrase. L’ADNr 16S est ubiquiste chez lesctéries et extrémement conservé. I
est donc performant pour étudier les relations qipghétiques entre genres bactériens. Par
exemple, sur la base de 'ADNr 16S, la famille d@derobacteriaceadorme un groupe
monophylétique (Dauga, 2002). Par contre, il n'lpas assez discriminant a un niveau
intragenre pour différencier les especes du gé&saherichiaou les différentes souches de
I'especeE. coli (Cilia et al, 1996). De méme, le gemecA ne permet pas de distinguer les
souches d&higellaspp. et les soucheskH’coli (Lloyd & Sharp, 1993). Le gergyrB, quant
a lui, présente un taux de mutations 3 fois plesélgue 'ADNr 16S. Ce géne polymorphe
est donc plus efficace pour établir les relatiohylggénétiques entre especes proches. |l
permet ainsi de discriminer les souchesSt@ellaspp. par rapport a cellesid’coli ainsi que
les souches &. coli entre elles (Fukushimet al, 2002). Cependant, un seul gene n’est pas
représentatif du génome d’une bactérie. Il convmietix d’utiliser des approches multilocus.
Elles permettent en effet de recouvrir une plus)dgapartie du génome et donc d’analyser
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robustement des relations phylogénétiques, notamergne bactéries entériques (Weetz
al., 2003 ; Nelson & Selander, 1992).

Par électrophoréese enzymatique multilocus (MLEE rpddultiLocus Enzyme
Electrophoresiy sur 38 enzymes métaboliques, 4 groupes phyloggmst majeurs ont été
définis chezE. coli, les groupes A, B1, B2, D, ainsi qu’'un groupe minde groupe E (Pupo
et al. 1997 ; Herzer, 1990). Cette structuration des s dE. coli est en relation directe
avec l'adaptation des souches a leur hote (Duweteal, 2001 ; Souzat al, 1999). Il est
possible de distinguer les souches appartenana@iohde ces groupes par la taille de leurs
génomes et par la présence ou I'absence de cegaires, en particulier ceux codant des
facteurs de virulence. Les groupes B2 et D, phylégguement proches, contiennent de
nombreuses souches virulentes. La taille moyennéue génome est respectivement de
5100 kb et 5300 kb. Le gewbuA, codant une protéine de transport ckezoli O157:H7, est
présent sur leur génome. La distinction entre uge B2, contenant les souches les plus
virulentes, et le groupe D peut se faire sur laebdes la présence (B2) ou I'absence (D) du
geneyjaA. La fonction de ce géne est néanmoins encore mm(Clermonet al, 2000). Les
groupes A et B1 contiennent surtout des souchesmemsales avec des génomes plus
restreintsi.e. respectivement de 4800 kb et 5000 kb en moyenaes.sGuches ne possedent
pas le géenehuA et portent peu de facteurs de virulence. Les pgsuA et B1 peuvent se
distinguer par la présence (B1l) ou I'absence (Aindragment d’ADN nommé TSPHEZ2
dont la fonction est également inconnue (Clermetnal, 2000). Un débat a émergé pour
déterminer le groupe phylogénétique a partir dutpgeroupes actuels ont émergé. D’aprés
plusieurs auteurs (Escobar-Péraetoal, 2004 ; Lecointreet al, 1998 ; Herzer, 1990), le
groupe B2 présenterait I'origine la plus ancier®@e.Wirth et al. (2006) ont montré que selon
I'algorithme utilisé pour établir les arbres phyéogtiques, le groupe le plus ancien peut aussi
bien étre B2 que D et que les relations entrerdespes phylogénétiques divergent également.

La structuration de I'espéde coli en 5 groupes phylogénétiques a été confirmée par
d’autres approches multilocus. Ainsi, I'étude dulypwrphisme d’'un nucléotide simple
(SNP, pourSingle Nucleotide Polymorphi3raur 5 genes de ménadA, trpB, putB, icdA
et polB), permet d’étudier les relations entre différanéeuches €. colid’'une facon rapide,
peu colteuse, reproductible et facile & mettre ervie (Hommaiset al, 2005). Lorsqu’ils
sont considérés séparément, certains de ces gamggent de I'incongruence ponctuelle vis-
a-vis des relations entre les 5 groupes phyloggmesti de I'especk. coli. Cependant, cette

incongruence disparait en considérant les 5 garsesrle (Lecointret al, 1998).
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Si la notion de clonalité des populationg&Edcoli est admise par différents auteurs
(Milkman, 1997 ; Desjardinet al, 1995 ; Selandest al, 1986), elle a été récemment remise
en cause par Wirtht al. (2006). Des groupes hybrides (AxB1 et ABD) soneéfet apparus
suite a l'analyse des relations phylogénétiqueseed60 isolats dE. coli de différentes
origines géographiques et de différents hétes. dtegpes hybrides présentent des taux de
recombinaison plus forts que les autres groupesmt principalement composés de souches
pathogenes tres virulentes. Il y aurait donc um lgdrect entre virulence et taux de
recombinaison élevé (Wirtkt al, 2006). Plus de la moitié des souchesSthegella spp.
appartiennent a ces groupes hybrides ; les autreshes appartenant aux groupes B1 ou D.
L’appartenance des espéces du g&tigellaa I'espécee. colifait également débat. En effet,
E. coli et les especes du gernéhigella (S. boydij S. sonneiS. flexnerj S. dysenteride
présentent entre 70 et 100 % d’homologie ADN-ADNUS ces taxons devraient donc étre
considérés comme une seule et unique esgecepli (Brenner, 1984). Toutefois, aucune
proposition formelle n'a été publiée et le ge@kigella conserve donc un statut dans la

nomenclature bactériennevw.bacterio.cict.fy. Les différentes especes @&higella se

distinguent les unes des autres sur la base durgeirfRollandet al, 1998). La Figure 13
représente la distribution des souchds. doli (et donc deshigellaspp.) selon leur mode de
pathogénie dans les différents groupes phylogamtigNéanmoins, a un groupe donné ne
correspond pas un mode particulier de pathogémiecéhtre, lesShigellaet les EHEC sont
absents des groupes A et B2 (Wiethal, 2006). D’apres ces derniers auteurs, I'analyse d’
nombre supérieur d’isolats naturels menerait avegrdndes probabilités a I'apparition de
groupes supplémentaires par rapport aux 7 citéggdeinmentife. A, B1, B2, D, E, AxB1,
ABD).

L’histoire évolutive dE. coli conduit a I'émergence de nouveaux clones. Dans
I'environnement, il est tout a fait possible quetams de ces clones évoluent vers des lignées
particulieres, commensales ou pathogénes, présatdarcapacités d’adaptation spécifiques.
Ainsi, dans le sol, certaines population&.dtoli pourraient présenter un état physiologique
proche de celui des bactéries indigénes. Ellesiemirdonc la capacité de survivre a long

terme dans cet environnement.
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Tableau 8 :Exemples détudes de & diversité de populatons d’E. coli
natuelles selon df érentes appoches mokEaulaires développées apartir
d’isolats

Milieux/Hotes Technquesutilisées

Ré&érencesbibliographques

Animaux

Hommes

Fosses
scediques

MLEE, BOX-PCR, rep-PCR, ERIC-
PCR, PFGE, RAPD, RFLP, profil

d’ antibiorésistance

Triplex PCR,ML SA, MLEE, profil
d’ antibiorésistance

MLEE

Sauzaet al. (1999), Yanget al. (2004), McLellan et
al. (2003), Aslam et al. (2003, 2004), Jarviset al.
(2000), Anderson et al. (2005)

Duriezet al. (2001), Gordon et al. (2002), Anderson
et al. (2005)

Gordon et al. (2002)




V.2. Diversité naturelle des populationg€dcoli dans I'environnement

Dans I'environnement, I'ensemble des clonds. doli commensaux ou pathogénes,
sont soumis aux différents facteurs de stress @sdans le chapitre Il. Ces stress peuvent
entrainer une sélection de certaines populatidos, gqu moins capables d'y résister. Ainsi,
certains environnements pourraient étre le siegesélection de populations particulieres
d’E. coli. La diversité des populationsEl’ coli peut étre étudiée par différentes approches,
moléculaires ou non, notamment en utilisant I'étalde polymorphisme du gengdA A
I'heure actuelle, la majorité des approches coradria diversité des populationsEd’coli
sont basées sur I'isolement d’individus. Ce typapgroche comporte deux biais importants.
Tout d’abord, les approches par isolats ne permettbaccéder qu'a la diversité des
populations cultivables et pas a celle des popratinon-cultivables. Or, comme nous
'avons vu dans le chapitre IlI2E. coli peut étre présente sous la forme VBNC dans
'environnement. La quasi-totalité des études deerdité concernant cette bactérie est
néanmoins réalisée suite a des enrichissementsVB&KC sont donc rarement prises en
compte. Ensuite, les approches par isolats perntettanalyser uniqguement les populations
majoritaires et pas les populations minoritairesirRant, malgré les défauts des approches par
isolats, les approches populationnelles sont rares.

La diversité des populations naturellesEd’coli a été étudiée dans différents
environnements par différentes techniques. Des plesnd’études de diversité de souches
d’E. coliisolées de 'lhomme et d’animaux sont présentéededa 9. D’'une facon générale,
'ensemble de ces études a montré I'existence dgna@de variété de souchesEdcoli,
commensales ou pathogéenes, dans les matieresstéCalte variabilité est observable chez
les hétes animaux aussi bien a un niveau intenfifa8pécifigue. Un changement de régime
alimentaire des animaux conduit également a uneifivatibn de la composition des
populations dE. coli. La structure des populations Ed’coli évolue fortement lors du
vieillissement des matieres fécales.

La diversité des populations naturelled’coli a également été étudiée a partir
d’échantillons environnementaux. L'équipe de M.dd@vsky a utilisé a plusieurs reprises
une méthode d’amplification de séquences palindjoes de type HFERP (pobprizontal
fluorophore-enhanced repetitive extragenic palimdio-PCR pour étudier la diversité des
populations naturelles B: colidans des féces d’animaux et dans des sols tempetgsssins
versants du Minnesota (Byappanabhatlial, 2006 ; Ishiiet al, 2006 ; Johnsort al, 2004).
Ces travaux ont également montré que les soucliescdli isolées de différents animaux

présentaient une importante diversité. Certaingsulptions dE. coli ont également été
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suspectées comme s’étant naturalisées au solctr@borése en gel de gradient dénaturant
(ou PCR-DGGE poubenaturating Gradient Gel Electrophoregsisst une méthode de typage
moléculaire qui est également fréquemment utiléer étudier la structure des populations
d’E. coli (Sigler & Pasutti, 2006 ; Lasaldd al, 2005 ; Bucharet al, 2001 ; Farnleitneet

al., 2000). Cette méthode permet la séparation patréfhorese de fragments d’ADN de
méme taille sur la base du polymorphisme de leégsiences. Pour les séparer, un gradient
croissant de conditions dénaturantes est appliffuengmide et urée). Cette méthode a par
exemple été mise en oeuvre pour identifier 'ogamimale des contaminants fécaux trouvés
dans 'eau, gu'ils soient ou non pathogénes ; ale meBacterial Source Trackingou BST)
(Somarelliet al, 2007 ; Meays, 2006 ; Meags$ al., 2004 ; Hartekt al, 2003 ; Gordoret al,
2002). Bucharet al. (2001) ont utilisé la PCR-DGGE ciblant I'interged€S-23S pour
comparer la structure des populationg.doli chez différents animaux et dans le cours d’eau
localisé a proximité. Une grande variabilité depuations dE. coli a été observée entre
animaux. Cependant, cette forte variabilité ne pétait pas d’identifier facilement I'origine
animale des différentes souche€.dcoli présentes dans I'eau. Le BST peut également
s’effectuer en étudiant les profils d’antibioréarste des isolats bactériens. Ainsi, Parveten
al. (1997) ont analysé la diversité de profils d’aitilpésistance de 765 souchegdcoli
isolées de féces humains et animaux et d’eaux dacsudans un estuaire de Floride
(pollution diffuse) et d’'une station d’épurationTEP) (pollution non diffuse). Une plus
grande proportion d’isolats résistants a au momswntibiotique et une plus grande diversité
des profils d’antibiorésistance ont été observémxz des souches H. coli isolées dans les
STEP municipales. Ceci suggére I'occurrence deaice$ populations #. coli résistantes

aux antibiotiques dans les environnements forteraethiropisés.

D’autres études sont basées sur le polymorphismegeéthe uidA, codant lap-D-
glucuronidase (voir chapitre 1.2.). Nous avons shdiétudier plus en détails ces travaux dans
cette synthese du fait du réle central de cettgrapz notamment pour la détectiorEdtoli
dans l'eau (norme AFNOR NF T 90-433). L’étude duypwrphisme du géneidA est
€également intéressante puisqu’au cours de I'éwiuties mutations conduisant a ufidd-
glucuronidase non fonctionnelle sont apparues,mmaitant lors de I'émergence du sérotype
pathogende. coliO157:H7.
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Tableau 9 :Comparaison decodons du génuidA difféerents diez les udes E. col
K12 et E. coli 0157:H-493-89 pos&dant I'adivité 3-D-Glucuronidaseet chezla souhe
E. coli 0157H7 ATCC 35150,3-D-Glucuronicisenégdive. D'apres Mondy et al.
(2001)

Basechange

position® KI2® 49355 ATCC 35150°
- A T T

+93 GAT GAG (D3IE) GAG (D3IE)
+191 GCG GTG (AG4V) GTG (A64V)
+393 ACC ACA ACA

+301 TAT TAC TAC

+686° — — GG (frameshift)
+680 ACT ACC ACC

+758 TGC TAC (C253Y) TAC (C253Y)
+7767 CAG CAG CGG (Q259R)
+8i1 CTT CIG CTG

+E49 ATT ATC ATC

+882 GGT GGC GGC

+800 GAC GAT GAT

+806 CoT CGC OGO

+342 GAC GAT GAT

+1039 GCT GCA GCA

+1158 CAA CAG CAG

+1308 GAC GAT GAT

+1370° AGC AGC ATC (S4571)
+1410 GGA GGT GGT

+1671 TCG TCG TCA

+1704 AAA AAG ANG

+1716 ACT ACC ACC

* With respect to gusd open-reading frame ATG start codon. Sies in bold
represent regions where substitution resulted in alteration of the promoter sites
ol incorporation of alternative aming acids into the primary structure of the
protein. Resulting amino acid substitutions are shown in parentheses.

® GenBank accession no. D003 submitted by the Japan E. coli Genome
DMA Sequencing Project group.

“ Determined in this study.

4 Nucleotide substitution that is unique to the ATCC 35150 strain.



IV.3. Analyse de la diversité des populationsnatuelles d’E. coli basée sur
I’ utilisation du poymorphisme du gne uidA

IV.3.1. LegéneuidA

Le gene uidA codela B-D-glucuronidase, uneenzyme caaysant I’ hydrolyse des-D-
glucuronides (Novel et Novd, 1973).Ce géne d’une longueu de 1812 pb, fait patie d’une
strucure opéonigue (uidABC) (Figure 14, soure : http://biocyc.org). Une seuk copie de

uidA et de I'opéron(uidABC) est présentesur le chromosomed’E. coli (Sigler & Paautti,
2006)localiséea 36,5 min surle génome d’E. cdli (Blatternetal., 1997). Toutesles souchs
d’E. coli connues portentle gene uidA (Feng et al., 1991).Ainsi, la déection pa PCR de ce
gere eg utiliséecomme outilde diagnosticde contamnation fécaledes eaux et de coquillages
(Bower et al., 2005 ;Brashe et al., 1998 ;Juck et al., 1996 ;Bg et al., 1991 ;Green et al.,
1991). Les propriées géné&iquesde ce géne permetent égallement la déedion de souches
pahogenes par PCR ou par pucesa ADN (Botter et al., 2004; Takiya et al., 2004 ;Bekal et
al., 2003 ;Cebula et al., 1995). En effet, comne cité précédenment, des sauches d’E. coli
portent le gene uidA mais ne posséent pas I’ activité corregpondante Il s’agit de sowches
engrohénorragiques appartenant au s@otype O157H7 (McDanids et al. 1996 ; Doyle &
Schoenj 1984) Vingt-trois posiions sontdivergentesentre les séqencs uidA d’E. coli K12
et I’E. coli O157:H7 (Tableau 9). La nonfonctionnalité de la protéineest duea I’insertion
d’'une guanine en position 686 qui déale le cadreouvet de lecture et fait appaaitre un
codon-stop (Takiaet al., 2004 ;Monday et al., 2001)(Figure 15).

En dehos d’E. coli et de Shgella spp.,tréspeu d’informationssur | existence du gene uidA

chezd’autres espeesbactériennes snt disponbles.

IV.3.2. Etudes de & divasité despopulaions d’E. col

La plupat des études basés su [ utilisation du polymorphisme de ce géne pou
étudier la diversité des populatons d’E. coli ont été réalisées par PCR-DGGE a partir
d’échantillonsissusd’environnenents secondais, a savor dansl’'eau et des sédments ainsi
guedansdessolstropicaux natuels (Sigler & Pasutti, 2006; Lasaldeetal., 2005 ;Farnleitner
et al., 2000). Le polymorphisne du gene uidA a éé étudié apres I’amplifi cation d’'une
séquene partielle de 166 pbavec lesamorcesUAL-1939et UAR-2105, dessinéepar Be et
al. (1991) et qui ciblent une région présentan 9 sites polymorphigues.Ces mémesamorces

ont été utilisées pour comparer la structure des populdions d’E. coli dans les différents
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compartiments d’'un bassin versant alpin paturés da&ntravail de thése (Chapitre 4). La
PCR-DGGE uidA a ainsi été utilisée dans 3 études via des apesogar isolats et
populationnelles. Dans des eaux douces, 10 altbfEsents ont été détectés sur 47 isolats
d’E. coli (Farnleitneret al, 2000). Dans un sol tropical naturel, 9 amplicdiff@rents ont été
obtenus sur 205 isolats El' coli (Lasaldeet al, 2005). Les approches par isolats et
populationnelles ont été comparées pour étudistriecture de populationsEl' coli dans 2
eaux différentes et dans les sédiments associés aaux (Sigler & Pasutti, 2006). Sur 175
isolats, 15 phylotypes associés a plusieurs envements ou a un seul ont été réveélés ainsi
gue 50 phylotypes uniques, c'est-a-dire n'appaamissgu’'une seule fois. L'approche
populationnelle, réalisée apres enrichissemenériaip de mettre en évidence entre 16 et 31
bandes différentes selon I'environnement. Sur ceBlg mixtes, I'analyse par regroupement
(i.e. clustering a par ailleurs révélé que des échantillons iskusnatrices différentes mais
connectées entre elles (eau et sédiments assa@mésyontraient plus proches que des
échantillons issus de matrices identigues maisrdéxiées entre elles (eaux a 2 localisations

différentes), suggéerant des transferts de populatiiun compartiment a un autre.

L'ensemble de ces études a révélé I'existenceedimportante diversité des souches
d’E. coli dans I'environnement. De plus, ces travaux ont emsévidence la nécessité
d’utiliser des approches populationnelles plutbe gles approches par isolats en vue de
I'identification de l'origine environnementale ounimale des contaminations fécales dans
'eau. Enfin, la PCR-DGGE ciblant le gén@A s’est révélé étre un outil adéquat pour ce
type d’étude.
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Hypotheses de travail et démarche expérimentale

a7






La synthése bibliographique a mis en évidence dtexice d’'une diversité B coli
avec des souches commensales ou pathogénes. lee milmaire cE. coli est le systeme
digestif des hommes et des animaux a sang chauahniN#ns, cette espéce bactérienne
présente des traits de vie trés ubiquistes avecgumade capacité a coloniser une variété
d’environnements, en particulier ceux présents desslifférents niveaux d’organisation des
systemes terrestres et aquatiques. Pour se maink@ms ces environnements secondaires,
E. coli met en place des stratégies adaptatives, notamgréné a la régulation fine de
'expression de certains génes, afin de répondxecantraintes liées au contexte physique et
biologique dans lequel cette bactérie est intredultoutes les souchesEdcoli ne sont

néanmoins pas capables de coloniser I'environnemat la méme efficience.

Nos hypothéses de travail sont de supposer que :

- Dans l'environnement particulier des écosysterpatures, il y a sélection de
certaines souches capables de s’adapter a degionadihangeantes de celles de leur milieu
primaire. S’il existe une variété de soucheg&.dtoli dans I'environnement, toutes les
techniques d’étude de la diversité ne permettesitded’observer directement dans la mesure
ou il s’agit de cibler un (ou des) fragment(s) dMPrésentant un niveau de polymorphisme
suffisant pour détecter de la diversité mais égatgndes homologies entre certaines souches.
Il faut donc trouver la méthode la plus performaetda plus adaptée a I'environnement
considéré. Nous avons sélectionné la technique@@mBpuisque celle-ci permet, en théorie,
de détecter des différences entre deux séquend&Nda une base prés. Elle nous a donc

semblé appropriée pour I'étude des populationécnélle d’une espéce bactérienne.

- Ce sont I'ensemble des facteurs d’ordre agrogamipression d’entrée de bouses),
pédologique (par exemple, degré d’acidification)cématique (contrastes saisonniers et
notamment la fonte des neiges pendant laguelleuigsallement est intense) qui sont
impliqués dans le contrble des populatiors. @oli. Il est donc nécessaire de bien caractériser
le fonctionnement de l'alpage étudié et d’en tecompte lors de I'établissement des
dispositifs expérimentaux, avec des protocolessartiles différentes interactions potentielles

des facteurs.

- Les évolutions adaptatives se traduisent parétits physiologiques particuliers des

populations bactériennes fécales dans I'environménfur dépasser le cadre des études de
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viabilité ou d’activité, il y a nécessité de metine point des outils moléculaires pour révéler

ces évolutions.

La démarche expérimentale mise en ceuvre se rattaod®e4 axes de travail :

- En premier lieu, nous cherchons a évaluer laetdgspn dE. coli depuis les bouses et
son introduction dans le sol, avec une analysecdaslitions de sa survie dans différents
compartiments du bassin versant étudié (dans laselso les sols des stations pastorales et
'eau a I'exutoire du bassin versant). Le sol re@oérique est en particulier étudié comme
réservoir environnemental én coli, susceptible de I'héberger et d’alimenter le calleau
de l'alpage. Un référentiel bactérien nous semligieessaire pour conduire cette approche.
Nous choisissons d'étudier, en paralléle des dypaes dE. coli, le comportement de
populations bactériennes indigenes et adaptéeslalesPseudomonas spp. fluorescents. A
cette fin, la démarche prévoit de suivre les effiead’E. coli et de Pseudomonas spp.
fluorescents aux différentes échelles spatialésneporelles qui structurent le fonctionnement
de I'écosystéeme pastoral.

- Par ailleurs, pour évaluer dans quelle medtireoli est susceptible de mettre en
place des stratégies adaptatives pour se maint@iie s'installer dans des réservoirs
environnementaux, on tentera la mise au point dequears moléculaires de ['état
physiologique cE. cali, relatifs & sa division et a sa dormance. Towdsssbuches #. coli,
n‘ayant, a priori, pas le méme potentiel de survie dans l'envirorer@gmle poids de
I'environnement d’origine d. coli est également testé par des approches expérirmegnée

conditions contrélées.

-La structure génétique des population&.doli est étudiée dans les différents
niveaux d’organisation du bassin versant de facodéterminer si des génotypes sont
préférentiellement sélectionnés en relation avewatare des sols, des horizons et de la durée

d’exposition des sols aux déjections animales.
- Il s’agit enfin d’évaluer si la structure génétégdes populations B coli est

susceptible de révéler les zones potentiellementribotives a la contamination fécale de

I'eau a I'exutoire du bassin versant.
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facteurs impliqgués dans la régulation de la trapgon génique au cours de la croissance
bactérienne (par exemple, papoS Venturi, 2003).

Les essais realisés sur I'expression des marquiatat physiologique montrent
gu’'une calibration de la méthode est encore néress®tamment pour les marqueu®Z,
dpsetrmf qui présentent, dans certains microcosmes, dessép cohérentes (expression soit
du marqueur de division soit du marqueur de phe&sg@snaire). Une suggestion serait de
réaliser une rétrotranscription spécifique de cleaggne et non aléatoire comme cela a été fait
au cours de ce travail. Une rétrotranscription taiéa conduit a la synthese d’ADNc a partir
de lI'ensemble des ARNs présents dans I'échantilide. ce fait, les ARNs &. coli
minoritaires (du fait des faibles niveaux de popates), se retrouvent dilués au sein des
ARNSs de la communauté microbienne totale du sajuteend difficile 'accés a la cible. Une
RT-PCR spécifique permettrait d’amplifier spécigguent le gene marqueur recherché,
stratégie plus efficace mais écartée dans Utefnps de part sa lourdeur lorsque plusieurs
génes doivent étre considérés en paralléle.

Par ailleurs, les niveaux de transcrits des mamguebez lesPseudomonaspp.
doivent étre étudiés. Une fois le protocole mis paint et validé pour I'ensemble des
populations étudiées (notamment, aprés avoir eépdir séquencage l'identité des amplifiats
obtenus a partir du sol), des rapports d’expressitre les différents marqueurs devraient
étre analysés afin d’établir si les populationsté&@ennes indigénes et introduites sont plutot
en état de division ou en état de dormance. La aosugpn des rapports d’expression des
marqueurs chek. coli et cheZ°seudomonaspp. devrait également permettre de savoir si ces
deux populations présentent ou non le méme étatiqbgique.
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Chapitre 1 :

| 'alpage de Bise
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L'alpage de Bise

[. Une unité pastorale remarquable

Un alpage est une " unité pastorale d'altitudeesta-dire un ensemble de prairies
permanentes et semi naturelles utilisées par umpéau durant I'été. Les alpages sont
généralement situés a I'étage subalpin et en &bmskin versant, la ou se constitue une part
importante des ressources en eau. Les alpagedessygmbole du pastoralisme et de son
emprise sur le milieu alpin. lls ont été créés &ix°™ et XII°™® siécles suite aux
déboisements des foréts alpines notamment pardasen

Traditionnellement, l'exploitation agricole des &dp est étagée selon l'altitude pour
profiter au maximum de |'étalement de la pousskhdebe qui résulte du gradient thermique
altitudinal. Cette mise en valeur des herbagetitd@de a été considérée d'emblée comme une
caractéristique clef de I'exploitation du miliegial De nos jours, lI'usage de ces territoires
d'altitude participe a la renommée et a l'imageteteoir et d'authenticité des produits
fromagers des Alpes (Dorica al., 1999). Par ailleurs, la vocation traditionnelesdlpages
s'est élargie du fait d'usages liés au tourisniee canservation de la nature, a la biodiversité...
Les alpages constituent désormais un patrimoinarelatculturel et paysager (Dubost &
Bornard, 1989).

Les modalités d'utilisation des alpages variaienvarient encore fortement d’'une
région alpine a l'autre. Dans le Beaufortain paersgle, les vaches passaient les nuits
attachées a un piquet ou sur un petit replat crausemain dans la pente (le « pachon »).
50 % des déjections étant émises la nuit, cettegpeaconstituait une maniére efficace de
« fertiliser » les terrains les plus difficiles ¢es plus sensibles a I'enfrichement. Dans les
régions d'alpages du Chablais ou celles dominéedgmsols calciques, ce souci du maintien
de la fertilité est moins présent, voire absentoague date (Dorioz & Party, 1987). Depuis
vingt ans, en relation avec la diminution de la mdiceuvre disponible, les pratiques
d'exploitation des alpages ont largement évoludamment en matiére de conduite des
animaux et dentretien des surfaces; les formules parcage sont apparues moins
contraignantes en terme de contrainte de travails moins efficaces en terme de maintien
des potentialités agricoles. Ces changements,equblent se traduire par des évolutions du
couvert végétal, suscitent des interrogations 'aptifude de ces territoires a remplir a la fois

les fonctions agronomiques et environnementaledeyureattribue ce statut de haut lieu de la
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production agricole et du patrimoine .

. Un alpage, un agro-écosysteme (d’apres Dorio2998)

L'alpage comprend un territoire (de surface en gdrgupérieure a 50 ou 100 ha)
déterminé par le relief, les ressources herbageresu des troupeaux et les bergers avec
leurs logiques et leurs habitudes. L'ensembletdéeitroupeau-vegeétation-bergers constitue
un systeme caractérisé par des interactions, defesret des sorties avec plusieurs niveaux
d'organisation emboités.

A l'échelle de l'alpage entier, les grandes lighe<ircuit de paturage se décident en
fonction des objectifs des bergers et des congésitites a la topographie ou liées aux
animaux. La stratégie globale consiste a profitar rmieux des éventuels contrastes
topoclimatiques pour bénéficier le plus longtempssgible d'herbages de qualité suffisante.
En conséquence, le relief et les dénivelés sont fdeteurs qui structurent fortement
l'organisation et le fonctionnement de I'alpage.

L'alpage est divisé en " quartiers ", sous-unitéslagues a la parcelle en zone de
fauche. En I'absence de parc, les bergers fixerintdtes de ces quartiers (de 10 a 100 ha) en
fonction de la présence d’eau, des connaissancesignes sur I'nerbe (précocité, qualité...),
de la topographie (distances, pentes et obstaelss que crétes ou talwegs) et des
aménagements (eau, chemin). Evidemment, la chaayabfe d'animaux par hectare) et le
mode de fréquentation dépendent de la situaticativel du quartier. Au sein de chaque
quartier, il est possible de distinguer un nivaderieur : le niveau "station pastorale”.

La station pastorale (0,1 a 0,01 ha) et ses caistaj@es fourrageres et pédologiques ne se
comprennent bien que si lI'on considere, d'une [etiveaux qui I'englobent, c'est-a-dire le
quartier et l'alpage, et, d'autre part, les retetisols/végétations et enfin le comportement éco-
physiologique des espéces végétales structuraptesekemple, les espéces refusées en
permanence par les animaux). Certains phénomeegprigient plus spécifiguement a
I'échelle de la station. C'est le cas du compont¢na@imal face a I'herbe disponible et
réciproguement de l'adaptation des végétaux aglssium pastorale. Les végétations ont plus
ou moins d’appétence pour les troupeaux. Ces dsrmedifient la végétation par le biais de
plusieurs actions " élémentaires " : (i) le piéteat déchausse la végétation, tasse le sol, et
certains cas, est responsable de la mise a nwides(s) la coupe, dont le mode varie selon le

type d’animal, diminue la surface photosynthétiqmmdifie le microclimat lumineux au
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niveau des bourgeons et induit des réactions gatee et (iii) le prélévement exporte des
éléments nutritifs et les déjections a l'inversangettent le retour au sol de sels et de matieres
organiques transformées par la digestion, c'estesadbas rapport C/N.

A I'échelle des quartiers et de I'alpage, le paerpeut se traduire par I'établissement de
zones déficitaires en éléments nutritifs et a Brse, de secteurs surenrichis en déjections
animales et déchets nutritifs. Dans les sectelisitd@es, il existe un appauvrissement relatif
du sol en phosphore. Le taux de restitution vat@balement selon les éléments (le
potassium est mieux restitué que l'azote, lui-mémeux restitué que le phosphore) et
localement, selon la durée de la fréquentatiofépbtjue de pature. Une partie importante des
déjections se produit lors des trajets et la rultétable ou dans le parc. Il s'en suit que, sauf
situations particulieres ou pratiques correctivépahdage, la tendance générale est au déficit
des restitutions par rapport aux prélevements.

Le sol peut compenser les pertes si elles ne samttop élevées et, si la fourniture par
altération est importante. Cette derniére condishsouvent réalisée dans les sols calciques
pour des éléments tels que le potassium, le cal@uie magnésium. En ce qui concerne
I'azote, un fort prélevement de végétation pardegeau tend a favoriser les légumineuses,
fixatrices d'azote grace a leur association aveddetéries symbiotiques.

Selon la position de la station dans le quartietuetiuartier dans l'alpage, I'herbe sera
paturée a des stades phénologiques différents ret dans des états différents. En bref,
I'appétence chute brutalement et globalement (BOWo des especes) environ a la floraison.
Ainsi, toute station fréquentée par les animauxdela de ce stade tendra a étre sous-
exploitée.

Les exces de restitution ont surtout lieu a proténdes bergeries et des points de traite, le
long des chemins, dans les quartiers faisant tabjme fertilisation organique. L'équilibre
relatif s'observe sur sols calciques, dans degwwectun peu périphériques et de ce fait, sous-
paturés. Les déficits sont typiques des parcelteges a mi-distance entre les précédentes.
Au total, les effets liés a la circulation des weaux provoquent une différenciation de la
végeétation qui reflete les gradients de paturajisiance a la bergerie et de pente. Cependant,
les séquences sur la végétation varient selon iéexte géomorphologique et pédologique
(Dorioz & Party, 1987 ; Dorioz, 1987).

Ces difféerents niveaux d’organisation font desagfs le support d’'un ensemble
d’écosystemes différents, présentant des couveetaux et des rhizospheres associées

typiques du milieu montagnard, des sols aux caiatitfies physicochimiques particulieres,
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Figure 16 : Département de la Haute Savoie en Eranc
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Figure 17 : Carte géologique des Alpes du Nordsitipn particuliere du Chablais



ainsi qu’une faune singuliere en relation directecala bouse (insectes, coprophages, vers).
Chacun de ces écosystemes est susceptible dedédagcon spécifique, les comportements

des populations microbiennes, introduites ou résefe

Le bassin versant de I'alpage de Bise
[1l.1. Généralités

Un bassin versant hydrologique est défini commatétansemble des surfaces qui
contribue & alimenter I'’écoulement d’'un cours d:eaa délimitation se base essentiellement
sur la topographie. L'approche bassin versant stasi enregistrer des signaux a I'exutoire
résultant d’'une intégration spatiale des procestises comparer avec des signaux d’entrées
(pluies, épandages..) et a les traduire en bilansnotypologie de fonctionnement reliant état
du bassin et entrée/exportation d’eau et d’élém@usoz et al., 1998).

L'alpage de Bise se localise en Haute-Savoie, tlamdassif du Chablais des pré-
Alpes calcaires. Plus précisément, l'alpage estésdans un vallon entre la Pointe de
Bénévent et les Cornettes de Bise (Figures 1618 &t 19). Situé dans une vallée en amont
du village de Vacheresse, ce lieu est prisé pardedonneurs. Cette zone est parcourue par
les troupeaux et entretenue par l'activité humedafauis plusieurs siécles (évaluation 600 ans
au moins). L’alpage est situé a I'étage subalpidessus de 1500 meétres et aucune habitation
n'est implantée en amont de I'exutoire du bassirsarg. Cela permet de limiter les
perturbations autres que celles du pastoralisméamment les rejets d'eaux usées
domestiques ou autres. Le site est recouvert ¢dais énanteau neigeux, pouvant atteindre
plusieurs metres, au cours de la saison hiveralefait de cet hiver long et rigoureux, la
pression pastorale s'étale seulement sur enviroaid. La pluviosité est élevée, au moins 2 m
par an, ce qui se traduite par une tendance difmetion de sols. A I'échelle du bassin
versant, une histoire géologique complexe a pelanisise en place de différents substrats et
unités géomorphologiques, supports de plusieumsstygle sols et de conditions différenciées

d’écoulement de I'eau, de relations sol/végétation.

[1l.2. Caractéristiques géomorphologiques

Le site de Bise présente une géomorphologie bieticpiere. Une butte morainique

marque une moraine de fond, constituée d’éléemeantsigrs de taille variable, englobés dans
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une matrice limono-sableuse compacte. Les matéaliMvionnaires fins (limon argileux)
tapissent les zones concaves de bas de pente &inegs de talwegs. Les escarpements
rocheux qui entourent I'alpage sont des paroisadeacdes durs (Malm) atteignant plusieurs
centaines de metres de hauteur (Cornettes de Bisste des Pavis...). Elles sont a l'origine
des éboulis qui recouvrent la majeure partie dmscf de l'alpage. Ces éboulis forment des
pentes plus ou moins réguliéres selon la naturendddriaux. Ainsi, les éboulis de Malm sont
tres perméables, leurs produits d’altération ndiennent pratiquement pas de terre et sont le
support d’'une veégétation en équilibre avec les tmms de I'éboulis. Dans ces conditions,
les mouvements latéraux d’éléments et de partictéelsonatés permettent de a neutraliser
I'acidification du sol (Legrost al., 1987).

Les altérites des éboulis liasiques sont moins @ahtes, plus riches en matériaux fins
(limons constitués de minéraux silicatés) et suigmbrune végeétation plus riche. L’eau de
pluie a alors tendance a ruisseler et a creuseetits chenaux qui donnent un aspect strié a
I'éboulis.

En bas de pente, au niveau des torrents, on obdesvednes de déjection. Les lits des
cours d’eau moins pentus sont recouverts dalls/ioécentes. On retrouve des dépots
alluviaux et torrentiels d’autant plus anciens tjoa s’éloigne du cours d’eau. On observe
également des cordons morainiques qui constituemttnace des dernieres glaciations. Elles
sont en général formées de matériaux filtrantslitaat I'acidification. Le marais en aval des
chalets de Bise a lui aussi une origine glaciaites’agit d’'un surcreusement glaciaire aussi
appelé ombilic (zone de roches tendres). Celuistisgué en amont d’'un verrou glaciaire
(zone de roches plus dures).

En amont des chalets, aux abords du cours d’eaersant présente une morphologie
en « terrassettes », dues au passage répété ghedwlors de son trajet entre I'étable et

I'alpage.

[11.3. Contexte agropastoral

L'alpage est paturé du début du mois de juin anladd mois de septembre. Durant
cette période, deux troupeaux d'une quarantairiétede chacun parcourent les 2 vallons est et
ouest du bassin versant de Bise (300 hectares)dées exploitations ont une gestion de
I'atelier laitier semblable. En effet, les vélagest prévus pour la période hivernale durant

laquelle les vaches sont a I'étable. Il en résydela production laitiere moyenne décroit tout
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au long de la saison estivale (passant de 608 Ii#r200 litres par jour et par exploitation).
Les besoins nutritifs des animaux diminuent donccaurs de I'été et le berger adapte les
besoins du troupeau a I'évolution de la quantitéaequalité des ressources fourragéres des
différentes zones de l'alpage.

Le circuit de paturage est structuré par les élésnmrivants :

- deux axes de déplacement collectif des animdite premier longe la portion aval
du cours d’eau et permet la liaison entre les l&iim et les quartiers de paturage ; (ii) le
second connecte les surfaces fourrageres aux é@ventg permanents localisés au niveau des
pentes a colluviums, en amont par rapport au adeesi. Ces zones de déplacement collectif
marquées une morphologie en terrassettes offre olinfréquemment mis a nu par le
piétinement des animaux ;

- une zone de franchissement du cours d’eau etallabment du troupeau, localisé a
I'aval du cone de déjection du sous bassin Ouest ;

- des quartiers de paturage surveillé : (i) en tésusaison, ils sont situés sur les
secteurs proches du fond de vallon (moraine etleane de déjection) ; (ii) a partir du mois
d’aodt, lorsque les réserves fourrageres du basépuisées, ils concernent des stations plus
élevées (colluvium et jupes d’éboulis) ;

- des quartiers de paturage autonome et des reposwi surveillés, généralement tres
limités aux fonds de vallon ;

- des zones de paturage autonome nocturne, a ptéxies batiments.

l1l.4. Relations sol-végétation

A I'échelle de l'alpage, sous l'effet du parcourssdiroupeaux, on assiste a une
concentration des déjections et nutriments en fdadvallon et a une eutrophisation des
groupements végétaux accentuée dans les sitesudiatation d’'eau. Cette redistribution
d’éléments nutritifs s’effectue au détriment destps et secteurs périphériques de I'alpage
ou, en l'absence de recharge calcaire par lesférdmsde versants, les types végétaux
évoluent vers des types oligotrophes acidifiéssiBlus types de végétation ont été reconnus
et référencés vis a vis de la typologie des alpagssAlpes humides (Bornard & Dubost,
1992 ; Dorioz & Party, 1987, Dorioz, 1987) :

- Pelouses maigres acidophiles (qualifié d&ardus»). Il s'agit de stations
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typiguement appauvries en éléments nutritifs, o tetrouveNardus stricta et Descampsia
flexuosa mais aussGentiana purpurea. Le régime hydrique est parfois mésoxérophileaiu f
de la structuration microporeuse des sols (Van @orDorioz, 1991). L’acidification
prononcée des sols avec accumulation de matiesmignge en surface contribue a la faible
productivité de ces pelouses (< 2 t de M.S" kar le premier cycle de végétation avec des
repousses trés lentes). L'intensité du paturageedepelouses est faible du fait de la faible
appétence du troupeau pour des especes dominafles le Nard raide. Ces pelouses
acidophiles sont de moins en moins exploitées etuént lentement vers des landes a

Ericacées.

- Landes ouvertes a Ericacées. Dans ces miliesxatgles dominent les Myrtilles et
les Rhododendrons. Ces zones se caractérisennpagrrassion pastorale quasi nulle depuis
plusieurs décennies. L'évolution naturelle peutdoine a une fermeture de la lande qui ne

présente plus aucun intérét pastoral.

- Pelouses moyennes séches calcicoles. Ce typarastérisé paCarex sempervirens
et Sedleria coerula. Il est localisé au niveau des affleurements @u fletrouve souveritotus
corniculatus. Les sols sont humiques a régime hydrique mésar@pRile. La productivité est
faible et valeur pastorale est moyenne. Paradoxalgres pelouses sont reconnues d’intérét

pour la saveur des fromages.

- Pelouses a paturin des alpes (qualifié dans teétee de {oa» du fait de sa
morphologie). La végétation est dominée par desgiees et des légumineuses a forte valeur
pastorale. La production de biomasse est moyelangéquentation est précoce et intense ; il
y a équilibre entre exportation de biomasse et @ppbéléments nutritifs par les bouses. Ces

pelouses tapissent le fond de vallon, notammepaitae basale du céne de déjection.

- Pelouses grasses mésophiles (qualifié de « &rigeCe type de végétation a base de
Trisetum flavescens, supportent de nombreuses graminées fourragerésg@mineuses et
présente une forte biomasse, bien que les restigipar les déjections soient faibles. Localisé
au niveau des pentes d'éboulis stabilisés, ce égbeassocié a des sols bruns calciques et
résulte de phénomeénes de chaulage naturels, dusp@oxts gravitaires amont de matériaux

carbonatés.
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Tableau 10 : Propriétés et de la valeur fourragere
des principales stations de l'alpage de Bise.

Hautes herbes i | Gazond Paturin | Houtes herbes | Gazond Nard | Landes
Rumex ATriséteet | (nardaie) Ericacées
Géranium
Fanetion Reposoir Piure imensive | Pature Pimure extensive | Passage
pastorale el précoce extensive of
tardive
Productivié | Maxd Moyen M Faible Faible
Retour susol | 100 10:20 30-80 B0-100 100
biomasse
Epigée (%)
Prélivement | Fable Maxd Moyen-faible | Faible Nt
par piturage Forre gppétence | Appéience
bl au deli | Appétence fible
de juiliet
Legumineuses 10:20 10 § 0
(%)
Déjections Maxi Moyen Moven-faible | Faible Episodique
(intensite)
Bilan Excedentaire | Deficiaire Equilibreaun | Deficiten N Deficiten N
agronomique el
excidentaire
Solsdivers | Sols brums calciques | Solsbruns | Sols bruns acides | Sols bruns
allvigu calciques sur moraines el sur | ocreus sur lias
SOLS lasenplace | enplace
(eau, réserves en (suvent rrigation
bases) Ioprgraphiie) (R bl !

Figure 20 : Carte représentant les différentesostspastorales : la
stationPoa en vert, la statioRumex en jaune, la statioNardus en bleu
foncé et la statio€altha en bleu clair. En rouge et en blanc sont
représentées la pente a Triséete et un epelouse sachmie.



- Pelouses nitrophiles Rumex alpinus (qualifié de «Rumex »). Il s’agit de zones de
reposoir avec une concentration des déjectionsanfere un caractere nitrophile prononcé a
la végétation. Ces zones sont souvent localisées dizs situations hydromorphes. Entre les
touffes deRumex, des graminées fourrageres peuvent subsistenjicéogalement, peut étre
suffisant pour maintenir une certaine valeur padtéoa cette végétation ; ceci différencie ces
stations de reposoir du véritable rumicion, lo@&lé I'aval des chalets d'alpage ou le

recouvrement par IBumex est complet.

- Zones humides (qualifiée deGaltha ») : Il s’agit de marais aux sols hydromorphes
peu profonds et humiféres, liés aux résurgencesars concentrations d’eaux de surface. La
végeétation est marquée par un cortege de plantesmideeux humides, de faible valeur
pastorale. Dans ces milieux, le paturage est iliggat souvent en lien avec les conditions

climatiques.

Des relevés de végétations au sein de différetadisrss de I'alpage ont été effectués durant
I'été 2005 et sont présentés a I'annexe |. Le TablE) expose les propriétés et de la valeur
fourragere des principales stations de l'alpageBide. Au cours de cette these, 4 de ces
stations ont été retenueBof, Rumex, Nardus et Caltha), principalement en fonction de leur

caractére ouvert ou confiné. Leur localisation@in ge I'alpage est présentée Figure 20.

[11.5. Quelques données sur I'’hydrodynamique des stapiasi®rales retenues

Les écoulements sur I'ensemble du bassin versanumrdébit important durant la
fonte des neiges et lors des périodes de fortgitgctiydrologique de la saison estivale. lls
traversent les formations superficielles en demeugdeur surface pour rejoindre I'exutoire
du bassin (Drevet, 2004).

[11.5.1. La stationPoa

Les sols de cette station présentent une fortegehar cailloux (> 50 %), a laquelle est
associée une forte porosité, avec des cavités lestaEéments grossiers ; la perméabilité y est

trés élevée (K=127 mni' Dans cette station, les flux d’eau sont donerises et conférent
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un caractere non confiné, « ouvert » au milieucaectére non confiné suggere que les flux

d’eau se connectent rapidement a I'exutoire duibagssant.

.5.2. La stationRumex

Dans cette station, les conditions de sol sont th@schées avec (i) une sous unité
centrale confinée, caractérisée par une forte mydrphie et la réduction du feRimex
réduit) et en périphérie (ii) des sols « ouveromt le fonctionnement est marqué par un

intense écoulement de nappes perchitasdx oxydeé).

[11.5.3. La stationCaltha

Cette zone hydromorphe résulte de [laffleurement mlppes alluviales qui
accompagnent le cours d’eau lorsque ce dernieclifades zones relativement plates. Les
tourbes y sont peu épaisses (10 a 20 cm) et, lemmatrganique englobe les graviers et les
matériaux grossiers alluviaux. Les eaux étant safye calcium, ses tourbes sont formées a
partir d’accumulation de matiere eutrophe, commetd@mnoigne une capacité d’échange

cationique, un taux de saturation élevé et un pidhp de la neutralité.

[11.5.4. La stationNardus

La Nardus est le siege d’'un départ latéral intense de coégpaosnéraux lors de la fonte
des neiges et des fortes averses de la saisonrglastGumulé sur des millénaire ou des
siecles cela conduit a I'acidification des profiks sol et a un transfert du fer. Ainsi, dans cette

station, le pH trés bas, avec de fortes teneueaninium.

L’ensemble des caractéristiques de ces sols esedians le chapitre 2 et annexe |.

Dans ce contexte de prairie, les sols et les smtgastorales sont connectés au cours

d’eau en fonction des conditions météorologiquedediétat d’humidité des sols, et peuvent

I'alimenter lors de situations ou le ruissellemest intense. L'étude de la dynamique des
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populations bactériennes a I'exutoire du bassinsamr permet d’appréhender le

fonctionnement du systéme étudié reliant le trougebeau.

IV. Dynamique d’E. coli dans I'eau de surface a I'exutoire du bassin versa

Le suivi de la dynamique H: coli dans I'eau a I'exutoire a été réalisé dans leealr
projet Pastor (programme GESSOL2, MEDAD). Ce prajgtour but d’étudier I'impact du
fonctionnement du systeme agropastoral du basgisane sur les flux bactériens et les
conséguences sur la dégradation de la qualité matogique de I'eau. Pour ce faire, deux
approches ont été réalisées. L% IJprésentée dans ce manuscrit de thése, était sasée
I'étude dE. coli, indicateur de contamination fécale. L%®2 reposé sur la recherche des
STEC, le<t. coli pathogénes et producteurs de shigatoxines (Fréra@ox).

Dans le cadre de ce projet de recherche, différemtsportements &. coli a I'exutoire
ont été revélé :

-Au début d’averse, un pic en concentratioB. @bli est généralement observé. Cette
augmentation des concentrations est due a deseéoenis liés au ruissellement de surface
(Figure 21).

-Durant la saison pastorale et en période d’étiags pics de concentrations sont
parfois détectés et correspondent a des appodstslide bouses dans le cours d’eau (Figure
22).

-Lors de crues, les concentrationsteoli augmentent fortement et peuvent atteindre
plus de 5000 UFC 100 mLd’E. coli. Leur ampleur de cette augmentation dépend de
I'intensité de la crue et de la hauteur d’eau reaies pour obtenir la saturation des sols et le
déversement vers le cours d’eau des eaux de feisszit. Dix & quinze jours apres le retour
a I'étiage, des pics d'effectifs @h. coli sont observés (Figure 23). Cette élévation de la
concentration efi. coli est liée a des transferts profonds dans les siwénfs comme le sol

sousPoa.

Ces variations de concentrationg€dtoli dans I'eau lors d’épisode pluvieux et de crues
laissent supposer que des réservoirs sont mobiedsle cours d’eau. Il est alors nécessaire
de déterminer si seules les bouses participentaritamination du cours d’eau ou si les sols
constituent également des réservoirs environnemengn E. coli qui pourraient étre

susceptibles étre mobilisés en fonction de I'hyginaaniques des sols.
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Chapitre 2 :

| es effectifs bactériens dans les bouses et les

différents sols du bassin versant de l'alpage de &
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Avant-propos du chapitre 2

La survie dE. coli d’'origine fécale dans I'environnement est essdetignt étudiee
suite a I'épandage de matiere organique fécale tgle le fumier et le lisier. Par contre, tres
peu de données sont actuellement disponibles awateteur survie dans des sols sous
pature, or les entrées de bactéries fécales yimpartantes. Le but général de ce chapitre est
d’apporter de nouvelles connaissances sur I'éceldgsE. coli dans les sols des écosystemes
paturés subalpins. Ces sols sont particuliers @ams a des conditions pédoclimatiques et
des relations avec la végétation propres a I'ésagpalpin. Dans ce chapitre, la dynamique des
populations de contaminants fécaux est étudidea:l{entrée du systéme c’est-a-dire dans les
bouses, considérées comme habitat primaige ali; (i) dans une zone de transit, les sols,
considérés comme habitat secondaire et transetii@i) a I'exutoire du systeme, dans I'eau.
L’étude des fluctuations spatio-temporelles desaifis des populations B: coli nous permet
d’évaluer: (i) si des transfertskd'coli des bouses vers et au travers des sols sousgacent
existent, (ii) si la rhizosphéere constitue un résgrenvironnemental e&. coli et (iii) si la
pression de pature joue un réle sur 'abondancedpslations c&. coli dans le sol.

Deux approches ont été développées. approche (diachronique) est une approche
spatio-temporelle, a I'échelle de la parcelle, gonsiste a évaluer la dynamique des
populations ¢E. coli dans les bouses et les sols sous-jacents damsediis situations
pastorales.

Une 2% approche (synchronique) consiste a étudier lescéff dE. coli dans la
rhizosphére de différentes stations pastoralemars@’un cycle de végétation entier pendant
certaines périodes clés. lors de la saison pastorale, en hiver sous le @aanteigeux et au
printemps a la fonte des neiges.

Les dynamiques de populationsEdtoli observées sont comparées a celles des
Pseudomonas spp. fluorescents, représentant des populatioaptéels au sol de facon a
évaluer si les populations HEl'coli sont capables de s’adapter aux conditions
environnementales rencontrées dans le sol et pltaomenes de compétition existent entre

populations contaminantes et résidentes.

Ce chapitre s’organise en 3 parties:élré dartie est un article, accepté ddoarnal of
Environmental Quality, dont I'exposé est centré sur les résultats desrdbrements . coli
dans les bouses et les sols de l'alpage de Bis@"Lpartie présente les résultats obtenus

concernant les effectifs des populationd”deudomonas spp. fluorescents au sein des mémes
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compartiments. Enfin, 1a®3¢ partie discute des possibilités d'interactionsreft coli et
Pseudomonas spp. fluorescents dans le sol.

Brievement, les principaux résultats montrent gaerHizosphére (0-5cm) est un
réservoir environnemental permanent (et non traimgitcomme initialement supposé) en
E. coli avec des effectifs stables tout au long du cyelgé&hétation, suggérant une adaptation
de certaines populationsEl’ coli au sol. De plus, le transfertEl’ coli sous I'horizon de
surface serait lié au fonctionnement hydrologiqes différents sols, notamment a leur nature
drainante (ou « ouverte sgersus confinée. LesPseudomonas fluorescents spp. présentent,
quant a eux, des effectifs présentant une vari@kskisonniére plus importante, en relation
directe avec le cycle de végétation. Ces deux pdipaks ne semblent pas coloniser le méme
micro-habitat. Contrairement aux populations rhmasiques dd’seudomonas fluorescents
qui colonisent préférentiellement les racines diesitps, les populationsEl'coli seraient
plutét localisées dans la microporosité du soleshient ainsi a I'abri de toute interaction
négative de prédation ou de compétition avec laafiare tellurique. Le<. coli apportés par
le paturage présentent donc des comportementsrethfée de ceux observés suite aux
épandages d'effluents d'élevage puisque, dans rreedeas, un déclin des populations

d’E. coli est généralement observé.

64






L es efectifs bactériens dans lesbouses etesdifférents sds du

bassin versant del'alpage de Bise

I. Persistance of culturable Escherichia coli contaminants in dairy alpine grasslard sals
(Texier S., C. Prigent-Combaret, M.H. Gourdon, M.A. Poirier, P. Faivre, J.M.
Dorioz, J. Poulenard, L. Jocteur-Monrozier, Y. Moenne-Loccoz, D. Trévisan., J.
Environ. Qual., 2008, 3:2299-2310)

|.1. Abstract

Our knowledge of E. coli ecolay in thefield is very limitedin the case of dary apine
grassknd soils. Here, our objective was to monitor field survival of E. coli in cow patsand
undetying soils in four different alpine pastue units, and to deiemine whether the soil could
congitute an environmental resevoir. E. coli was enumeeted by MPN using a selective
medium. E. coli survived well in cow pas (10’ to 10° cells g* dry pa), but cow pats
disgppeared within 2 months.In each pastue unit, constantevels of E. coli (10° to 10* cdls
g* dry soil) were recovered from all topsoil (0-5 cm) sanplesregardlessof the samplng dae
i.e. underthe snow cover, immedidely after srow meling, or during the pasture season
(during and after the demmpositionof pas). In deepe soil layers bdow the root zone (5-25
cm), E. coli persstencevaried according to soil type, with highe numbers recoveed in
poorly-drained soils (10° to 10* cells g dry soil) than in well-drained soils (<107 cels g™ dry
soil). A prdiminary andysis of 38 partial uidA sequenes of E. coli from pat and soils
highlighted a cluster containing sequencesonly foundin this work. Overall, this study raises
the possbility that fecal E. coli could have formed a naurdized (sub)popul&ion, which is
now pat of the indigenous soil communty of apine pasture grassands, the soil thus

repreentingan environnentd resevoir of E. coli.

[.2. Introduwction
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Fecal microbial contamination of water is consideaeworld wide problem for public
and animal health, and the presence of fecal badb&xs been monitored in various water
bodies (Muirheadtt al., 2006a; Georget al., 2004; Celicoet al., 2004; Entryet al., 2001,
Casselkt al., 2001; Fisheet al., 2000). Often, fecal bacteria involved in watentamnination
originate from farmlands (Jamiesehal., 2002), where they have been deposited by feces
(i.e. in pastures) or spreading of manure, as bottain high amounts of fecal bacteria and
potential human pathogens (Aveey al., 2004; Ogderet al., 2002; Gagliardi and Karns,
2000; Faustet al., 1982). Survival of fecal bacteria in soil will @ important factor
determining the extent of subsequent stream congtran.

Soil survival of fecal contaminants suchEasoli has been mainly assessed in the case
of manure or sludge application, which leads to speead of fecal matter and associated
bacteria onto large field surfaces. Despite the tfzat survival of fecal bacteria is favored in
soils with higher organic matter content (Olivef08a; Craneet al., 1983), it appears that
survival of E. coli added with manure or sludge contaminants is géydiraited in planted
soil (Williams et al., 2007; Tyrrel and Quinton, 2003; Trevisanal., 2002; Chandleet al.,
1981). The presence of plants has a major impatheecology of bacteria in soil (Troxler
al., 1997). On one hand, the rhizosphere is a mickdiaibitat receiving significant amounts
of organic substrates as root exudates, leadingrabferation of a wide range of root-
colonizing bacteria e.g. fluorescent pseudomonddsx(er et al., 1997). On the other hand,
many root-colonizing bacteria produce antibioti$jch can affect (via competition and/or
antagonism) the survival of other bacteria, inahgdienterobacteria such d&rwinia
carotovora subsp.atroseptica (now Pectobacterium carotovorum) andE. coli (Cronin et al.
1997; Keelet al., 1992).

Unlike bacterial inputs due to manure spreading,itiroduction ofE. coli into the soil
environment by feces takes place over the wholtupaseason, which corresponds to the
growing period of vegetation. In addition, cow pate not uniformly distributed on the soil
surface. After feces deposition on the soil surfdeeal bacteria remain within the cow pat
during its transformation/decomposition. They comgressively in contact with the
underlying plants and topsoil, insects and wornas/iply an important part in this process
(Gobatet al., 1998). This should provide more favorable coodsi for survival of fecaE.
coli in the soil environment. To our knowledge, theyostudy that dealt with the persistence
of E. coli and other fecal coliforms introduced by feces astpre soils was that of Avegy

al. (2004), which evidenced fedal coli in soil up to 168 days after short-term grazing.
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In the case of a pasture area, fecal contaminafigrater may arise not only from direct
deposition of feces in streams, but also from legrkhrough contaminated soils and from
surface runoff of fecal material previously depedibn soil surface (Entmt al., 2001). This
is particularly important in the case of mountaim@uasslands, because these processes are
drastically enhanced by slope and rainfall patteFus instance, in the particular context of
the Alps, grazing of steep pastures by cattle heenbgoing on for centuries, and fecal
contamination of streams has become a major coricedrinking water, cheese making and
recreational activities. Despite the fact that ntaimpastures provide maximal conditions for
water contamination, it appears however that satvof E. coli fecal contaminants in this
type of grassland has not been studied yet.

The issue oE. coli survival in alpine grasslands is rather compleegause (i) these
pastures are also used as natural habitat by auldef and (i) different ecological units can be
found within a given alpine watershed. These utysically differ in terms of slope,
microclimatic conditions, soil type, and soil wathmamics. This can lead to different types
of plant communities and pasture practices, bectigstevel of grazing by herds depends on
appetence of the plant cover. These differencegdast pasture units are likely to be relevant
not only in terms of cow pat input, but also fornsual conditions ofE. coli in underlying
soil. However, it is also likely that survival & coli in different alpine pasturesill share
common features. Our first hypothesis is that caw material should provide favorable
conditions for survival of fecdt. coli and serve as a source for subsequent contamiradtion
underlying plants and soil. The second hypothesishiat E. coli numbers should be
subsequently higher in the soil immediately belaw @ats in comparison with (i) topsoil not
covered by a cow pat as well as (ii) deeper sgéris, as roots in alpine grasslands are mostly
present in the topsoil. The third hypothesis id thimter should eliminate most if not &l
coli released by cattle during the pasture seasonk.asoli is sensitive to cold and
freezing/thawing cycles (Weiser and Osterud, 1945).

The goal of our work was to assess field surviaEocoli fecal contaminants in cow
pats and soil in alpine grasslands, and to determimether the rhizosphere could constitute
an environmental reservoir for these bacteria. Aie &nd, an alpine watershed presenting
different soil characteristics and plant commusitieas chosen as a model site to study the
persistence of culturabEe coli in pasture soils. The survival and transfeEotoli from cow
pats to the underlying or neighboring rhizosphaset and in subsoil layer (mostly root-free)
were monitored during 1.5 years and compared teetlod the fluorescermseudomonas spp.,

which were used as non-fecal model of rhizosphdegted indigenous bacterial populations
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Table 11. Physicochemical and main soils charastiesi of the different pasture units and
dominant species in the plant community. The ssclassified according to the USDA soil

taxonomy (Soil survey staff, 2006)

Poa grassland Rumex grassland Caltha grassland Nardus grassland

0-5cm 5-25cm 0-5 5-25cm 0-5cm 5-25cm 0-5cm 5-25cm

cm Oxidized reduced

Clay (%) 429 32.0 59.6 27.2 59.2 349 19.0 31.2 132
Silt (%) 42.2 37.6 38.0 49.3 36.6 40.5 29.7 52.2 .948
Sand (%) 14.9 30.4 2.4 23.5 4.2 24.6 51.3 16.6 19.0
Texture Silty clay Clay loam Clay Loam Clay Clapio Loam Silty clay  Silty clay
loam loam
Organic carbon (g 85.4 22.8 58.4 31.1 43.0 142 25.4 96.5 17.0
kg™)
C:N ratio 10.7 9.5 105 10.0 9.5 11.6 11.7 11.0 011.
Cationic exchange 22.3 20.8 33.9 6.4 35.0 56.1 15.6 9.8 7.9
capacity (cmdl kg
Y
Base saturation 98 100 100 81 100 100 100 44 11
(%)
AI** (cmol* kg?) 0.16 0.02 0.03 1.46 0.03 0.07 0.03 1.11 7.62
pH 5.0 8.1 6.9 4.8 6.7 6.8 7.3 4.7 4.0
Presence of roots Many Some Many Few Few Many Few Many Many
Poa alpina; Festuca Rumex alpinus; Agrogtistenuis, Caltha paludtris; Nardus stricta; Arnica
rubra; Cynosurus Phleum alpinum; Trifolium pratense Chaerophyllum montana; Gentiana
cristatus, Plantago major hirsutum; Mentha purpurea;
Vegetation andP. montana; Trifolium sylvestris; Rumex Deschampsia flexuosa;
campestre, T. pratense alpinus, Senecio Campanula barbata
andT. repens alpinus
typic haplocryept typic epiaquept typic typic humaquept spodic dystrocryept
Soil taxonomy High gravel fraction and  well oxygenated endoaquept  high water and organic soil acidity
(soil survey staff, high saturated subsoil layer poorly contents
2006) and main permeability (K=127 mm subsoil acidity oxygenated
hh subsoil layer

characteristics




(i.e. control). SinceE. coli is commonly used as an indicator of fecal contatmm in
microbiological analyses of water, the implicatiasfsthe current results for risk assessment

of water quality were also considered.

[.3. Material and Methods

1.3.1. Site description

The study took place in the mountain pasture okt Risrench Alps, Haute-Savoie;
Figure 24) located on a 4-Kmatershed. The altitude is between 1500 and 20Ghanthe
soil is covered with snow during 6 months. Reladlips between soil, vegetation and cow
grazing have been described by Dorioz and Part§7)19n the first part of the Z0century,
the Bise pasture was an important forage resowrcthé farming systems of the surrounding
valleys; 350 cows used to migrate up there for seammasture exploitation has diminished in
the 1950’s and currently only 80 dairy cows grazetbis area, from mid June to mid

September.

[.3.2. Pasture units

Four small areas (< 1 ha) were selected. They spored to different types of pasture
units, with different ecological attributes suchsagcific soil functioning and dominant plant
species. The first unit is Mdardus grassland, which is dominated Bgrdus stricta (i.e. mat-
grass), a well-known graminaceae growing under abithate (Barrio et al., 1997). The
second unit is &oa grassland, with a mesotrophic vegetation rich lover (Trifolium
repens). The third pasture unit is @altha grassland, dominated Wyaltha palustris. The
fourth unit is aRumex grassland. This area receives frequent cow pattsnhpvhich favors
nitrophilic species such a@umex alpina. The physicochemical properties and main soils
characteristics are described in Table 11.

In 2006, cow pat inputs were estimated in the foasture units by counting each week the

surface covered by cow pats on a selected 400-e& &tom mid June to the end of August.
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Figure 25 : Soil coverage by cow pats’in a plot of 400 rhfor each pasture unit studied.



1.3.3. Sampling of soil and cow pats

Soil samples were cored horizontally with an au@§ecm in diameter x 20 cm long)
from a 20 cm-wide trench. For each soil samplesef50-cm soil cores were mixed together
in a sterile plastic bag. Soils were collected vethanol-treated clean tools and stored at 4°C
overnight before analysis. Cow pat material (106 pen pat) was collected with clean gloves
and stored in sterile bags at 4°C overnight bedmadysis.

1.3.4. Synchronic assessment

Considering that fecal bacteria are deposited saotbthrough occasional inputs, two
sampling methods were developed to study the sairaivfecalE. coli. The first one was a
synchronic approach, in whidh coli stocks were evaluated in each of the four pastoits
during winter (under the snow cover ; January 2006jnediately after snow melting (May
2006) and in summer (August 2006). Topsoil wasectdld between cow pats (4 samples in
January and May, and 8 in August for each pastaoitg. Un addition, during summer 2006, 8
topsoil samples were also taken from two higherestareas frequented exclusively by wild
fauna (noticeably ibex, marmot, and fox), i.e. godzed by cattle. In thRumex grassland,
topsoil samples were collected both in the flatjaric area (above thRumex/reduced

subsoil) and in the peripheral, convex area (atbog&umex/oxidized subsoil).

[.3.5. Diachronic assessment

The second experimental approach was a diachrassesament, which aimed at
assessing the dynamicskfcoli stocks in time, after the deposit of cow pats. $twvival of
fecal E. coli was studied within cow pats and in different $ajlers, to gain insight into the
transfer of these bacteria from cow pat to soil2005, samples were collected in the four
pasture units every two weeks during the pastuesae (from mid June to the end of
August). Three cow pats and associated sets osabiples were collected per pasture unit.

Soil samples were taken in the soil layer (0-5 omjediately under cow pats (“topsoil”) and
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Figure 26 : Numbers d&. coli and fluorescenPseudomonas (means + standard deviation; n
= 24 cow pats) in cow pats in the Bise watershemraing to pat age. The same cow pats
were sampled at the three dates. Results are sepres log cellshdry matter to permit the
comparison with soil. At each date, the statisticalationship (ANOVA) between both

bacterial numbers is indicated by letters a anid & (.05).



1 m downhill from the cow pats (“downhill topsoil”Under cow pats, additional samples
were collected in the layer between 5 and 25 crab@sil”). In 2006, the same sampling
scheme was implemented, except that (i) dduynex and Poa grasslands were investigated,
(ii) 4 sets of samples instead of 3 were studiadpasture unit, (iii) samples were collected
every four weeks, (iv) downhill subsoil layers waiteo sampled, and (v) the monitoring was
continued in autumn after the departure of the .herd

At the beginning of the monitoring, all cow patsrevall fresh (2 or 3 days old at the most).
They were sampled throughout their decompositiarer@ll, 24 pats were repeatedly sampled
during summer in 2005 or 2006. In order to evaltlagedecay of cow pats, the volume of one
fenced pat was estimated by measuring the depthttendurface of the organic material.
Considering that cow pats persist about two monith8005 it was possible to collect the pats
till their disappearance (sampling every two weeksing two months), while in 2006
(sampling every four weeks during five months), glaing ended in July because no pat

material was left.

[.3.6. Bacterial enumerations

In this study, we chose to evaluate bacterial Evath miniaturized methods, which
allowed to treat samples rapidly after collecti&@ach sample (25 g of soil or cow pat) was
blended (Waring-Blender) in 50 ml of phosphate &utpH 6.9), which enabled dispersion of
bacterial cells and maintenance of sufficient huffewer in the subsequent serial dilutions
(done in sterile water).

E. coli populations were enumerated using 96-well micteglaEach well, which
contained dehydrated 4-methylumbellifefyD-glucuronide (i.e. MU/Ec) medium (obtained
from 100ul of fresh medium), was inoculated using 2000f sample dilution (16 wells per
dilution), as described (Hernandezal., 1991). After 36-72 h at 44°C, the plates weralrea
under UV illumination (365 nm). Blue fluoresceneNg were scored as positive. To check
the specificity of MU/Ec medium to enumer&ecoli in soils and cow pats from Bise, 100 pl
of MU/Ec cultures were collected from each of threells of the first dilution (18) and
pooled, and 200 pl was inoculated in 2 ml of liquigiia-Bertani medium (Bertani, 1951).
After overnight incubation at 37°C, genomic DNA weasdracted from the liquid culture with
the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel EURL, HibeFrance) and 16S rRNA was
amplified with eubacterial primers pA (5-AGA GTTGA TCC TGG CTC AG-3') and pH

70



B Poagrassland [] Rumex grassland
[[] Caltha grassland Nardus grassland

ab a

——

aE Ta

Show cover Snow melting Pasture season

a a
6 - a l
e £
5 - b
3.
5 L ' i B

T 1

E. coli number (log cells /g dry soil)

T — 1

M o
SHe
o))

(log cells/g dry soil)

Fluorescent Pseudomonas number

Snow cover  Snow melting Pasture season

ar
Figure 27 : Numbers d. coli and fluorescenPseudomonas in the topsoil layers (downhill

topsoil) under snow cover (January 2006; n = 4jindusnow melting (May 2006; n = 4)
and during the pasture season (August 2006; nfer@ach pasture unit studied (synchronic
approach). Results are expressed as log céldrg matter (means + standard deviations).
The statistical relationship between the four tre;its for each sampling (ANOVA and

Tukey tests) is indicated by letters a, b ang & 0.05).



(5-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3') (Brucet al., 1992). Denaturation, annealing
and extension temperatures were respectively 94sj4%5 (45 s) and 72°C (1 min), as
described by Brucet al. (1992). Then, PCR products were cleaned to reregeess primers
and primers dimers with the NucleoSpiextractll kit (Macherey-Nagel EURL). Purified
PCR products were cloned into pGEMT-easy vectoorffega, Charbonnieres, France)
according to the manufacturer’s instructions. Pidsimserts from 13 clones were sequenced
by Genoscreen (Lille, France). The sequences wesesaed by BLASTN (Altshudt al.,
1990).

The fluorescenPseudomonas spp. were enumerated in liquid King’'s B mediumn(i
et al., 1954) supplemented with cycloheximide (15 mg),Lampicillin (40 mg [Y) and
chloramphenicol (13 mg1) (Simonet al., 1974). Fifty pl from each dilution were inoculdte
in 8 wells of 96-well microplates containing 150qilmedium each. After incubation at 28°C
for 4-5 days, plates were read under UV illuminmated 365 nm. Yellow fluorescent wells
were scored as positive.

Cell numbers oft. coli and fluorescenPseudomonas were determined with a MPN
(Most Probable Number) table (McGrady, 1915). Tléedtion threshold was 1@ells g*
dry matter. About 10 g of fresh soil or cow pat vikesited at 105°C overnight to estimate the
water content of samples. Bacterial counts wereessed as log cells'glry matter.

1.3.7. Phylogenetic relationshipsbetween partial uidA sequences

recovered from cow pat and soil total DNA

GeneuidA encodes thg3-D-glucuronidase and is used as a marker genk. abli
(Jeffersonet al., 1986). 97% ofE. coli are able to express tlf,eD-glucuronidase activity
(Kilian and Bulow, 1976). 38 partialidA sequences (166 bp) were amplified using primers
UAL1935 and UAR2105 as described by Bejal. (1991), and cloned into pGEMT-easy
vector as described above. TlielA sequences originated frob coli isolates selected on
MU/Ec or MU/Ec enrichment cultures. For the enri@mhcultures, DNA was extracted with
the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel) from coats andPoa and Rumex grassland
soils. Phylogenetic analyses were conducted usia@GM version 3.1 (Kumaet al., 2001).
The distance-based tree was built using the neighjoming method (Saitou and Nei, 1987)
and the Kimura-2-parameter model. Nodal robustimégbie tree was assessed using 1000

bootstrap replicates.
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Figure 28 : Numbers d. coli (A) and fluorescenPseudomonas (B) in each pasture unit (n =
3 pat/soil systems per unit) during summer 20050mting to the diachronic sampling.
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1.3.8. Statistical analyses

Results were expressed as means + standard davigtinchronic approach data were
assumed to be unlinked considering the large tmterval between two sampling dates, and
one-way ANOVA were performed. Tukey tests were usedompare means of bacterial
numbers found in each pasture unit at each samgétey
For the diachronic approach, one-way ANOVA werefqgraned to compare means of
bacterial numbers obtained from different layersdlifferent sets of samples at each sampling
date. Moreover, MANOVA was carried out to assessdtfiects of soil layer and pasture unit
over several sampling dates. Values under the libl@sdetection were considered as null
before computing means and performing statistinalyses. All tests were conducted at P <
0.05, using JMP5.0.1 (SAS System software, Cary). NC

[.4. Results

1.4.1. Inputs of fecal bacteria and survival within indival cow pats

The Nardus and Caltha grasslands were little visited by cattle and treaacovered by
cow pats never exceeded f per 400-r plot (Figure 25). Thékumex and Poa grasslands
were more frequented. (Poa grassland, the pat coverage level fluctuated betvie® and
1.5 nf per plot in July, exceeded 1.5 @t the start of August (Figure 25) and reachetbup
m? per plot in mid August (not shown). In contrastainged between 1.5 and 3.3 per plot
on theRumex grassland, with high values (Fnalready found in June.

E. coli was enumerated using MU/Ec media, which was ap@tepsince the 16S rRNA
sequences obtained at Bise showed more than 978épEe one case, 91%) identity with
sequences of establishEdcoli or Shigella-annotatecE. coli (not shown). When the bacterial
content of specific cow pats was monitored in tiheppeared th&t. coli remained at about
10 cells/g dry fecal matter throughout the one-maquethiod (Figure 26). Similar levels were
found for the fluorescent pseudomonads. Althougtidseal concentrations fluctuated little in
time, total bacterial stocks strongly decreasedtdysat decay. Indeed, the volume of one pat
(fenced to facilitate monitoring) decreased fro . 0.07 liter within 30 days (i.e. 98% loss

of initial bacterial stocks).
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Table 12. Least square means (LSM)HEocoli and for fluorescerfseudomonas in the
four pasture units during pasture season 2005e&adn type of bacteria, the statistical
relations between treatments is indicated usirigriett and b (MANOVAP < 0.05).
MANOVA did not evidence any difference between $ld layers (not shown), and thus
all data were combined in the analysis.

Pasture unit E. coli FluorescenPseudomonas
Rumex grassland 3.24Db 4.62b
Poa grassland 3.28 ab 5.48 a
Caltha grassland 3.73 a 5.89 a

Nardus grassland 3.26 a 5.36 b




1.4.2. Persistence of culturabke coli in topsoil layers of different pasture

units (synchronic assessment)

Synchronic assessment of topsoil layers (0-5 crh)chvwere sampled between cow
pats (i.e. “downhill topsoil” samples) evidencedcoli at significant levels (between land
10° cells g* dry soil) in all 64 samples (Figure 27. coli persisted in soil even in the
absence of the bovine herd, for examyoheler the snow cover (thickness of 1.6 m in January
2006) and during snow melting (in May 200E).coli numbers remainedonstant in théoa
grassland, whereas a decrease (between 0.5 ampuhik) was observed during the pasture
season for théNardus, Caltha and Rumex grasslandsk. coli numbers were significantly
lower in thePoa and Nardus grassland topsoils (3 x 4@ 10 cells g* dry soil) than in the
Rumex and Caltha grassland topsoils (5% 1@ almost 10 cells g* dry soil). At each
sampling date, the highest numbers were founderCtitha grassland (Figure 28), although
it displayed the lowest cow pat input (Figure 26)steep zones that are not grazed by cattle,
7 of the 16 soil samples collected (i.e. 45%) coetE. coli populations at the same level of
10* to 1¢ cells g* dry soil.
FluorescenPseudomonas were recovered in all samples from the four pastumits, at levels
ranging between f0and 5 x 10 cells g dry soil (Figure 27). Numbers fluctuated in time,
noticeably in thePoa and Caltha grasslands. The lowest values were observed dsnog
melting. Overall, theCaltha, Poa and Rumex grasslands displayed higher densities of

fluorescenPseudomonas than theNardus grassland.

1.4.3. Transfer and persistenad culturableE. coli in subsoil layers of

different pasture units in two successive yearadlionic assessment)

In summer 2005 (first year of the study, samplingrg two weeks)E. coli contents
in cow pats (about £ao 10 cells g* dry matter)were always higher than those found in
topsoil or in subsoil, where the maximum value 88 cells g* dry soil (Figure 28A).
Whatever the pasture uni, coli contents were not significantly different in topg06-5 cm),
subsoil (5-25 cm) (both under cow pats) and downbisoil layers (without cow pat cover).
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Figure 29 : Numbers oE. coli (A) and fluorescenPseudomonas (B) in Rumex and Poa
grasslands during summer 2006 according to thehdbacc sampling. In theRumex
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(ANOVA and Tukey tests) is indicated by letterband c P < 0.05).



MANOVA did not show any significant effect of tim@ = 0.34), soil layer® = 0.26) or
pasture unitP = 0.43) onE. coli numbers (Table 12).

In 2005, the number of fluorescent pseudomonadssigagicantly higher in cow pats
(between 1®and 16 cells g* dry pat) than in soil (often between1and 16 cells g* dry
soil) in half the cases only (Figure 28B). Theimher was not significantly different when
comparing the different soil layers of each pasturet whatever the sampling dates.
MANOVA showed a pasture unit effed® € 0.002), thePoa and Caltha grasslands differing
from the Nardus and Rumex/reduced grasslands (Table 12). Moreover, MANOVReeded
that time had no effecP(= 0.34) on the density of pseudomonads. MANOVA wasied
out to compare the solil layers and it also showesdignificant differences(= 0.056).

In summer 2006 (second year, sampling every foweka)eE. coli contents in cow
pats were similar to those found in 2005 (Figurg 28 observed during the first year (2005),
E. coli contents in topsoil samples (i.e. under cow pats @ownhill situations) remained
between 1dand 10 cells g' dry soil. The same trend was observed in subagérk in the
case ofRumex/reduced. In contrasg. coli numbers in subsoil layer samples were near or
under the detection limit in thRumex/oxidized andPoa grasslands (focells g* dry soil),
except in subsoil samples under a fresh cow pailyme) in thdPoa grassland with around
10" cells g dry soil. The difference betwedtumex/oxidized andRumex/reduced situations
was confirmed by analyzing 20 additional samplesdofnhill subsoil collected during
summer 2006 (data not shown). MANOVA carried ounhgsall sampling dates confirmed
that (i) E. coli numbers were similar in soils under tP@a andRumex/oxidized grasslands but
different from those in thBumex/reduced grasslan® & 0.0002), and (ii) the soil layer effect
was highly significant® < 0.0001) (Table 13 and Figure 30A).

The numbers of fluoresceRseudomonas in cow pats and soils were similar in 2006 to ghos
found in 2005 (Figure 29B), with frequently highedues in cow pats than in soil. Numbers
were not higher in topsoil layer below cow patsntha downhill topsoil layer, except in
August and September in tRea grassland (Figure 29B). They were higher in topkgiérs
than in subsoil layers in October in tiRemex/reduced andRumex/oxidized grasslands.
MANOVA indicated thatPseudomonas contents irPoa and Rumex/oxidized grasslands were
similar, but they were slightly greater than thas&umex/reduced grasslandP = 0.008). In
addition, the soil layer effect was highly signéid ¢ < 0.0001) (Table 13 and Figure 30B).
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Table 13. Least square means (LSM)Eocoli and for fluorescerfPseudomonas in the different
pasture units (analysis A; 3 treatments) and irdifferent soils layers (analysis B; 12 treatments)
during pasture season 2006. For each type of liactiee statistical relations between treatments i
indicated using letters a, b, c and d (MANOWAL 0.05).

E. coli FluorescenPseudomonas

Comparison of pasture unit (analysis A):

Rumex/reduced grassland 3.75a 430b
Rumex/oxidized grassland 2.16b 458 a
Poa grassland 3.37b 4.68 a

Comparison of different soil layers (analysis B):

Rumex/reduced topsoil 3.82a 4.96 ab
downhill topsoil 3.97a 472 b
subsoil 3.67 a 412c
downhill subsoil 3.62a 3.40d

Rumex/oxidized topsoil 414 a 4.87 ab
downhill topsaoll 3.62a 5.17 ab
subsoil <2c 4.09c
downhill subsoil <2c 4.23 bc

Poa topsaoil 412 a 5.19a

downbhill topsaoil 3.83a 4.89 ab
subsoil 2.07b 4.35 bc

downhill subsaoil <2c 4.28 bc




1.4.4. Diversity of E. coli populations from cow pats and soils

A preliminary assessment d. coli diversity was done based on partiabA
sequences (166 bp). PCR products were obtained dovmpats (n = 10) and soils (n = 28)
sampled onPoa and Rumex grasslands. All 3&idA PCR products corresponded umA
sequences oE. coli. The phylogenetic tree derived from the analysishese sequences
evidenced two mains groups, which were supporteddntstrap values higher than 60%
(Figure 31). The first group clustered sequenceésingd from all types of samples (cow pats
and soils) except fronRumex subsoil, as well as ak. coli sequences found in GenBank
database (i.e. sequences Efcoli K-12, E. coli O157:H7 strains, several other human
pathogens, and water isolates (Farnleiteteal., 2000)). The second group contained only
sequences that were amplified from environmentalpdas in our study, and especially all the
sequences obtained frdRumex subsoil.

[.5. Discussion

1.5.1. Cow pats, a significant source of fe€alcoli

Cows grazing in Bise alpine meadows release latgebers ofE. coli in their pats
(about 10 cells g* dry matter). These numbers are greater than ttepseted for farm cows
(only 10 to 1C cells g* dry matter; Muirheaet al., 2006a), but diet can affect the number of
E. coli in feces (Kudveet al., 1997). Several studies have reported survivaE.ofoli in
organic farm wastes (Vansteelant, Dorioz and Faiwrngublished; Kudvat al., 1998) and
cow pats (Muirheadt al., 2005). Here, fecdt. coli appeared to survive well within cow pats
under alpine conditions, substantiating our fingbdthesis that cow pat material can serve as
a source of fecdt. coli for subsequent contamination of plants and saleler, this source
appears to be short-lived since most of the cownadter disappears within two months. This
duration is relatively short in comparison with yioais reports (i.e. 5 to 6 months; Sinten
al., 2007; Gobat, 1998). This difference is probalikdd to the occurrence of an active
insect and worm community, which appears to be wsthblished in Bise pastures. This
animal community contributes significantly to coatmecay (Lee and Wall, 2006) and the
introduction of fecal matter into soil (Olivet al., 2005a; Gobaét al., 1998; Joergensest

al., 1998; Beven and Germann, 1982). The physicapgsarance of cow pats is also due to
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two other processes, which occur frequently in ni@urandscape. Firstly, the splash of fecal
matter from pats during rainfall events leads te #ipread of fecal bacteria onto the soil
surface and vegetation. Secondly, the washing efcttw pats that occurs during rainfall,
storm events and snow melting leads to surfacefiramal water-assisted infiltration of fecal
bacteria into soil (Muirhead al., 2005; Tyrrelet al., 2003; Thelin and Gifford, 1983).

Wild fauna activity must be taken into account wikemroli stocks are considered (e.g. mice
dejections contain in the order of 1. coli g* dry matter; Dubost al., 1965). In this work,
the uidA analysis was only exploratory and could not pdevinformation ork. coli sources.
However, whilstE. coli was always found in the pastures grazed by cdltie,was not the
case in areas not frequented by cattle, where Gacgbhmination from wild fauna was patchy.

This suggests that cow pats are the main sourBeanfi contaminants in Bise pastures.

1.5.2. E. coli persists in steady numbers in the topsoil of dailpine
grasslands

Two observations led us to formulate the hypothdbit soil-adaptedE. coli
(sub)populations are present in Bise grasslanelshie steady levels & coli numbers in the
topsoil and the occurrence ofuedA cluster containing only sequences retrieved fiiie
watershed, as follows.

First, since (i) cow pats are an important butgramt source of culturable fedal coli
and (ii) E. coli is considered to be poorly adjusted to soil coodg (Boeset al., 2005;
Estradaet al., 2004; Recorbett al., 1995), it was anticipated that the presence of pats
would only result in a transient increaseEotoli numbers in neighboring surface soil (Oliver
et al., 2005b), especially below the cow pat itself. Upesstedly, culturableE. coli were
found (i) in all topsoil samples in the four pastumits (even far from cow pats), and (ii) at
relatively constant numbers (about' Blls g* dry soil) in both years of the study. Stedgly
coli population levels were observed in topsoil, regassllof (i) whether samples were taken
under or between cow pats, (ii) whether or notgasture unit received large amounts of cow
pats, (iii) the soil type and the plant communand (iv) the time of the year (i.e. under the
snow cover, at the end of snow melting or during plasture season). Therefore, the data
refute our second hypothesis (i.e. higkercoli numbers in the soil immediately below cow

pats) and third hypothesis (i.e. winter eliminat@frE. coli fecal contaminants). In contrast,
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Figure 31 : Phylogenetic analysis of partiedA sequences obtained at the Bise watershed using
E. coli isolates and PCR clones. Phylogenetic distances determined by neighbour-joining
method and Kimura-2-parameter model analysis. Qumges with more than 50% bootstrap
iterations are represented. Sequences frah clones were obtained froRumex topsoil (named
R8 2-X), Rumex subsoil (R8 3-X), a cow pat found in tiReimex grassland (R10 1-XPoa
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whoseuidA partial sequences were determined by Farnleghet. (2000). Underlined bolded
sequences are from pathogeBicoli. uidA partial sequence duminococcus gnavus was used to

root the tree. Accession numbers are indicated.



the number of fluorescerseudomonas in the topsoil was higher but fluctuated more,
pointing to a more opportunistic lifestyle.

Second, the occurrence of a cluster containing ardj sequences from the Bise
watershed supports the hypothesis of a soil-adapte@dli subpopulation, even though the
uidA analysis was preliminary (only 38 sequences)ttairwork will be needed for an in-
depth appraisal of the whole diversity Bf coli populations and to strengthen the soil
adaptation hypothesis. Very few studies have raiséde possibility of
adaptation/naturalization &. coli to the soil environment (Byappanahatlial., 2003; 2006).
For instance, Byappanahadt al. (2006) showed that certain coli subpopulations retrieved
from soils are distinct from those found in wildufe dejections, based on horizontal
fluorophore-enhanced rep-PCR.

The wide distribution oE. coli in topsoil of grazed areas suggests that cumelativ
inputs of cow pats over the years were instrumeintaielping the establishment a soil-
naturalizecE. coli (sub)population in the Bise watershed. The adaptedli (sub)population
displays the attributes ofka strategy (Golovlev, 2001), and in our soils theygag capacity
is probably in the order of @ells g* dry soil. Perhaps these bacteria are retainedeirsoil
microporosity (Oliveret al., 2005a; Kim and Corapcioglu, 2002), which affopistection
against predation by protozoa (Hattori, 1969). Haeveany growth or large cow pat input of
E. coli may conduct to colonization of larger pores, whigkuld expose the cells to predation
(Vargas and Hattori, 1986) and leaching throughewahovements (Artzet al., 2005;
Vansteelant, Dorioz and Faivre, unpublished; Kird @orapcioglu, 2002; Abu-Ashoet al.,
2000).

Our study dealt with generig. coli, without considering whether pathogenic straingewe
present. This issue deserves future attention,oasnktanceE. coli O157:H7 has been
reported to persist in soil for one (Fraaizl., 2005) to several months (Willianesal., 2007)
under laboratory conditions.

1.5.3. Potential transfer and subsequent persistende. obli in deeper

soil layer vary according to soil conditions

In contrast to topsoil layers, the numbers Ef coli (but not of the fluorescent
Pseudomonas) showed significant variability in subsoil layerBo reach the subsoil layer,
fecal bacteria can be disseminated through raimiwwgf pat and/or transfer of pat pieces by

77






insects and worms (Williamet al., 2006; Artzet al. 2005; Gobatt al., 1998; Joergensest
al., 1998). This is likely to be strongly influencey Wwater dynamics in the soil. In our study,
three type®f subsoil situations with different water flux pahs were encountered during the
pasture season 2006.

In the first situation Roa), the subsoil was well drained with low or undédbde E.
coli numbers, especially after cow pats had disappedisl subsoil unddPoa grassland is
slightly alkaline, which does not correspond tothesonditions for bacteria. The limited
persistence oE. coli in this subsoil layer might be due to low nutri@ancentration and
efficient bacterial transfer to even deeper sgiéfa (Oliveret al., 2005b).

In the second situatiorRgmex/reduced), soil drainage and aeration were poodn wit
high and constanE. coli numbers.Rumex/reduced subsoil properties conduciveBocoli
survival include non-limiting water availability gasoil is often water saturated), a high
organic carbon content (i.e. 43 g'§gand a high clay content (i.e. 59%). The lattenfa
adsorption and protection of bacteria in soil (Emglet al., 2003; Recorbett al., 1995).

In the third situationRumex/oxidized), the subsoil is disconnected from thdaze
water flow, limiting arrival oft. coli from the topsoil. In addition, this subsoil disgd low
pH (i.e. 4.8) and high AT content (i.e. 1.46mol kg'), which are not favorable tB. coli
survival (Guidaet al., 1991). IndeedE. coli was undetectable in most of the soil samples. In
conclusion,E. coli survival differed according to subsoil conditionkereas the fluorescent

Pseudomonas responded little to these different conditions.

1.5.4. The soil as ai. coli reservoir: conclusion and implications

In this work, it appears that the topsoil of alpipastures can constitute a major
environmental reservoir d&. coli, as found for other enterobacteria and human gati®in
planted soil (Egamberdiewa al., 2008; Berget al., 2005; Donget al., 2003; Balandreast
al., 2001). These results lead us to refute (i) tiecpgle of E. coli being a transient survivor
in other environments than the intestinal tractwadi as (ii) the use of this bacterium as a
robust indicator of fecal contamination. Indeedisitikely that fecalE. coli have formed a
naturalizedE. coli (sub)population, which is now a part of the indiges topsoil community
of various dairy alpine grasslands. Our resultggsagthe occurrence of tvi coli genotypic
groups, one corresponding to feces strains andtiner toE. coli that are adaptetb the

topsoil environment and not leached toward therrive
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The occurrence of differeid. coli (sub)populations will have to be taken into ac¢ouhen
building models of surface water contamination. FBorface runoff transfer, modeling
developments consider the relations between cowgsence and areas of water excess at
the soil surface. Concerning the transient sto¢ks. goli in certain subsoil layers, the water
transfer process in porous environment has to tegrated. According to Muirheagt al.
(2006b, 2006c¢), in overland flow experimenks,coli are predominantly transported from
fecal material in small free particles. Thus, imreyosive overland flow conditions (as in
Rumex grassland), iE. coli populations are adapted and settled in soil, sieyld neither be
resuspended by surface run-off nor be implicatedtieam contamination. In this case, the
indicator value okE. coli populations should not be affected by the occuseimaturalized
populations. If erosive runoff (as Foa grassland) is involved in the transport of soittistes

or sediments, the indicator value should integita¢eoccurrence of these adapted populations.
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II. Survie des Pseudomonas fluorescents dans les bouses et les différents ssalu bassin

versant.

Afin de resserrer les objectifs de l'article prégédsur le comportement environnemental
desE. coli d’origine bovine, I'évolution des populations &seudomonas spp. fluorescents
n'a pas été approfondie. Ce chapitre a pour butatebler cette lacune et de discuter les
résultats obtenus sur ces populations tellurigtiag@&ptées a la rhizosphéere des graminées.

II.1. Travail préalable sur I'alpage réalisé en 2004

Un travail préalable visant a déterminer si d&gudomonas fluorescents étaient
présents dans quelques sols de l'alpage a étdedfpar Claire Prigent-Combaret et Marie-
Andrée Poirier (Equipe Rhizosphére, Ecologie mimobe). Des MPN-PCR ciblant le gene
phiD, impligué dans la voie de biosynthése d’'un aatique, le DAPG, ont été réalisées
aprés 72h de croissance des bactéries a 28°C milide King's B™" c’est-a-dire le milieu
King's B (King et al., 1954) supplémenté par 3 antibiotiques, la cyotohigle (15 pg mf),
le chloramphénicol (13 pg M et I'ampicilline (40 pg mt), comme décrit par Simoet al.
(1974). Ce milieu sélectionne lé¥seudomonas fluorescents et favorise la croissance des
Pseudomonas PhiD".

Différents échantillons de bouses et de sols sacents soudNardus et sousPoa ont éte
collectés. DesPseudomonas fluorescents PhiDont été trouvés dans tous les échantillons a
des valeurs en majeure partie comprises enttd@0cellules ¢ de matiére séche dans les
bouses et entre 1@t 10 cellules @ sol sec dans les sols sdlardus et Poa.

La Figure 32 synthétise les résultats obtenusdersette étude préalable, i.e. sur les effectifs
en Pseudomonas totaux (A), Pseudomonas spp. fluorescents (B) et enfiRseudomonas spp.
fluorescents PhID(C).

Il.2. Des stocks surprenants dans les bouses

L’étude desPseudomonas fluorescents dans les bouses et dans des prélateneetaux
effectués a deux reprises par un vétérinaire suiotuthe vaches laitieres représentatif a révélé

des concentrations bactériennes assez importaDéssniveaux équivalents a ceux trouvés
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dans les sols ont été observés (softdad g* bouse séche). A notre connaissance, aucune
de données équivalentes sur les teneuRsaidomonas spp. fluorescents dans les déjections
bovines n’est disponible dans la littérature. Hl gsssible que leBseudomonas fluorescents
proviennent des particules de sols ingérées en nimas que la végétation lors du paturage
des animaux. Ceux-ci pourraient survivre dans kesye digestif de la vache et seraient
ensuite excrétés. Le pH du rumen étant comprisesefitet 7, cette hypothése n’est pas
invraisemblable. De plus, les nutriments n’étard fianitants dans le rumen, ils pourraient
étre un atout pour la survie dé¥seudomonas spp. fluorescents. Une autre explication
concerne I'abreuvement des troupeaux a la rivigaes laquelle de fortes concentrations en
Pseudomonas spp. fluorescents ont été relevées (autour deCFJ 100 mift d’eau durant
tout le mois d’Aolt 2006). Les insectes coloniséd bouses pourraient aussi étre des
vecteurs erPseudomonas spp. fluorescents. Cependant, aucune de ces atxptis n'a été

vérifiée et ce sujet mériterait un approfondissamen

II.3. Evolution des stocks dans les différentes rhizogsh@u cours de I'année
2006

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été trouvés dans tous leanétions collectés
dans les 4 stations. Les plus fortes valeurs ahinétées dans les statioB@altha, Poa et
Rumex (entre 6.10et 4.16 cellules/g sol sec). La station acidardus présentait les effectifs
les plus faibles (entre 2.16t 16 cellules/g sol sec) ce qui n’est guére surprenantecpH de
ce sol (pH=4 ,8) correspond a un pH qui limite éeeloppement deRseudomonas. Durant la
fonte des neiges en mai, les concentrations chidirralement dans les statioRpa et
Caltha pour rejoindre des niveaux semblables a cet abli (soit 1d cellules ¢ sol sec)
alors que les effectifs demeurent stables danstd®nsRumex et Nardus.

Les populations dBseudomonas spp. fluorescents sont connues comme capablesiaiaser

de facon efficace la surface racinaire des gramsiriBersgma-Vliamet al., 2005) dont sont
majoritairement constituées les prairies alpinesy@f et al., 2004). Il n'est donc pas
surprenant de trouver d&seudomonas spp. fluorescents dans I'ensemble des échantillons
collectés. Ces bactéries telluriques sont capatdgserdurer dans la rhizosphére méme sous
le manteau neigeux lorsque la litiere végeétaleersiécomposition (Lipsoet al., 1999). Par
contre, lors de la fonte des neiges, une chute itapie des effectifs est notée dans les deux
stations les plus filtrantes alors que ce phénonmémeas été observé dans les situations ou
les flux d’eau sont limités. Durant la période denteé des neiges, on sait que la
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rhizodéposition est faible (Lipson et Schmidt, 200k qui induit probablement une perte
d’adhérence deBseudomonas sur les racines, ceux-ci pouvant alors étre famlet entrainés
par les flux d’eau tres intenses durant cette dérae fonte du manteau neigeux. Le reliquat
de Pseudomonas serait alors localisé dans la microporosité duetohon soumis aux flux

d’eau, avec un comportement équivalent a ceklai ebli dans I'horizon de surface.

Il.4. Evolution des stocks dans les différents compariisdes stations au cours

de la saison de paturage.

Durant les étés 2005 et 2006, les concentratiofsa&lomonas spp. fluorescents ont
étée évaluées dans les difféerentes stations deafjalet a différentes profondeurs de sol. La
1lére année de suivi, le pas de temps entre ledveréents était de 2 semaines. Comme pour
E. coli, peu de différence entre les différents typestiiatillons a été notée en 2005. Que ce
soit dans les bouses, dans les différents typewldet dans les différents horizons de sol, les
concentrations relevées sont relativement sim#a{gix environs de fellules ¢ sec),
excepté dans la stati®umex ou un niveau plus élevé a été détecté dans iigolsphérique
immédiatement sous la bouse et a la fin de I'édlhamage. Les analyses MANOVA ont mis
en évidence les plus fortes concentrations danst&®nsPoa et Caltha tout au long de la
saison P=0.0017). Aucun effet « temps » ni d'effet « horiz de sol » n'a été détecté
(respectivemenP=0.34 etP=0.056). Les tests MANOVA ont toutefois confirméeuplus
forte concentration efPseudomonas spp. fluorescents dans la statiBamex dans le sol
rhizosphérique sous la bou$&=0.011) par rapport aux autres situations $uraex.

Comme aucune différence entre les horizons et lgalesnps n'a été détectée eannée,
le pas de temps entre les prélévements a été allari™ année d’échantillonnage. Un délai
de 4 semaines entre chaque échantillonnage addi@ua été respecte, les échantillons ayant
été collectés durant 4 mois, avec au total 2 pefignts réalisés lorsque les bouses sont
présentes en surface et 3 prélevements une fdisuae disparue de la surface. Seules les
stations les plus paturée@oa et Rumex) ont été conservées durant €& €uivi. D’une fagon
générale, les concentrations Rseudomonas spp. fluorescents dans le sol rhizosphérique ne
sont pas affectées par la présence ou lI'absentz lmise. L'apport par la bouse de matiére
organique exogene n’influence donc pas les niveRseudomonas spp. fluorescents dans
le sol. Ces résultats sont équivalents a ceux deetial. (2007), obtenus dans le cadre
d’amendement par compost. Le sol rhizosphérigusepté des effectifs plus importants que
les horizons plus profonds, notamment a la fin 'dehbntillonnage (environ £0ss 5.1¢
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cellules/g sec). LeBseudomonas spp. fluorescents étant principalement associésysteme
racinaire des plantes, la densité racinaire deifba profond (environ 20 cm), relativement
plus faible que celle présente en surface, expligaelus faibles teneurs en profondeur de

ces populations bactériennes rhizosphériques darateur.

Interactions E. coli vs. Pseudomonas spp.fluorescents dans les sols de I'alpage ?

Les différents résultats obtenus lors de I'évabratides effectifs d. coli et de
Pseudomonas spp. fluorescents dans les sols en surface (O)}entialpage suggerent deux
localisations difféerentes de ces espéces dangtsipddu sol. Le&. coli dénombrés seraient
localisés dans la microporosité des sols, demewiasi protégés de la prédation et de la
mobilisation par les flux d'eau. Les effectifs meht stables et une partie dEs coli
cultivables trouvés dans le sol seraient natualisésPseudomonas spp. fluorescents, quant
a eux, sont principalement associés aux racinesx|@ret al., 1997) avec une tres faible
proportion dans la porosité fine du sol {18. 1 soit environ 1%). Dans la mesure ol ces
populations occupent 2 niches écologiques diff@®neurs interactions sont peu probables,
d’autant plus qu'aucune corrélation n'a été obsereétre les variations des effectifs en
E. coli et des effectifs efPseudomonas spp. fluorescents. Une de nos hypothéses de départ
consistait a penser que les populationdsidomonas spp. fluorescents, résidentes, étaient
susceptibles de réguler les populationk. doli, notamment via I'excrétion du DAPG, un
antibiotique connu pour son effet inhibiteur visia-d’entérobactéries (Cronit al., 1997).

L’ensemble des résultats obtenus dans cette [aiitime cette hypothese.
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Chapitre 3 :

Capacités d’adaptation dE. coli au sol
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Avant-propos du chapitre 3

Suite aux résultats obtenus chapitre 2, la rhizéxspls’est révélée étre un réservoir
environnemental permanent &n coli et, du fait de la stabilité des effectifs obsereés
surface, quelque soit la pression de paturage shikon, une hypothése d’adaptation de
certaines populations E. coli a été émise. Ces populations pourraient avoir iacge
potentiel d’adaptation grace a leur transit dartsdetus gastrointestinal des bovins.

Ce chapitre a deux buts. L& st d’évaluer I'impact de l'origine environnemdatales
souches . coli sur leur capacité d’adaptation au sol. '®e&t de mettre au point des outils
moléculaires pour évaluer I'état physiologique detbries dites contaminantes. €oli) et
des bactéries résidentes et adapteéssydomonaspp. fluorescents).

Ce chapitre s’organise en deux principales parAdéis. d’évaluer les capacités d’adaptation
d’E. coli en fonction de son origine environnementale, deétiques de survie (évaluation
des effectifs) de souches d’'origine environnemend#férente ont été réalisées en milieu de
culture et en microcosmes de sol. Pour dévelomgseoultils moléculaires de suivi de I'état
physiologique des bactéries, une étude phylogamétay été réalisée sur différents genes
marqueursf(s, ftsZ etrpoZ comme marqueurs de la phase exponentielle desarae etlps

rmf et rpoS comme marqueurs de la phase stationnaire de anoisy et, des amorces
spécifiques ont été dessinées. Aprés avoir véafgpécificité de ces amorces, des extractions
d’ARN, des rétro-transcriptions et des amplificaades marqueurs ont été realisées a partir
d’échantillons de sols des microcosmes utilisés fEsucinétiques de survie. La mise au point
des marqueurs moléculaires est moins avancée psséudomonaspp. fluorescents que
pour E. coli. Ainsi, pour lesPseudomonaspp. fluorescents, seuls les résultats concetaant
phylogénie et le test de la spécificité des amasoas présentés.

Nous avons montré que le passage dans le tragiestidides bovins des souchekd’
coli augmente ses propriétés de survie dans le sohpport a des souches de laboratoire. La
résidence dans un sol confére également aux sodekesptitudes supplémentaires favorisant
leur survie dans les sols.

Concernant les marqueurs moléculainggZ, rmf et dps se sont révélés étre des
candidats intéressants. Cependant, de nouvelldespiechniques sont a explorer afin
d’améliorer leur détection et de valider la métHode en vue de leur utilisation : extraire les
ARN du sol a partir de 1,59 de sol au lieu de B@Jou réaliser des rétrotranscriptions

spécifiques a chaque géne marqueur et non aléatoire
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Capacités d’adaptation dE. coli au sol

|. Introduction

On admet qu’'une fraction limitée des bactéries l&&cast susceptible d’étre transférée
depuis les bouses vers la profondeur des solsissurds. Ainsi, d’aprés Cram al. (1983),
seulement 2% des populations bactériennes dépaskesurface du sol dans les matieres
fécales sont susceptibles d’étre entrainés dar®lleCe transfert du milieu « bouse » au
milieu « sol » occasionne un stress pour les biastétcales puisqu’elles passent d’un milieu
riche en nutriments, correspondant a leur habitahgre, a un milieu oligotrophe. En
réponse a ce stress, les bactéries fécales pemadire en place différentes stratégies de
survie (voir le chapitre Il de la synthese bibliaghique). Ces stratégies écologiques,
nommeées stratégies r ou K, ne sont pas limitéebaciwéries puisqu’elles régissent également
les végétaux et les animaux (Prossteal, 2007). Les bactéries de stratégie r corresporalent
une forte aptitude a répondre aux apports nutrtifisgenes, un fort taux de réplication, un
fort taux de mortalité et donc des effectifs tresiables (Golovlev, 2001). Les bactéries de
type K ont des stratégies radicalement différergassont adoptées lorsque les conditions de
vie sont possibles et se traduisent par des tawsudae élevés. Ces bactéries autochtones,
telles que le*seudomonadiuorescents dans la rhizosphére des graminéear{@het al,
1993), ont une forte capacité d’assimilation dessalis présents a de faible concentration
mais de fagon permanente (exsudats racinairespret également caractérisées par des
effectifs stables proches de la capacité biotiquamilieu, i.e. de la capacité du milieu a
héberger des bactéries (Golovlev, 20@.)coli développe une stratégie de type r, car cette
espece est capable de s’adapter a de nouveauxmmetnents, tels que le sol, pour former
des populations acclimatées ou, éventuellementud fdng terme, naturalisées. Cette
adaptation peut résulter de I'expression de nowwganes acquis par transferts horizontaux
(tels que par conjugaison, transduction, ou trahsfes plasmides). Henschke & Schmidt
(1990) ont d’ailleurs montré que des transfertpldsmide pouvaient exister entre descoli
introduits dans un sol et la microflore indigénecaesol.E. coli peut aussi tout simplement
s’adapter a son nouvel environnement par I'expoesdiun potentiel génétique déja présent
sur son génome mais non exprimeé jusque-la (gerpsiques). Cette adaptation permet ainsi

d’accéder a de nouvelles ressources nutritives.
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Le passage d'une espéce bactérienne dans l'enemoemt ou dans des habitats
spécifiqgues peut modifier ses capacités de sunvisein d’une nouvelle niche écologique.
D’'une facon générale, quand on introduit dans undss bactéries isolées d’animaux ou
cultivées en laboratoire, les bactéries survivanplus longtemps correspondent a celles
d’'origine animale (Kudveet al, 1998). D’autre part, il a été montré gu'coli O157:H7
présente un plus fort taux de survie dans un gshldil a été isolé directement de feces
d’animaux plutét que lorsqu’il a été cultivé endastoire (Scotet al, 2006). Le passage dans
le tractus gastro-intestinal semblerait donc feserila survie des bactéries dans des
environnements secondaires, notamment carencéstements. Les modalités d’incubation
(variations de température, renouvellement du milet concentrations en nutriments)
s’averent également primordiales pour la survie pgsulations cE. coli. En effet, dans des
expérimentations de survie dans I'eau, des popuathaturelles €. coli de 'eau montrent
un meilleur maintien en systéme ouvert et non ébittincubation dans le lit de la riviere)
gu’en systeme fermé et contrélé (en laboratoirgyrditha & Fujioka, 1991). Muirheagt al.
(2006) ont quant a eux observé des differencesadiament d. coli aux particules de sol,
en fonction de I'origine environnementale ou deolaloire de la souche. Ills ont montré que,
lors de pluies artificielles, la souche d’origineveEonnementale présente une plus faible
adsorption aux particules de sol que la souchaloeratoire, ce qui favorise son transfert au
travers de colonnes de sol. Recorkétal. (1992) ont également mis en évidence des
différences de survie entre une souche isolée csfg. coli K12 P678) et une souche de
laboratoire génétiquement modifiée. (coli K12 EL1003). Lors de la co-inoculation de ces
deux souches dans du sol, la souche environneragdente pendant 22 jours des niveaux
de population plus élevés que la souche génétiquemedifiee, que le sol soit stérile ou non
(i.e. qu’'il y ait ou non des interactions avec la mitwoé du sol).

Dans ce chapitre, des inoculations en microcosraesmdont été conduites dans I'objectif
d’évaluer si des soucheskd'coli de diverses origines environnementales issues de bouse
et de différents sols) présentent des capacitésudeée différentes dans un environnement
secondaire que constitue le sol. Par ailleurs, nusns voulu évaluer dans quel état
physiologique se trouvent les population&.d¢oli. Pour ce faire, la mise au point d’outils
moléculaires a été initiée de fagcon a déterminkrsscellules sont en phase de division ou de
dormance et si elles adoptent ou non un comportemsierilaire a celui de populations
telluriques. Au-dela de cette mise au point méthagique, il s’agit aussi de vérifier les
hypotheéses émises a la suite de I'étude de la dgou@ndes populations E: coli dans le sol

(chapitre 2).
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La démarche expérimentale a pour objectif de coemgatat physiologique ¢. coli a
celui d’'une population tellurique témoin, adaptéesal,Pseudomonaspp. fluorescents sur la
base d’essais rendant compte de I'expression dquaars genétiques d’état physiologique
différentiellement exprimés en phase exponentgtlien phase stationnaire de croissance. Les
marqueurs choisis sont les 6 génes préalablemenitsidans le chapitre Ill de la synthese
bibliographique ; a savoirftsZ, fis et rpoZ comme spécifiguement transcrits en phase

exponentielle de croissance gipS dpsetrmf en phase stationnaire de croissance.

. Matériels et méthodes

Des expérimentations d’inoculations ont été réals&in d’évaluer les capacités de survie

de souches &. coli présentant des origines environnementales diffésen

[I.1. Inoculation en milieu nutritif liquide riche

La cinétique de croissance de la souEhecoli K12 DH10B a été suivie en milieu Luria-
Bertani modifié (LBm, LB modifié avec 5 g'LNaCl au lieu de 10 g1) a 37 °C et sous
agitation a 180 rpm. A chaque temps de préleverfighentre 0 et 48h), la densité optique
(DOs0o nm @ €été mesurée a 600 nm et 2 échantillons de Blentulture ont été prélevés
stérilement. Un aliquot a été traité a la rifamméci{concentration finale de 300 pug MLun
antibiotique connu pour inhiber la transcriptionesLcellules ont alors été centrifugées
pendant 10 minutes a 6000 rpm. Aprés éliminatiorsdunageant, les culots lavés ont été

congelés dans I'azote liquide puis conservés aC8lisqu’a extraction des ARNSs.

[1.2. Inoculations en microcosmes de sol

11.2.1. Origine des souches
La soucheE. coli K12 DH5x a été utilisée comme souche de laboratoire. Ritssisouches

environnementales ont été isolées a partir derdiité échantillons provenant de I'alpage de
Bise : a partir d’'une déjection bovine, d’échaantillde sols rhizosphériques (0-5 cm) sous la
Poa et sous l&Rumex Ces souches ont été isolées apres culture sur-EtJ&gar a 44 °C.

L’appartenance de ces souches a l'esieceoli a été confirmée par croissance sur milieu

TTC-Tergitol7 a 44 °C, par galerie API-20E et paggencage d’'un fragment du geneA.
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11.2.2. Inoculation des microcosmes de sol
Préparation des cellules

Chaque souche a été mise en culture en milieu p&idr d’une préculture. Aprés croissance
sur une nuit a 37 °C, la ) nma eté mesureée et les cultures centrifugées a peddant

20 minutes a température ambiante. Les culots fi@acseont été lavés 2 fois avec 5 mL de
NaCl & 0,8 % puis resuspendus dans du tampon phesphune concentration finale dé® 10

cellules par ml (soit 1 unité D) nn.

I1.2.2.i.  Préparation des microcosmes
Apres tamisage des sols sdma et souRumexa 2 mm, des microcosmes d’environ 10 g de

sol humide ont été préparés (soit I'équivalent desec) en triplicats pour chaque sol, temps
d’échantillonnage et souchiee{ 180 microcosmes au total).
Une bouse fraiche avec son cortége microbien acrbgalt été mélangée avec du sol

rhizosphérique souBoa, et soufkumex50 % bouse fraiche/50 % sol).

[1.2.2.ii. Inoculation des souches
Aprés inoculation de 5. f@ellules dans chaque microcosme, ces dernierstérinéubés

quotidiennement 12 h, a 20 °C et 12 h a 4 °C denfacsimuler l'alternance des températures
existant entre le jour et la nuit dans I'environm@&m Les microcosmes ont ensuite été
analysés aux temps Oh, 3h, 18h, 24h, 48h, 7 ja&&h), 10 jours (240h), 14 jours (336h), 28
jours (672h) et 60 jours (1440h).

I1.2.2.iii. Enumération dek. coli
Des échantillons de 1,5 g de sol ont été préletéggdesnent a chaque date d’échantillonnage

et dilués dans 9 mL de tampon PBS. Des dilutionséie de ces suspensions de sol ont
ensuite été réalisées (le volume de sol restaté eoigelé dans I'azote liquide puis conservé
a -80 °C pour I'extraction des ARNS). L’énumératibi. coli a été réalisée sur milieu TTC-

tergitol7 agar, a 44 °C. Les résultats sont exsimé nombre moyen de UFC (z e.t.) par

gramme de sol sec.
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Tableau 14 :Séqlerces,températures dhybridation des anorces ansi queles longieurs
amgifiées chezE. wli et Pseudomonasspp.Les gcles PR &aient de 5 nin a95°C; 30 cycles
de 30s ®5°C, 30s da empémture dhydridation, 30s a72°C ; 10 nn a72°C. Leschiffres
entre parenhése indiguent la positon ce la 1%¢ base dd’amorce sur ke géne aamplifi er

Sé&uence (5-3') Longueur amplifiée T° d hybridation

A.E.cdli
rpoSforward (267) CTCTCGCCGCCGGATG

reverse 646)  TCGTAAAGGAGCTGAACGTTT 265 59°C
rmfforward (35) CACATCAACGTGGTTATCAG ]
reverse @25) CATTACTACCCTGTCCGC 170 56°C
dps forward (85) ACAGTAGAGTTGCTGAATCG
reverse (295) ATCCAGATGATCGATCAGTG 1%0 56°C
rpoz forward (4) GCACGCGTAACTGTTCAGG
reverse 03)  GCAGCGCGATTACAGTGGT 180 60°C
ftsZforward (245) ~ GATGAGGATCGCGATGCA
reverse (482)  GATCACTGAACTGICCAAGC 220 60°C
fis forward (135) GGATGTGAATGACCTCTATG ]
reverse (345) TTAGTTCATGCCGTATTTTTTC 190 49°C
B. Pseudomorasspp
rpoSforward (219) ~ GCCGGGTTTGACATCGACG
reverse 638)  CAACACAAATACATTGATTACAC 300 59°C
rmfforward (3) GAGAAGACTTAAGCGTGATCCG
reverse 230) GTGCCRGTSAKRCCGACCGAGTTG 205 53°C
dps forward (1) ATGGMAATCRATATYGGWTTCMG
reverse 084) GSTGACRTTCCAGTGRAAG 160 45°C
rpoZforward (58)  ATGGCCCGCGTMACYGTTGAAG
reverse @65)  CGGTHGGYTTGTCGTTTTCCCA 185 60°C
ftsZ forward (70) CAAGCGCATGCAGATCG
reverse (262)  GATCACTGAACTGTCCAAGC 1% 53°C
fis forward (20) TGAAACAGCACCTCAMYA CSQCG
210 56°C

revere (253) GTCTGGTITSCCCTTSACGTRGTTC




II.3. Extraction des ARNSs et rétrotranscription

11.3.1. A partir des cultures bactériennes en milieu liguid
Les ARNSs totaux ont été extraits par la méthoddrthml (Simmset al, 1993, protocole

détaillé en annexe). Brievement, les culots coresedav-80 °C ont été broyés a froid (2 fois 2
minutes) dans une solution de resuspension, eremésd’EDTA (0,5 M), a l'aide d’'un
vibro-broyeur (Thermo Fisher Scientific Inc, lllkl, France). Les ARNs ont ensuite été
extraits en présence de trizol et d'un mélangerofdome/alcool isoamylique (CAl) 24/1
(VIV). Apres précipitation des ARNs a l'isopropanias culots ont été repris dans du tampon
Tris-EDTA (1 mM) puis traités a la DNase (Ambionp@lied Biosystems, Foster City, USA)
de facon & éliminer 'ADN restant. La pureté desNSRa été vérifiée par dépbts sur gel
d'agarose 1,2 % et par dosage au Nanotibp000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware USA). Enfin, une PCR sur le gegpeS d’E. coli a été réalisée (Tableau 14) pour
vérifier gu’aucune trace d’ADN n’était présente.I&IPCR se révélait positive, un nouveau
traitement DNase était réalisé jusqu’a ce que IR Bait négative.

Une fois toute trace d’ADN éliminée, une rétrotreaipgion non spécifique a été effectuée a
I'aide du kit Universal RiboClone® cDNA synthesistgeem (Promega, Charbonniére, France)
dont le protocole est présenté en annexe lll. LB&lé& synthétisés ont alors été purifiés sur
colonne a I'aide du kit NucleoSpin (Macherey-NageIRL, Hoerdt, France) puis élués dans
40 uL d’eau ultra pure (UP). Aprés dosage au Nam®D1000, les ADNc ont été dilués a
10 ng pL* avec de I'eau UP puis conservés & -20 °C jusqifidation. Chacun des 6 génes
marqueurs de I'état physiologique ont alors été ldiégp sur 50 ng d’ADNc comme décrit
Tableau 14.

11.3.2. A partir des microscosmes de sol
Le protocole est donné en annexe lll. Brievemémpmsiste a broyer 0,5 g de sol équivalent

sec avec des billes de zirconium, directement dantampon de lyse (500 pL de solution
d’extraction et 500 uL de phénol chloroforme alcmsaamylique 25/24/1 viviv). Suite a ce
broyage, les échantillons sont centrifugés a 1@0Q@@ndant 10 minutes et a 4 °C, le
surnageant est récupéré puis uf& éxtraction est réalisée. Ensuite, les résiduséjmoes
sont éliminés par traitement au CAl. Aprés une mdflavcentrifugation a 16000g a 4 °C
pendant 10 minutes, le surnageant est récupérg, IBsiacides nucléiques qu’il contient sont
précipités avec de l'isopropanol a température anibi Le culot est récupéré et nettoyé 2
fois a I'éthanol 70 % froid. Il s’en suit une étade purification des ARNs sur colonne
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Figure 33 : Cinétique de croissanc& dcoliDH10B en milieu LBm a 37°C. Les fleches en noires
correspondent aux différents temps auxquels les ARMNeté extraits. En rouge, ceux traités a la
rifampicine. Les concentrations sont expriméesogrel colipar ml de culture.
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Figure 34 : Cinétiques de survie des souchEs ablid’origine différente dans des microcosmes de sol
de surface prélevé sousRaa(A) et leRumeXB). En bleu : souche DHE en rose : souche isolée
d’'une bouse, en jaune : souche isolée d’'un sol Boasen violet : souche isolée d’un sol sGusmeet

en bleu ciel, les populations indigénes d’une bouse concentrations sont exprimées endogoli par

g de sol sec.



effectuée avec le kit RNeasy mini kit (Qiagen, USK)res élution dans de I'eau exempte de
RNase, un 1 traitement a la DNase (Ambion, Applied Biosystefasster City, USA) est
réalisé afin d’éliminer les ADN. Cette opérationmeification sur colonne et de traitement a
la DNase est ensuite répétée. Les ARNs extraitisadors déposés sur gel d'agarose 1,2 % et
dosés au Nanodrop ND1000 afin de vérifier leur fguet leur concentration. Une PCR sur le
generrs avec les amorces universelles pA/pH (voir parjies effectuée afin de vérifier que
toute trace d’ADN a été éliminée suite aux etapeputification. Si tel n’est pas le cas, les
ARNs sont de nouveau traités a la DNase jusqu’padison de toutes traces d’ADN. Les
ARNS purs sont rétrotranscrits aléatoirement aeekitl ImPromll™ Reverse Transcription
System (Promega, Charbonniére, France) afin d’abdes ADNc.

A partir d'une quantité fixe d’ADNc (50 ng), des RGemi-quantitatives sont réalisées pour
amplifier les 6 génes marqueurs suivant les prdéscdécrits Tableau 14. Les amplifiats
(5 ul) sont alors déposés sur gel d’agarose apegésndmbres de cycles d’amplification
différents (tous les 2 a 3 cycles). Pour un nomteeecycles d’amplification identique,
I'intensité des signaux obtenus pour chaque margesiualors comparée sur I'ensemble des

échantillons extraits a différents temps au coessainétiques de survie.

Il.4. Marqueurs moléculaires de I'état physiologique

11.4.1. Analyses phylogénétiques
Les génomes séquenceés utilisés dans cette étyltg@hétique sont disponibles dans la base

de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.kgi Quand les génomes n’étaient pas

entierement séquencés, les séquences nucléotidijnésrét ont été obtenues suite a des
analyses d’homologie par BLAST (pouBasic Local Alignment Search Tqol

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/ Les numéros d’accession des séquences utilisdes

cette étude sont récapitulés dans I'annexe llI.

Les séquences nucléotidiques ont été alignéeslavegiciel ClustalW (Larkiret al, 2007).
Les régions conservées ont été sélectionnéesla tdai programme Gblocks (Castresa, 2000).
La moitié de trous dus a l'alignement a été auéerizu sein de chaque bloc conserve.

Nous avons choisi de construire les arbres phylétigunes avec deux méthodes différentes, la
méthode du plus proche voisin bieighbor-Joining(NJ, qui compare les séquences 2 par 2)

et la méthode du maximum de vraisemblanceMaximum Likelihood ML, qui compare,
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pour chaque site, toutes les séquences entre. élleg) la méthode NJ (Saitou et Nei, 1987),
le modéle Kimura a 2 parametres (Kimura, 1980)éoftoisi. Les arbres ont ensuite été
calculés avec le logiciel MEGA3.1 (Kumat al, 2001). Pour la méthode ML (Felsenstein,
1981), les alignements obtenus avec ClustalW oéttetnsformés en format phylip en
utilisant le programme Seaview (Galtedral, 1996). Les arbres ont ensuite été calculés avec
le logiciel phyml (Guindon & Gascuel, 2003) en istiht le modéele HKY (Hasegaved al,
1985).

Les analyses de bootstraps (probabilité pour gelmbranchement existe) ont été effectuées
pour vérifier la robustesse de chaque topologi@. &bres ont été calculés pour la méthode
NJ et 100 arbres pour la méthode ML. Les arbrederont ensuite été dessinés avec le
logiciel ATV (http://www.genetics.wustl.edu/eddw§t et les arbres en NJ avec le logiciel
MEGA3.1. Toutes les valeurs de bootstraps inféegura 50 (c’est-a-dire que
I'embranchement existe dans moins de 50 % dessyrong été éliminées.

Les ratios de substitutions nonsynonymes/synonyaie&lS; ») ont été calculés en utilisant
la méthode Gojobori et Nei (Nei & Gojobori, 1986).

11.4.2. Dessin des amorces et test de spécificité
11.4.2.i.  Amorces et protocoles PCR

Pour chacun des 6 genes marqueurs de I'état pbggijole, des régions conservées au sein de
chaque groupe taxonomique d’intérét ont été retiéesa partir des alignements de séquence
obtenus précédemment. Des amorces spécifiques gragses ont été dessinées au sein de
ces régions. Le Tableau 14 récapitule les séqueateesdifférentes amorces, la longueur des
fragments amplifiés, leurs températures d’hybratatet les protocoles d’amplification par
PCR.
Les protocoles PCR ont été mis au point sur diffé&a® souches H. coli. Les souches testées
étaientE. coliDH10B (souche de laboratoire)Et coli B4V, B5, B510V, B1, B3, B9, B110,
B210, B310, B510V et B910 (souches environnemestal@ées dans I'eau a I'exutoire du
bassin versant de Bise, en 2004).
Pour les amorceBseudomonaspp., les protocoles ont tout d’abord été élabargartir de
souches dePseudomonas fluorescen®ITR2, CMla2, F113, P97-30, K94-31, CHAO,
PILH1, P97-26) puis testés sur d’autres espécagedtePseudomonas.e. P. syringaepv.
syringae, P. syringapv. aptata, P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. asp]dniichlororaphis,

P. citronellolis, P. fragilis, P. pseudoalcaligen@s stutzeri, P. viridiflava
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I1.4.2.ii. Spécificité des amorces
La spécificité des amorces a ensuite été testédesusouches appartenant aux espéces

proches phylogénétiquement&d’coli (Pectobacterium carotovorynirwinia chrysanthemi
Proteus mirabilis Salmonella entericaSalmonella enteritidisEnterobacter aerogenest
Serratia marescens et de Pseudomonasspp. (une Pseudomonadalécinetobacter
calcoaceticus et deux [(-protéobactéries, Burkholderia cenocepaciaet Ralstonia
solanacearunGGMI1000).

I1l.Résultats

l1l.1. Cinétiques de croissance=d’coli en milieu liquide et dans du sol

Les cinétiques de croissance (igdcoli K12 DH10B en milieu liquide LB et (ii) des
souches de laboratoire et environnementales, emoooismes de sol, sont présentées
respectivement Figure 33 et Figure 34.

En milieu liquide, aucune phase de latence n'aBservée et la phase exponentielle a
duré environ 7h avant que la phase stationnaisoitatteinte. Au bout de 48h, aucune phase
de déclin n’a été observée.

En microcosmes de sol, pour chaque souche inoculée,phase de déclin a été
observée pendant 7 & 14 jours aprés l'inoculaties €ffectifs passent de 2.8 environ 16
UFC g* de sol). Pour chaque sol, des différences comperitales peuvent étre observées en
fonction de l'origine environnementale de la soublaetérienne. En effet, dans le sol sous
Poa la souche DH& ne survit pas. On note une décroissance continuaesdisparition au
bout de 2 mois, la limite de détection étant d’emwil0 UFC g de sol. Au contraire, les 3
autres souches (issues d’'une bouse, du sol Boast sousRumek se maintiennent a des
effectifs de I'ordre de T010° cellules g de sol durant les 2 mois de I'expérimentation.

Dans le sol souRumex d’autres comportements ont été observés. La solthbn ne se
maintient pas. Elle disparait au bout d’'une sem@l@8 h). La souche issue de la bouse
disparait aprés 10 jours d’incubation (240 h). FHawouche issue de Roa sa disparition
survient au bout de 2 mois. Enfin, la souche ishuBRumexse maintient plus longtemps mais
finit par disparaitre au bout des 2 mois d’incutrati

En ce qui concerne les microcosmes populationgémdis d’'une bouse/sol, la survie des

populations naturelles H. coli a été étudiée pendant 2 semaines. Les dynamitpsesvees
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sont trés différentes de celles des souchEs cbli introduites apres avoir été cultivées au
laboratoire. Le déclin initial précédemment obsar&&pas eu lieu dans ces microcosmes. Au
contraire, une phase de croissance a été obsersée’d 18h (environ TOUFC g* a Oh et
environ 16 UFC g* a 18h). Par la suite, les concentrations se sabtlisées a 10UFC g*

de sol pendant les deux semaines de I'expérimentatir ces microcosmes.

[1l.2. Etude moléculaire des marqueurs de I'état physiqiey

l.2.1. Etude phylogénétique
Les résultats obtenus concernent les familles Heserobacteriaceaeet des

Pseudomonadaceakes différents arbres obtenus par la méthodeoNtimésentés Figure 35
et ceux obtenus par la méthode ML en annexe lll.

l11.2.1.i. Les marqueurs de phase stationnaire
rpoS présente une phylogénie congruente avec I'’ADNr p68r les groupes des

Enterobacteriaceae et desPseudomonadaceaeavec des noeuds robustes avec les deux
méthodes (bootstraps > 90 %) sauf peufluorescen®f-5 et P. syringaepv. syringaeB728a
avec la méthode NJ. Les valeurs de dN/dS révelemtsélection positive (>1), c’est-a-dire
gu’il y a plus de substitutions non synonymies. Qui entrainent des changements d’acides
aminés dans la séquence protéique) que de suilostilgynonymesi.€. n’entrainant pas de
modification de la séquence protéique) (Tableau 15)

Comme cela a été évoqué dans la synthése biblioigeg peu de séquenamsf sont
disponibles dans les banques de données. Ainsgstées séquences connues proviennent de
y-protéobactéries. Toutes les familles d’intérétaapizsent monophylétiques avec les deux
méthodes utilisées (les valeurs de bootstraps phastlevées pour la méthode ML). Le gene
rmf subit de fortes pressions de sélection commee$tdtsa valeur de dN/dS inférieure a 1
(Tableau 15).

La phylogénie observée avec le galps présente de l'incongruence avec celle de
'ADNr 16S. En effet, des séquences-girotéobactéries forment un groupe monophylétique,
proche du groupe deBnterobacteriaceaesupporté par de fortes valeurs de bootstraps
(>93 % pour les 2 méthodes). De plus, Rseudomonadaceades y-protéobactéries des
genresXanthomonaset Xyllela groupent avec le§-protéobactéries ce qui est incongruent
avec la phylogénie basée sur 'ADNr 16S. Au sein cgegroupe, la distinction entre
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Pseudomonaspp. et leg-protéobactéries n'est pas supportée par des gatBbootstraps
significatives (<50 %)Azoarcus spEbN1, uneB-protéobactérie, eAzotobacter vinelandii
appartenant au groupe dBseudomonadaceadRedierset al, 2004), forment un groupe
distinct des autres séquencesRdeudomonadacea€es incongruences sont corrélées a une
forte pression de sélection sur la séquence deme cpmme l'attestent les valeurs de dN/dS
inférieures a 1 notamment pour la famille &egerobacteriaceaéTableau 15).

[11.2.1.ii. Les marqueurs de phase exponentielle
Les phylogénies observées aviscet rpoZ sont partiellement congruentes avec celle

de 'ADNr 16S. Les groupes ddsnterobacteriaceae et desPseudomonadaceaesont
monophylétiques. Poufis, ces deux groupes ne sont pas supportés par desrsvale
bootstraps significatives, contrairemenpaZ Si aucune pression de sélection n’est observée
par le calcul des dN/dS a partir des séquencesedefi, rpoZ présente une pression de
sélection pour le groupe desiterobacteriaceagdN/dS<1 ;Tableau 15).

En ce qui concernéisZ alors que les groupes des et 3-protéobactéries sont tres
robustes avec de fortes valeurs de bootstrapg, dety-protéobactéries ne I'est pas avec de
faibles valeurs de bootstraps et de grandes lomgudi branches. Par contre, nos familles
d’intéréts, a savoir leEnterobacteriacea@t les Pseudomonadaceaéorment des groupes
tres robustes avec des valeurs de bootstraps praleh@00 (en particulier pour la méthode

NJ) et une faible pression de sélection (dN/dS>1).

En conclusion, pour chacun des 6 génes, nos famlliatérét sont monophylétiques.
A partir des alignements des séquences nucléotdjqgl est ainsi possible d’envisager le
dessin d’amorces amplifiant spécifiquement ces gem&rqueurs de I'état physiologique des

bactéries.

l.2.2. Dessin des amorces et contrble de leur spécificité
Les différentes amorces ont été dessinées a piagiralignements d’'une dizaine de

séquences nucléotidiqueskd’ coli, d'une dizaine séquences &seudomonaspp. et de
séquences des plus proches voisins (@.gentericasubsp.entericaCT18 pourE. coli et

A. vinelandii Avin0231 pour Pseudomonasspp.). L'objectif ultime étant de suivre
I'expression des géenes marqueurs par RT-PCR qatwiten temps réel, les jeux d’amorces

ont été définis afin d’amplifier de courts fragmemADN (<300 pb). Les séquences des
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amorces sont présentées Tableau 14. Pour toutesnieses, des signaux ont été obtenus
pour toutes les souchesed’coli et dePseudomonaspp. testées (voir Matériel et Méthodes)
excepté pour le couple d’amorces devant amplikegéneftsZ de Pseudomonaspp. qui
montrait une aspécificité (présence de bandes phesti Figure 36). Pour chaque jeu
d’amorces, les produits PCR obtenus pé&urcoli et Pseudomonaspp. ont ensuite été
séquencés de fagon a vérifier leur identité. Chdiqagment correspondait bien au géne ciblé.
La Figure 36 montre un exemple de résultats PCRnoist sur les génemf et dps pour 5
souches . coli. Ensuite, les jeux d’amorces ont été testés surpmbehes voisins
appartenant aux genreswinia, SalmonellaProteus Serratiaet EnterobacterpourE. coli et
Burkholderig Acinetobacteret Ralstoniapour Pseudomonaspp.. Les résultats des tests de
spécificité des jeux d’amorces sont présentés aable6. Presque toutes les amorces
amplifient, comme attendu, spécifiquement dgBit coli soit Pseudomonasspp., hormis
Pseudomonaspp. pour le génetisZ Les 2 souches dg&almonellatestées donnent un signal
positif de faible et de moyenne intensités avecae®rces ciblantpoZ et dps d’E. coli,
respectivement et la souclie chrysanthemi3937 donne également un signal de faible
intensité pourfis. Quant aux amorces ciblant I&seudomonaspp., les amorcegpoZ
amplifient fortemenA. calcoaceticugt plus faiblemenB. cenocepacia.

Enfin, les jeux d’amorces spécifiquegacoli ont été testés sseudomonaspp. et

vice-versaComme attendu, aucune amplification croisée téabservée.

1.2.3. Expression des marqueurs
[11.2.3.i.  En milieu de culture riche

Les ARNs ont été extraits sur 12 échantillons hg @ 2h et 5,5h lors de la phase
exponentielle ; & 8h lorsque la phase stationrestatteinte ; a 10h, 12h, 14h ainsi qu'a 24h,
34h et 48h en phase stationnaire tardive. De pkisx échantillons traités a la rifampicine ont
été extraits (a 5,5 h et 10 h). La Figure 37 retesla visualisation des ARNs totaux aprées
dépobt sur gel d’agarose a 1,2 %. Tous les ARN ab@aix (5S, 16S et 23S) sont observables
dans tous les échantillons (excepté a 0 h et g@in I'ARNr 5S) témoignant d’'une bonne
qualité d’extraction.
Suite a la rétrotranscription des ARNs extraits, Begénes marqueurs ont été amplifiés sur
tous les ADNc synthétisés. Les résultats de cesliffmapions sont présentés Figure 38.
Aucune différence de réponse n’est observée quédeantillons soient traités ou non a la

rifampicine, mettant en évidence l'efficacité dectangélation a -80 °C dans l'azote liquide
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pour stopper la transcription des ARNSs. Les rémulbdtenus a partir des échantillons traités
avec cet antibiotique ne sont donc pas utilisés tisuite de ce chapitre.
De 20 a 33 cycles PCR ont parfois été testés ertibondes marqueurs jusqu’a obtenir une

réponse différentielle entre les différents échianis.

-Pour les génes marqueurs de la phase exponeufgetimissance :
A 25 cycles d’amplification, des signaux sont obiepour les genepoZ etftsZjusqu’a 14h
de croissance, l'intensité de ces signaux étarst fotie au début qu’a la fin de la cinétique.
En phase stationnaire tardive, aucun signal n'sstalisé. Pour le gérfes, a 28 cycles, des
signaux de faible intensité sont visibles jusqudn puis aucun signal n'est détecté pour la
phase stationnaire tardive (Figure 38)

-Pour les génes marqueurs de la phase statiordegmissance :
Pour le genapoS 33 cycles d’amplification sont nécessaires pobiewnir des réponses
différentes en fonction des échantillons. A 33 egcldes signaux sont obtenus pour tous les
échantillons entre Oh et 24h, avec un signal disité plus faible a 24h. De facon inattendue,
aucun signal n’est observé dans la phase statientaadive. Pour le genenf, a 25 cycles,
seul I'échantillon extrait aprés 12 h de croissam@sente un signal. Par contre, a 28 cycles,
un signal de faible intensité est observable a &t3l0h et de plus forte intensité a 12h et 14h.
A 30 cycles, des signaux sont observables pousdiible des échantillons. Pour le gdpg
a 20 cycles, aucun signal n’est détecté ; a 2%esydes signaux sont visibles pour I'ensemble
des échantillons ; a 23 cycles, des réponses diffietles sont obtenues entre les échantillons
(présence de signaux jusqu’'a 14h de culture etnabsen phase stationnaire tardive)(Figure
38).

[11.2.3.ii. En microcosmes de sol
65 extractions d’ARN et rétrotranscriptions ont gdélisées ainsi que des PCR visant

a amplifier 5 des 6 genes marqueumg, ftsz fis, dpsetrmf) (exemple Figure 39 et Figure
40). Les résultats de ces PCR sont présentés Taldléa Tout d’'abord, une plus forte
variabilité de réponses est mise en évidence pmsumloculations dans le sol sdesa que
dans le sol souBRumex Etant donnée la variabilité inter-microcosme &xisdans le sol sous
Poa, la variabilité intra-microcosme a été testée geunicrocosme avec du sol sdramex

en réalisant 3 extractions sur le méme microcosime.hétérogénéité de réponse a également

été mise en évidence (Tableau 17).
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Tableau 15 : Valeurs de dN/dS obtenues pour les lesrdlesEnterobacteriaceaet des
Pseudomonadaceaer les différentes phylogénies. Une valeur < lgumel une
pression de sélection alors qu’une valeur >1 Signihe sélection positive.

Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae
fis 3,24 1,08
rpoZ 0,75 1,33
ftsz 230,14 3,39
rpoS 2,44 2,97
rm 0,24 0,12
dps 0,98 1,49

Tableau 16 : Test de spécificité des différentesraesosur différentes especes bactériennes.
E. coli: vrai pour toutes les souchegdcolitestéesPseudomonaffuorescents : vrai pour
toutes les souches @seudomonafluorescents testées. +++ : signal fortement gpsiti

signal moyennement positif, + signal faiblementififost — absence de signal

fis rpoZ ftsZ dps rmf rpoS
A. Amorces définies pour E. coli
E. coli +++ +++ +++ +++ +++ +++
E. carotovora - - - - - -
E. chrysanthemi + - - - - -
P. mirabilis - - - - - -
S. enterica - + - ++ - -
S. enteritidis - + - ++ - -
E. aerogenes - - - - - -
S. marcescens - - - - - -
B. Amorces définies pour Pseudomosiag.
Pseudomonafiuorescents +++ +++ - +++ +++ +++
Pseudomonagll genres) +++ +++ - +++ +++ +4++
A. calcoaceticus - +++ - - - -

B. cenocepacia - + - - - -




Les marqueurs spécifiques de la phase exponentéplendent de facon contrastée.
L’ADNCc du genefis n’est jamais détecté dans les 65 échantillonsDIN& du géndtsZ n’est
détecté qu'une seule fois dans un échantillon prane du mélange entre le sol et les
populations indigenes d’'une bouse fraiche, apred’'iBhubation, ce qui correspond, d’apres
la cinétique de survie présentée Figure 34, aé&@kexponentielle de croissance. L’ADNc du
géenerpoZ est plus frégquemment amplifié puisque qu’un sigrisdlobservé au moins une fois
pour chaque condition (réplicats d’extraction oplicats de microcosme) et plus souvent a
partir de 48h d’incubation. En ce qui concerne tearqueurs spécifiques de la phase
stationnaire, le genenf est rarement détecté (1 microcosme sur 3 poeoli DH50 et pour
la souche issue de la bouse dans le sol Boas 48h et 2 microcosmes sur 2 pour la souche
issue du sol souBoa dans leRumexa 0Oh). Le transcrit du gemipsest observé dans un plus
grand nombre d’échantillons mais au maximum, danmndaitié des échantillons d’'une méme
condition (réplicats d’extraction ou réplicats deicrmcosmes) (Tableau 17). Si l'on
s'intéresse aux rapports d’expression entre le gené (phase exponentielle) et le gemeaf
ou dps(phase stationnaire), une cohérence de réponsdbsstvée dans certaines situations.
Par exemple, pour un méme échantillén ¢oli DH5a dans leRumexa 48h), un signal est
obtenu soit pourpoZ soit pourdpsou rmf. Dans d’autres cas, les ADNc deZ et dedps
sont détectés en méme tempg(E. coliissu de la bouse dansRemexa 48h et 7j).

. Discussion

Cette étude avait deux objectifs principaux. Eeptemier consistait a évaluer l'influence de
I'origine environnementale des souchesE.doli sur leurs capacités d’adaptation
(acclimatation/naturalisation) dans des sols pautle des cinétiques de survie de différentes
souches . coli dans des microcosmes de sols. I'® dbjectif d’ordre méthodologique,
devait aboutir a I'élaboration d’outils molécularpermettant de suivre I'état physiologique
d’E. colidans I'environnement. Pour répondre a ¥eobjectif, deux étapes ont été réalisées.
La 1® a consisté a étudier, la cinétique d’expressian ™arqueurs d’état physiologiqire
vitro; et la 2® a consisté a étudier leurs niveaux d’expressigitu dans des microcosmes de

sol.
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Figure 36: Exemple ce résulets de PR obtenugour différentessoudes (A) d’E. coli pour
les génes dpset rmfet (B) deP. fluorescenspourle géne tsZ (phaseexponentielle). Pour
(B) une souche d'Eoli et de I'eau distillée (T) sont dili sés comra €moins ngatifs



IV.1. Cinétique de survie de souche&dtolid’origine différente dans les
sols

Selon leur origine, les quatre souches inoculégwésentent pas les mémes capacités
de survie dans les deux conditions de sol tesgmstet al. (2006) suggérent que le passage
dans le tractus gastro-intestinal conferk.&oli O157:H7 une meilleure capacité de survie
dans des milieux oligotrophes. A partir de notrglét nous pouvons élargir cette observation
a des souches environnementalel. doli. Le sol sousPoa apparait étre un milieu plus
favorable au maintien dds. coli que le sol souRkRumex aux conditions plus stressantes,
puisque toutes les souches y survivent plus longgemans les 5 premiers cm, le sol sous
Poaprésente un taux de carbone organique plus élge&ejui souRkRumex(respectivement
85,4 g kg contre 58,4 gk ce qui pourrait expliquer les différences de corgments
observées.

D’une facon générale, la souche de laboratoire @Hbrvit moins bien dans le sol
gu’'une souche isolée d’une bouse qui, elle-mémenaatient moins durablement que des
souches isolées du sol. Par ailleurs, chaque sasclé® d'un sol survit mieux dans son sol
d’origine qu’une souche provenant d’'un autre s@.dassement reflete bien le fait que (i) le
passage dans le tractus digestif confdee eoli des propriétés de survie dans le sol, (ii) que le
passage dans un sol confere également d’autresgiésplui permettant de survivre dans un
sol, ce, d'autant plus s'il s’agit du sol dont edlé&té isolée et (iii) que toutes les souches n’ont
pas les mémes capacités d’'adaptation a des stresermementaux. Ces résultats appuient
I'hypothese formulée dans les travaux relatifs @ivigle la dynamique ¢. coli dans les sols

(Partie 3) concernant la possibilité d’adaptatiercdrtaines populationskl’ coliau sol.

Sur le terrain, des effectifs voisins de' B coli g’ de sol sec ont toujours été détectés
dans le sol de surface, quelque soient la presiopaturage et les conditions climatiques
(présence ou non de bouse, manteau neigeux, festeneiges..; voir chapitre 2). Nous
avions conclu que leB. coli seraient plutot localisés dans la microporositésalu Or, dans
certains microcosmes de sol (principalement powolesousRumey, lesE. coli deviennent
indétectables des 10 jours. Ici, le systéme patdioetement altéré par le tamisage. De ce fait,
on peut émettre I'hypothese que Escoline sont plus protégés dans la microporosité et don
potentiellement soumis a la prédation par les padoes présents dans les sols des
microcosmes. Le tamisage a également aéré le sel et fait, altéré ses propriétés physico-
chimiques, notamment dans I'es§@iimex ou le sol est confiné et saturé en eau dans les

conditions naturelles. Cette modification des cbods d’oxygénation pourrait entrainer des
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la culture dE. coliDH10B aux différents stades de la croissance pensémble des marqueurs
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réactions d’oxydoréduction affectant la survie tastéries fécales, expliquant probablement
la faible survie des populations dans ce sol. Ds,de sol souRumexest probablement plus
propice pour I'établissement d’'une population detgeoaires dense, notamment du fait de
I’'humidité constante et des fortes teneurs en mebéganique, que le sol soBea Dans les
conditions naturelles (donc sans déstructuratidey, niveaux constants de*Xllules @ de

sol ont été observés (chapitre 2). Dans les microes, les comportements observés sont
différents. Dans le sol solumex la surprenante non-détectiored’coli pourrait étre due a
I'effet du tamisage sur les propriétés physicochims de ce sol et également aux conditions
de milieu plus stressante que dans le sol $m&s Deux hypothéses peuvent étre avancées
pour expliquer cette non-détection des cellulest I8s cellules ont périclité, soit elles sont
entrées dans un état VBNC. Bogosien al. (1996) ont montré g&. coli K12 W3110
n'entrait pas en état VBNC apres inoculation dages sbls incubés a différentes températures
(4 °C, 20 °C et 37 °C). Il serait intéressant deficmer I'absence . coli non cultivables
dans les sols étudiés en développant une apprectypel DVC-FISH par exemple.

Difféerents éléments importants ont été mis en éwdedans cette analyse du
comportement d@. coli en microcosme: (i) la localisation spatiale des coli dans la
microporosité les protege probablement de toutesasgyn biologique et (ii) les différents
biotopes rencontrés et occupés par les souchesuas de leur transfert d’'un écosysteme a
l'autre conditionnent leur aptitude a survivre ddiesvironnement. Il est toutefois difficile
d’extrapoler les résultats trouvés en microcosnueteaain, puisque le traitement mécanique
des sols altere leur structure et leurs proprighdsico-chimiques. L'utilisation de lysimetres
qui ne déstructurent normalement pas le sol pduta un bon compromis entre approche de

terrain et approche en microcosmes.

V.2. Suivi de I'état physiologique dés coliin vitro etin situ

En ce qui concerne I'expression des marqueurs midiées de I'état physiologique des
bactéries, des amorces ont été mises au pointd@mplifier ces génes chdz coli et chez
Pseudomonaspp.. La spécificité de ces amorces a été valgldedes cultures pures
d’espéces taxonomiquement proches. Elles doivepermant encore étre validées par
séquencage d’amplifiats obtenus a partir d’écHantd’ADN total du sol.

In vitro, 'expression des marqueurs n'a pas tout a faitespondu a celle décrite dans la
littérature. Pour les marqueurs de phase expotientie croissance, le transcrit du géisZ a
eu détecté tout au long de la phase exponenti@lecrdissance et en début de phase
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stationnaire. Or, sa transcription est corrélée r@plication du chromosome et est cyclique au
cours de la division cellulaire. Une fluctuation diveau de transcrits était donc attendue.
Cependant, vu le pas de temps de I'expérimentatetite fluctuation n’a peut-étre pas pu étre
visualisée. Il est donc probable que toutes ldsleslde la culture ne soient pas synchrones et
présentent des cycles de réplication déphasés.tré&eren phase stationnaire n’est pas
forcément coordonnée pour I'ensemble des cellul@sedculture, ce qui pourrait expliquer
I'expression observée en début de phase statienrf@our le gendis, d’aprés Cheret al.
(2004), un pic de concentration de transcrit doi ébservé dans les tout€s’ heures de la
croissance, ce qui n'a pas été le cas dans nogtiomscexpérimentales. Enfin, le gerpZ a
répondu comme décrit dans la littérature par Tavetr Muskhelishvili (2005) puisque le
signal était plus fort au début de la cinétiqueéssance qu’a la fin.

Pour les marqueurs de la phase stationnaire dssartie, on n’a pas pu rendre compte
d’un pic de concentration du transcrit du gépeen début de phase stationnaire, comme cela
a été observé par Chenm al. (2004). Pour le gengoS une expression a été observée aussi
bien en phase exponentielle gu'en phase statianséns toutefois mettre en évidence de
réelles différences d’intensité de signal entrediéfiérents échantillons. Dans la littérature, on
peut relever des résultats contradictoires en teancerne la régulation de I'expression de ce
marqueur selon la phase de croissance. Selon tearaul’expression du genmpos serait
régulée a un niveau transcriptionnel, traductionmel post-traductionnel (Venturi, 2003 ;
Zgurskayeet al, 1997 ; Lange & Hengge-Aronis, 1991). Nos résslsatggerent 'absence de
régulation transcriptionnelle du gemgoS en fonction de la phase de croissance dans les
conditions testées. Ce marqueur a donc été écantelds expérimentations en microcosmes
de sol. Enfinymf a répondu comme décrit dans la littérature puisgupiantité de transcrit a
commenceé a augmenter en fin de phase exponergiefiéait maximale en début de phase
stationnaire.
rpoZ etrmf semblent donc étre de bons candidats pour évidtar physiologique . coli.
Toutefois, ces conclusions concernent des évolsitiem milieu de culture complet, qui
s’écartent des conditions rencontrées par les testdans le sol. Nous avons donc tenté de

valider I'utilisation de ces marqueurssitu.

In situ dans les microcosmes de sol, une absence de eéposmuvent été observée.
Les ARNs extraits du sol étant de bonne qualit@gufe 41), ces non-détections des
marqueurs peuvent provenir d’une trop forte diluties cibles en raison d’effectifs Encoli

ou de niveaux de transcription des génes tropesaibl
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Tableau 17 :Résultat destests ce RT-PCR sami-quantitative réalisés sur £s maqueus dephases @
division (ftsZ, rpoZ et fis) et sationnaire (dpset rmf) dans kesmicrocosmes de sol (sous Pagt sous Rume
inocuks par @s souhes de Abortoire (DH5a), environnementales (souchsissuesles solssaus Poa et
Rume) et par despopukbtions indigers dune bouse Par temps d'€hanillonnage, deix ou tros
microcosmnes (noés e 1 a 3) ontéte échantillonnés. Burun méne microcosme, 2 8 extradions dARN
ont ét parfois réalisées Gignifiées pa des«/»). - pas de gjnal, + signd de faible intensté, + signal
d’intensté moyenne & +++ signal de forte intensté. * pour s sgnaux obtenus gres (+1) cycle
d’amplification par rapport ala description du natériel et méthodes

Marqueurs de phase exponentielle Marqueus ce phasestationnaire
Soude Sol Tenpsd'incubation ftsz poz fis dps rmf
1 2 3|1 2 3]123[1 2 3|1 2 3
() )
on 0 0
” () (+) () )
£ 3h () (+) () Q)
& () (+) () )
- () (++) () )
1D 48h () (++) () )
fa) () (+) () Q)
() Q) () )
3h () (++) () )
3 () Q) () )
o () (++) () )
48h () Q) (+4) )
(@) (*) 8 8
on (+4) 0
() )
3h () )
® ) ()
S () BHED*H* OO0 | O ()
8 o 48h () BHED*H* 06 O O ()
§ () FE®H* (00 (O 0
. () () () () ()6 () (+4) () ()
7 () () (++) () ()6 () (+4) ()0
() () () () ()6 * O 06
() () () (+4)
S 48h () () (++) ()
. () (+4) ) ©)
++ ++
o o)
. o) ()
£ 3h (++) )
& () ()
§ () (+++) () )
48h () () () )
() () () ()
. () (+4) () )
g 48 () 0 0 0
() ©) ) ©)
" QGG (O ¢4) OOE |OE® QIQONQ!
S 3 % 5 3h OOE O®HE OOE |OE® QICNO:
8 8o £ OO OO0 OOE 160606 ()66
gg% & . OO HHE®H 0606 606006 06
-5 7] OO OO0 OOE 1606 06
OO OM®E OOE 16066 060



Une grande variabilité inter- et intra-microcosmeété observée, rendant difficile
I'interprétation des résultats en ce qui concemealdtermination de I'état physiologique
d’E. coli dans le sol. La plus grande variabilité inter-moasme dans le sol so&®a par
rapport au sol souRumexpeut s’expliquer par la nature du sol. Le sol ddoa est riche en
matiére organique décomposée, notamment en aaideis|lres, et cette richesse en composés
humiques est connue pour affecter les extracticargdis nucléiques et géner par la suite les
amplifications par PCR (Yeatet al, 1998). La forte variabilité intra-microcosme ohae
dans le sol souRumexsuggere que I'extraction d’ARNm sur 500 mg de rsdlpermet pas
d’obtenir une bonne représentativité du microcosbeesol sousRumexest riche en argile
(60 %, voir Tableau 11). Suite a l'inoculation desiches bactériennes, des agrégats peuvent
se former entre particules d’argile et bactériesaiasi conduire a un état physiologique
particulier des bactéries agrégées et a la vatm@bié réponses observée. Ce biais n'existe pas
pour I'étude des dynamiques des populatiois doli dans les sols (Chapitre 2) puisque les
énumérations y sont réalisées a partir de volumé&shdntillons plus importants (environ
1,5 g). Des extractions sur 1,5 g de sol ou lag&@abn d’'un échantillon moyen a partir de 3
extractions indépendantes sur 500 mg pourraieriteliroette variabilité de réponses.

Le geneftsZn’a été détecté qu’une fois, lors de la phaseidsion observée dans les
microcosmes de sol inoculés avec des populatiodggénes de bouse, reflétant une
expression transitoire, relatée dans la littéra(@arridoet al, 1993). De la méme facon, le
genefis est connu pour étre transcrit de fagon transitGhzam et al, 1999), expliquant sa
non détection. Des fenétres d’expression tropaedés rendent ces deux genes difficilement
utilisables comme marqueurs moléculaires de lssidini Cette non-détection des geftsZ
et fis, spécifiguement exprimés au cours de la phasenexpielle de croissance, n’était donc
pas surprenante. Enfin, pour le gépeZ, sa transcription est décrite comme maximale en
début de phase exponentielle puis nulle en phag®rstaire. CependantpoZ est aussi
impliqué dans la réponse stringerntevitro (Igarashiet al, 1989). Le génepoZ est le
marqueur le plus détecté, notamment dans les noisnoes ddRumexalors qu’'aucune phase
exponentielle n’a été observée, a part dans lesongsmes ou les populations indigénes
d’'une bouse ont été inoculées. Dans cette étuaiegumulation des transcrits du gapeZ
pourrait donc étre liée a une réponse aux stres®reta la division des cellules. On peut
également supposer que cette fréquente détectibARIKc du generpoZ n'est pas liée a un
plus fort taux de sa transcription mais a une augaten de la stabilité de son ARNm sous

I'effet du stress. Cette régulation post-transariptelle a déja été décrite pour d’autres

107



ARNr 23S
ARNr 16

ARNr 5S

Figure 41 : Visualisation d’ARN extraits du sol. &Jwariabilité entre
échantillons est observable en ce qui concerneniiéhtion de '’ADN et des
acides humiques. Par exemple, les échantillonse#,1% présentent des résidus
d’ADN ou d’acides humiques



facteurs impliqgués dans la régulation de la trapgon génique au cours de la croissance
bactérienne (par exemple, papoS Venturi, 2003).

Les essais realisés sur I'expression des marquiatat physiologique montrent
gu’'une calibration de la méthode est encore néress®tamment pour les marqueu®Z,
dpsetrmf qui présentent, dans certains microcosmes, dessép cohérentes (expression soit
du marqueur de division soit du marqueur de phe&sg@snaire). Une suggestion serait de
réaliser une rétrotranscription spécifique de cleaggne et non aléatoire comme cela a été fait
au cours de ce travail. Une rétrotranscription taiéa conduit a la synthese d’ADNc a partir
de lI'ensemble des ARNs présents dans I'échantilide. ce fait, les ARNs &. coli
minoritaires (du fait des faibles niveaux de popates), se retrouvent dilués au sein des
ARNSs de la communauté microbienne totale du sajuteend difficile 'accés a la cible. Une
RT-PCR spécifique permettrait d’amplifier spécigguent le gene marqueur recherché,
stratégie plus efficace mais écartée dans Utefnps de part sa lourdeur lorsque plusieurs
génes doivent étre considérés en paralléle.

Par ailleurs, les niveaux de transcrits des mamguebez lesPseudomonaspp.
doivent étre étudiés. Une fois le protocole mis paint et validé pour I'ensemble des
populations étudiées (notamment, aprés avoir eépdir séquencage l'identité des amplifiats
obtenus a partir du sol), des rapports d’expressitre les différents marqueurs devraient
étre analysés afin d’établir si les populationsté&@ennes indigénes et introduites sont plutot
en état de division ou en état de dormance. La aosugpn des rapports d’expression des
marqueurs chek. coli et cheZ°seudomonaspp. devrait également permettre de savoir si ces
deux populations présentent ou non le méme étatiqbgique.
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Chapitre 4 :

Structure génétique des populations d. coli dans

les différents compartiments du Bassin Versant de

I’Alpage de Bise
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Avant-propos chapitre 4

Suite aux chapitres 2 et 3, nous savons que laspiere constitue un réservoir
environnemental permanent Encoli et que I'origine des souches est un facteur infjaat
leur viabilité dans le sol. De plus, des relati@mdre circulation . coli dans le sol et
fonctionnement hydrologique des sols ont été snébg a partir des travaux réalisés sur le
dénombrement des populations cultivablds. doli dans les sols de I'alpage de Bise (chapitre
2).

Ce dernier chapitre a pour but d’étudier la stmectles populations H: coli dans les
différents compartiments du bassin versant: dasibtrises (entrées des bactéries fécales),
dans le réservoir constitué par les différents stlslans I'eau a I'exutoire (sorties des
bactéries fécales) de fagcon a obtenir des infoonatsur le fonctionnement du systéme étudié
et confirmer les hypotheses élaborées a l'issubétlede de la dynamique des populations
d’E. coli dans les sols (chapitre 2), & savoir :

- dans les sols drainants tels que le sol sBas, les populations ¢&. coli
proviendraient principalement des bouses présemtssirface.

- dans le sol de la statidRumex/réduit, vu la stabilité des effectifs bactériendes
conditions d’hydromorphie présentes, les populatieeraient trés peu soumises a l'influence
des bouses et seraient constituées en grande geupi@ulations naturalisées au sol.

- dans le sol de la statidRumex/oxydeé, ou la circulation de I'eau est limitée les
populations ¢E. coli seraient également plutdt constituées de popuktiaturalisées au sol
et seraient peu influencées par la présence dmukselen surface.

L'étude de la structure des populations dans I'paurrait déterminer les sources
principales de contamination du cours d'eau, legntels réservoirs mobilisés lors
d’épisodes pluvieux et ainsi, permettre de mieugrépender le fonctionnement global du

bassin versant étudié.

Ce chapitre est présenté sous la forme d’'un anticlque, qui devrait étre soumis a
Environmental Microbiology, exposant les résultats obtenus suite a I'étuda deucture des
populations cE. coli dans les difféerents compartiments du bassin vergam PCR-DGGE
ciblant le géneuidA (voir synthese bibliographique). L'approche chmisist une approche
populationnelle et non individuelle (approche phlesssiquement utilisée pour les études de
diversité des populations El’ coli) permettant d'accéder a I'ensemble des populations

cultivables présentes, tant majoritaires que miaives.
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Brievement, les résultats obtenus confirment I'higpee de naturalisation de certaines
populations cE. coli. lls confirment également la corrélation existantre fonctionnement
hydrologique des sols et circulation descoli issus des bouses dans le sol. De plus, I'étude
de la diversité par approche populationnelle a perde mettre en évidence que les
principales sources de contamination de la rivigna principalement les bouses, et de fagon
plausible les sols drainants.
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ABSTRACT

Escherichia coli populations were compared ljdA PCR-DGGE in a dairy alpine
watershed to determine whether water contaminagioiie preferentially to cow pat inputs or
dissemination of possible naturalized soil popoladi Clustering analysis of DGGE
fingerprints obtained throughout the pasture sedsmon cow pats, topsoil (0-5 cm), subsoil
(5-25 cm) and the watershed creek revealed thati@¥ alleles from cow pats were also
found in solil of highly-grazed pastures, in accoawith transfer of fecdt. coli into soil.

In contrast, the soil in poorly-grazed pasturepldiged a singular, steadi coli population
structure, distant from those of cow pats and lyghnbzed pastures. This points to the
occurrence of naturalized soil populationgotoli in poorly-grazed pasture, which were also
evidenced in highly-grazed soils but more scaro&llyuidA alleles retrieved from water were
recovered from cow pats and from either poorly ighly-grazed soils, which all displayed
additional allelesuidA fingerprints from water were close to those froowgats and well-
drained soils but contaminated by recent cow paats Overall, this study substantiates the
hypothesis of the occurrence of soil-adapiedoli populations in pasture soils, but water
contamination of the watershed stream seems malnly to recent arrivals oE. coli

populations via cow pats.
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I. Introduction

Soil influences water quality by several ways: offy-transfer and transport of
solutes, of suspended materials and of microorgamisin the context of health risk
assessment, the fate of total coliforms and moeeigelyE. coli from soil to water deserves
attention because their presence involves a poterwgaality related to a potential presence
of human pathogens (Greenbestgal., 1992). The environmental compartments that have
been most often studied were the dejections (inputsvater (output) whereas the soll is
underestimated as it is considered as a black boxaddress the particular role of soil in
microbial water contamination will represent a majballenge. Beside the potential presence
of human pathogens, previous studies evidencedotioerrence of soil naturalized and
residentE. coli populations in tropical (Byappanahalli & Fujiok&a998) as well as in
temperate environments (Texigral., in press, Byappanahallet al., 2006, Ishiiet al., 2006).

In a previous study, the survival &f coli in alpine pastures was studied (Texier et al., in
press). Steady levels (LGo 10 cells g') of E. coli were detected in topsoil layers
(rhizosphere) whatever the the absence/presencevopats, the meteorological conditions,
the pasture type and the sampling date. Therefloeepne and only numeration &f coli in
soil could not provide an accurate assessment okmifecal contaminations. A proper
evaluation of the contamination should differemtigtie recent fecal populations originated
from animal dejection from the environmental residpopulations. For pastoral conditions,
the diversity ofE. coli populations needs first to be better investigatgd a global approach
in space and time of the functioning of the sysli@king the deposition and evolution of cow
pats, the subsequent introduction of fecal miciganrsms in soils environment and their fate
and transfer to the various water bodies of theergaeds. The objectives of this work is : (i)
assess the patterns of the naturalizatioi.afoli in soils ; (ii) identify whether naturalized
soils should participated to the bacterial contatiam of watershed waters.

Previous studies describ&d coli diversity in animal dejections and in intestinaict
according to the host species, their diets and tleistyle (Hartelet al., 2003, Crayet al.,
1998, Aslamet al., 2003, Bettelheingt al., 2005, Jarvist al., 2000, McLellanet al., 2003,
Yanget al., 2004). Firstly, a high variability has been rédpdramong animal species but also
according to the age of the animal without any cetecexplanation (Aslaret al., 2003).
Secondly, diet is known to affect diversity. Foaeple, Hartekt al. (2003) show higheE.
coli diversity in wild deer than in penned deer. Inaevastudies deal principally with tHe
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coli source trackingi. tracking the animal origin oE. coli retrieved from water). These
studies relied on isolate approach and used vateclniques to characterize populations,
such as antibioresistance patterns (S@tizh, 1999, Parveesat al., 1997), ribotyping (Hartel
et al., 2003), Pulse Field Gradient Electrophoresis (PFG&rviset al., 2000) or MultiLocus
Enzyme Electrophoresis (MLEE ; Pupbal., 2000, Souzat al., 1999). Microarrays have
been also designed to track the source of fecahoanants. They screen chiefly virulence
factors of pathogenik. coli strains such asae, stx genes together with housekeeping genes
(Bekal et al., 2003). Based on isolates, these methods aredim&dming, fastidious, and
expensive. Even with a high number of isolatesieihains difficult to assess the whole
bacterial diversity due to the dominant populatiomSich hinder the detection of less
numerous populations. Global approaches eitherutturable or unculturable populations
allow to overcome this difficulty. (Farnleitnet al., 2001) investigatedt. coli diversity in
water using the polymorphism of tkedA gene which encodes tigeD-Glucuronidase. Even
if all E. coli strains do not possess this activite.(pathogenic strains d. coli O157:H7
serogroup), theidA gene remains detectable by PCR in 98 %.ofoli strains (Martinset
al., 1993). In pristine tropical soils, Lasaleeal. (2005) usediidA PCR-DGGE to study the
diversity of E. coli isolates. Considering the high spatial and tempiiveersity observed on
E. coli isolates, the authors concluded that a strainoggbr enabled to carry out source
tracking. (Sigler & Pasutti, 2006) assessed theerdity of mixedE. coli populations in
sediment and in water usingdA PCR-DGGE and compared it to diversity observed by
BOX-PCR. At the strain level, BOX-PCR had an expddtigher resolution thamdA PCR-
DGGE as different parts of the genome is taken iatgount for BOX-PCR analysis
compared to only one gene for DGGE analysis. Nalesls, at mixed population level,
DGGE onuidA was evaluated as an efficient tool to differeetigt coli populations in
secondary habitats (e.g. sediments).

E. coli diversity was investigated by a population apphoasinguidA PCR-DGGE in
the different compartments of a pastured watersivedhe dejections of dairy livestock
(source); in different soils at different depth&iZosphere and subsoil) and at the water

discharge (output).
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[l. Materials and methods

[I.1. Site description.

Field investigations were performed on a waterstied knt located in the summer
mountain pasture of Bise (French Alps, Haute-Sgyaé an altitude between 1500 and
2000 m. In the first part of the ®Ccentury, around 350 cows used to migrate on tise Bi
watershed. The exploitation has diminished in t8B0ls and currently, only 80 dairy cows
graze on this area from mid June to mid September.

Four sampling sites (< 1 ha) were retained. Thayespond to different types of
pasture units, with different ecological attributesch as specific soil functioning and
dominant plant species. These four pasture units haen described in details in Texéeal.

(in press). Briefly, the Poa grassland presents a mesotrophic vegetation riclslamer
(Trifolium repens). The soil is a haplic cambisol (FAO, 2006). Itcisaracterized by a very
high macroporosity and permeability (K = 127 mi).iTheRumex grassland is developed on
an umbrisol (FAO, 2006). This area receives fregjgew pat inputs, which favors nitrophilic
species suclas Rumex alpina. In subsoil, two types of hydromorphic traits areserved
depending on location within the unit. First, reedcand saturated subsoil is found; this
subsoil is termedRumex/reduced. Secondly, oxidized subsoil is found Watieral circulation

of water and toxic aluminous ions; this subsoteisnedRumex/oxidized subsoil. Th€altha
grassland (dominated yaltha palustris) is developed on a histic leptosol (FAO, 2006) and
the Nardus grassland (dominated INardus stricta) is on an entic podzol (FAO, 2006).

The discharge of the watershed has been monitaredgdone pasture season. Water
E. coli levels varied from undectable levels (<1 cells #10") outside the pasture season to
low levels (around 20 cells 100 M) during low water flow and high levels (up to 3500
cells 100 mrY) during flood periods (data not shown).

II.2. Sampling of soils, cow pats, cattle feces and féicha excrements

Soil samples were collected according to Texteal. (in press). Briefly, four fresh
cow pats (2 days old at the most) were selectabeabeginning of the sampling period on
Poa and four onRumex grasslands, and associated soil samples werecgidrgly collected
monthly from June until October 2006. Soil sampssociated to cow pat were collected
immediately under cow pats, in the layers 0-5 ctop$oil”) and 5-25 cm (“subsoil”) and,

1 m downhill from the cow pats in both soil laygfslownhill topsoil” and “downhill
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subsoil”). In addition, 8 downhill topsoil sample®re collected in August 2006 in the four
pasture unit$0a, Rumex, Caltha andNardus. Soil samples were cored horizontally with an
ethanol-treated clean auger (5 cm in diameter sn20®ng) from a 20 cm-wide trench. For
each soil sample, three 50-tpil cores were mixed together in sterile plabtgs. Soils
were stored at 4 °C overnight before analysis.

During the sampling period, cow pats were collectsdce throughout their
decomposition: at the beginning when they werehfrasd 30 days latter, when they were
dried. Cow pat material (100 émper pat) was collected with clean gloves and storeterile
bags at 4 °C before analysis. Cattle feces were @dlected directly, by a veterinary, in
rectum of 4 cows in July 2006.

Wild fauna excrements (1 fox, 2 ibex, and 3 marneiere also sampled once in
summer 2006 with clean gloves and were stored ttjrest -20 °C until direct DNA

extraction.

I1.3. Water samples: sampling and treatments

Water samples were collected weekly at the disehaifgthe watershed during the
pasture season in sterile vials, either during Veater flow (7 samples) or flood periods (3
samples). Water was aseptically filtered on 0.45 gl membrane filters (Millipore,
Molsheim, France) and the filters were either stat-20 °C until direct DNA extraction as
described by (Favre-Bongt al., 2005) either deposited on TTC-tergitol7 agar encdibated
overnight at 44 °C. Following incubation at 44 fGesumptive watek. coli isolates (yellow-
brown colonies) were restreaked onto modified L&&atani (LB) medium (Bertani, 1951) to
generate pure isolates. Isolates were confirmeld. asli by PCRuidA according to (Begt
al., 1991).

To compare the two selective medium used in thidystsix identical water samples
of 500 mL were filtered on 0.45 um Millipore fileeand 3 filters were deposited either onto
MUG-Ec or onto TTC-Tergitol7 agar and incubated roight at 44 °C. Filters were then
washed with PBS and DNA was extracted using thehdiay-Nagel tissue kit (Macherey-
Nagel EURL, Hoerdt, France).
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[I.4. DNA extraction fromE. coli enriched cultures of soil and cow pat samples

Each sample (25 g of fresh soil or cow pat) wasideel (Waring-Blender) in 50 mL
of phosphate buffer (pH 6.9). Serial dilutions be tfirst suspension were done in sterile
water. Two hundred microliters of each dilution ev@dded talehydrated MU/Ec medium
(Hernande=zt al., 1991)in 16 wells of 96-wells microplateéfter 36-72 h at 44 °C, positive
blue fluorescent cultures under UV illumination $3@m) corresponding to the first dilution
of samples (in order to keep diversity of cultuedbl coli populations) were used to inoculate
LB broth. After an overnight growth at 37 °C, DNAM mixed cultures was extracted using
the Macherey-Nagel tissue kit, according to the ufecturer’s instructions. DNA elution was
performed with 100 pL sterile J@. These cultures, containing presumptive soil @ pat
E. coli, were also spreaded onto modified LB medium toegstie pure isolates. 6 isolates
were confirmed ak. coli by APl 20ESystem strips (Biomérieux, Marcy I'Etgikrance).

[1.5. Direct DNA extraction from cattle feces and wildifea excrements

DNA was directly extracted from 500 mg wet of 6 9480 day-old). Wild fauna
excrements were collected from ibex, fox and masmBbr each animal, excrements were
pooled and separated in triplicate for subsequeNtA Dextraction by using MOBIO
PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratoriesid., Carlsbad, CA, USA). Cells were
lysed in lysis buffer with beads by vortexing ate thighest speed during 5 min as

recommended by the manufacturer.

II.6. Polymerase chain-reaction (PCR)-DGGH=otoli uidA gene.

PCR onuidA gene (0.166 kb) was performed with primers UALQ@®d UAR-2105
as described by Begt al. (1991) with 35 cycles and 50 ng of extracted DN&nf mixed
culture. A GC-clamp of 40-bp (Muyzet al., 1993) was attached to the 5’ end of primers
UAL-1939 to facilitate the separation of PCR pradincsubsequent denaturating gradient gel
electrophoresis (DGGE). DGGE was performed usiegltigeny PhorU 2x2 apparatus (GRI
Molecular Biology, Essex, UK) according to a moelifiprotocol of Farnleitneat al. (2000).
Samples (around 600 ng) were loaded onto 8% poflganrde/bis (37.5:1) gels castled using
a denaturant gradient ranging from 50% to 62% ohatlerants (100% denaturants
corresponds to 7M urea and 40% (v/v) deionized &nide). DGGE gel electrophoresis was
performed at 100V, 60°C, in TAE 1X buffer (Tris-sae-EDTA) during 16h. The gels were
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stained for 25 min with a 1:10000 dilution of VeBreen nucleic acid stain (Amersham,
Buckinghamshire, United Kingdom) and visualizedwatUV trans-illuminator.

II.7. DGGE fingerprints analyses
All DGGE fingerprints were analysed with GelComgdarv3.00 (Applied Maths,

Kortrijk, Belgium). To take into account the defation of denaturated gels, the same ladder
was used for all gels and normalization accordmgs DGGE fingerprint was performed to
allow gel comparison. Results were treated by takirio account the number of DGGE

bands per fingerprints and their relative intensity

11.8. Sequencing ofiidA from DGGE bands anf. coli isolates

Sequencing oliidA (166 pb) was performed for (i) 57 isolates fromteva (i) 3
isolates from soil layers und&oa grassland, 1 isolate from downhill topsoil unéi&rdus
grassland and 1 isolate from downhill topsoil un@eltha grassland (iii) 1 isolate from cow
pats. Additionally, the sequencing aifdA was performed for 9 clones from soil undrma
grassland, 12 clones from soils unéReimex/oxidized grassland and 9 clones from cow pat
deposited onRumex/oxidized grassland, as well as DGGE bands fromethienriched
cultures of soil sample. In the latter case, bavfdaterest (15) were carefully excised from
the DGGE gel with a razor blade under UV illumioati and then placed into 1@0 sterile
water. DNA was extracted from the gel piece by oight incubation at 4°C. Then
supernatant () was used as template DNA for PCR amplificati@ing UAL-1939 and
UAR-2105 primers (Begt al., 1991) as described above. Thereafter, the anmphcere
purified with NucleoSpifi Extract Il (Macherey-Nagel) and directly sequenitetoth senses

by Genome Express (Meylan, France).

I1.9. Phylogenetic analysis @idA alleles encountered in the watershed

Phylogenetic analyses were conducted using MEGAimer3.1 (Kumaet al., 2001).
The distance-based tree was built using the neighjoming method (Saitou & Nei, 1987)
and the Kimura-2-parameter model. Nodal robustimégbe tree was assessed using 1000

bootstrap replicates. Only nodes with more than #0%istrap iterations are represented.
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Figure 42 : DGGE gel obtained from uidA PCR on Rumex/oxidized soil samples. R10-1 and R8-1
corresponded to samples taken in two different cow pats deposited on Rumex/oxidized grassland ; R10-2
R8-2 in topsoil under cow pat ; R10-3 and R8-3 in subsoil under cow pat ; R10-4 and R8-4 in topsoil
downhill cow pat ; R10-5 and R8-5 in subsoil downhill cow pat. Letters beside DGGE bands indicate the
name given to bands for subsequent analyses.



[1.10. Statistical analyses

ADE-4 software (http://pbil.univ-lyonl.fr/ADE-4/) as used to cluster the data of
relative intensity of DGGE bands. Euclidean distan@s first computed and then, hierarchy
was computed with  UPGMA method. Dendrograms werawdr using the computed

hierarchy.

[I.11. Inoculation experiments

Inoculation experiments were performed to analyse durvival capacity of strains,
which were isolated from different environments asupporting either differentidA alleles
or the sameidA alleles.

[1.11.1.Preparation of cells

Three strains oE. coli were isolated either from cow pat or in soil unéea and
Rumex grasslands on MUG-Ec agar. The 3 strains wereircoed ask. coli by growth on
TTC-tergitol7 agar at 44 °C and by using API 20E8ys strips. Each strain was grown on
LB broth. After overnight growth at 37 °C, optiainsity (ORog) was measured on cultures
and these latter were centrifugated at 5500 g Gomihutes at room temperature. Then, after
removing supernatant, pellets were washed twick &imL NaCl 0.8 % and resuspended in
PBS (Phosphate Buffer Saline) to obtain a conceatraf 16 cells per mL (1 OD unit).

[1.11.2 Preparation of microcosms

The soils were collected in topsoil downhill cowt paderPoa andRumex grasslands
and sieved at 2 mm. Soil microcosms (10 g) wer@gred in triplicate for each soil, strain
and date (6 dates). Overall, 108 microcosms weredeout.

Each microcosm was inoculated with 52 EOcoli cells. Then, microcosms were alternatively
incubated at room temperature (12h) and at 4 °@)(i& Oh, 7 days, 10 days, 14 days, 28
days and 60 days.

[1.11.3.Enumeration of. coli

At each sampling date, around 1.5 g of soil weeegilsty collected and diluted in 9

mL PBS. After vortexing at high speed for 30 s, @l was collected and serially diluted in
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Table 18 : Occurrence of each DGGE band types found in animal dejections (A and B), soil
samples (B) and in water (C). Direct stands for direct DNA extraction without any culture step
and after enrichment for DNA extraction after culture steps. In white are represented bands
never found; in black, bands aways found and in grey, bands found sometimes. In A, the
comparison between extraction methods was carried out on rectal samples and 30-day-old cow
pats. For this comparison, only 6 cow pats were analysed vs. 8 cow patsin B. Then, bands
observed were not necessarily the same between A and B analyses.

Sampletype DGGE-bands
T A B C D EF G UWH 1 J KL MNO SR P

A. Animal dejection

Rectal sample Direct (3)

After enrichment (4)
30-day-old cow pats Direct (6)

After enrichment (6)
Wild fauna Direct (6)

B. Cow pats and soil (after enrichment)

Cow pats 2-day-old (6)
30-day-old (8)

Rumex reduced 0-5cm under pat (5)
0-5 cm downhill pat (4)
5-25 cm under pat (4)
5-25 cm downhill pat (3)

Rurmex oxidized 0-5cm under pat (7)
0-5 cm downhill pat (3)
5-25 cm under pat (3)
5-25 cm downhill pat (4)

Poa 0-5cm under pat (12)
0-5 cm downhill pat (9)
5-25 cm under pat (4)

Caltha 0-5 cm downhill pat (4)

Nardus 0-5 cm downhill pat (4)

C. Water at the watershed discharge

Water, direct Low water flow (7)
extraction flood (3)

Water, after on TTC, low water flow (3)
enrichment on MUG, low water flow (3)

W Q

100%

0%



0.9 mL of PBS. For each sample, 10 ul of four $etimtions were inoculated on TTC-
tergitol7 agar. After overnight growth at 44°C,Isalere counted. Results are expressed as

mean cells (+ s.e.) per g dry soil.

Results

lll.1. Population density and genetic relatednesk.afoli populations collected in

the Bise watershed.

Overall, more than 20 differentidA fingerprints were obtained, each containing
between 1 and 15 bands with 22 different DGGE bdeds Figure 42) on the wholedA
DGGE fingerprints (Table 18) and 8 (“B” to “I") appring on most of fingerprints. We
checked that one DGGE band corresponded taimifeallele by excising and sequencing 15
bands. All the sequences obtained from excised DGfakds corresponded toidA
sequences. Bands excising at the same place fiitenedit fingerprints retrieved a saraeA
allele. Bands excising at two different places sbdwlifferentuidA sequences except in 2
cases (bands M and E and bands A and I). A gre@biity of E. coli populations was
observed in over all samples. The highest genatiersity of E. coli populations was
recovered inRumex soil samples (a mean of 12 bands per fingerpant the lowest in
downhill topsoil undePoa grassland (3 bands per fingerprint) at all sangptiates.

The analysis of the genetic relatednes€.otoli populations was studied by either
partial uidA cloning/sequencing from isolates and lwgA PCR-DGGE. Ninety fiveuidA
PCR products from water, cow pat and differentsseiére sequenced. AlldA PCR products
corresponded taidA sequences dE. coli with more than 95% homology. The phylogenetic
tree derived from the analysis of these sequengdsreced 6 main groups (Figure 43). All of
them clustered with known sequencesotoli except one group (8 sequences) comprising
uidA sequences from cow pat or soils but none from iwatee two isolates supporting this

uidA sequence (iP4 and iCP1) were characterizefl edi in Texier etal. (in press).

l1l.2. E. coli populations at the discharge of the watershed

At the discharge of the watershed, each water ssmgbntain several genetically
distinct E. coli populations. Whilst the cloning/sequencing appnoaevealed 4 different
groups ofuidA sequences retrieved from water, the DGGE fingetpof water samples were

constituted of 9 (direct extraction) or 12 (aftercalture enrichment step) different main
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uidA from water
uidA from cow pat
uidA from Poa
uidA from Rumex

uidA from Nardus
uidA from Caltha

E. coli A1128 uidA from Genbank
DGGE-band uidA from DGGE-
X band excised from
gel
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Figure 43 : Phylogenetic analysis of partial uidA sequences obtained at the Bise watershed using E. coli
isolates, PCR clones and DGGE-band. Phylogenetic distances were determined by neighbour-joining
method and Kimura-2-parameter model analysis. Only nodes with more than 40% bootstrap iterations
are represented. Sequences from uidA clones were obtained from Rumex topsoil (named R8 2-X),
Rumex subsoil (R8 3-X), a cow pat found in the Rumex grassland (R10 1-X), Poa topsoil (P11 2-X) and
Poa subsoil (P11 3-X). Sequences named iP2, iCP1, iP3, iP4, iN4 and iC4 were obtained from isolates
of respectively Poa topsoil, cow pat, Poa subsoil, Poa downhill topsoil, Nardus downhill topsoil and
Caltha downhill topsoil. Sequences named wX were retrieved from water isolates and those named
DGGE-band X from excised band from DGGE gel. uidA partial sequence of Ruminococcus gnavus was
used to root the tree.



bands. DGGE bands T, D, and U may represent miadenk. coli populations whose cell
numbers drastically increased when cultured in ¢ginawedia. On the other side, band B may
represent a rather uncultural#fe coli populations (according to growth conditions used i
this study). DGGE bands A, E, I, C, M and T belangthe four phylogenetic groups
containinguidA sequences retrieved from water (Figure 43).

The TTC-Tergitol and MUG-Ec growth media gave samsult with regard to the
genetic diversity of culturable watEr coli populations.

Whatever the time period during the pasture seéabits beginning, middle, end or
just after the departure of herds) and whateventier flow regime (weak flow or flood), the

fingerprints were highly similar in terms of banammber and intensity.

[11.3. Potential sources of water contamination

Fourteen fingerprints from cow pats were obtained analyzed. A mean of 8 bands
was recovered per fingerprints. On each fingerpanty 1 or 2 bands supported the majority
of the total band intensity. Overall 20 and 18 etéint bands were found respectively on 2
days-cow pat and 30 days-cow pat fingerprints,ntfagority of these bands having a weak
intensity. 3 bands (B, K and T) were recovered drdyn fresh cow pats and not from old pat.
Band O was not recovered on fingerprints from g&eble 18).E. coli populations within
wild fauna dejections presented a quite similaedity level (13 different alleles with two
being dominants (A and C)) (Table 18).

Whereas a global similar view & coli populations structure was observed in water
once DNA was directly extracted or extracted afterenrichment step, these methods gave
distinct fingerprints on bovine dejection sampldalle 18 and Figure 44). Analysis of
correlation circle showed that this difference waglained by alleles supporting weak
relative intensity (data not shown).

All bands retrieved from water were present in qoats (Table 18). Most of cow
dejection fingerprints, except 2 (lines 2 and 3uffg 45) were the closest from water
fingerprints whereas those of wild herbivorous dega formed a particular cluster (Figure
44).
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Figure 44 : Cluster analysis of E. coli uidA patterns obtained from water (W), wild fauna (in bold),
from rectal samples (fecesX) and from 30 days old cow degjections (30d-cp). d for profiles
obtained by direct DNA extraction. e for profiles obtained after an enrichment phase. Samples
named W.flood were collected during flood periods and WX during low water flow periods during

the pasture season. Samples named W.TTC and W.MUG were collected during low water flood
period and analysed after an enrichment step on TTC or MUG culture media.




l1l.4. E. coli populations in different soils

The highest diversity was observed in soils urRlenex grasslands. Between 8 and 12
different bands were found in the different soydes under thd&rumex/reduced grassland.
UnderRumex/oxidized grassland, 6 to 12 different bands wetealy found on fingerprints
with differences between soil layers. Indeed, & twands were retrieved from the soil layers
downhill cow pat whereas a higher diversity wasnfbin soil under cow pat (between 9 to
12). UnderPoa grassland, only 3 different bands were found e ttpsoil downhill cow pat
while 5 and 8 different bands appeared on the fmg@s on subsoil and topsoil under pat,
respectively (data not shown).

Pasture units which were currently low grazédar@lus and Caltha grasslands)
presented singular fingerprints. Indeed, the saballéles (B, C,D, F, G, H, I, J,M, N, R, P,
Q) were found on all analysed fingerprints whereghly grazed pasture®da and Rumex
grasslands) showed more variation between diffeiagerprints (Table 18). Indeed, only 5
alleles (B, C, D, F and G) were present on alldnmpgints of particular layers under the two
types ofRumex grasslands and the allele A was present on ajefprints recovered from
subsoil underPoa grassland. These 6 alleles correspond to bands amitong the highest
intensities and then, may correspond to dominaptjadions. Some bands were absent in all
fingerprints of soil undeRumex/oxidized grasslands (R, W and U) (Table 18).

l11.5. Watershed functioning

All cow pat alleles were recovered in soil samlegsble 18). Band T was recovered
with a high intensity on fingerprints from 2 fresbw pats but this band has disappeared from
those pats after 1 monthhis band was recovered only on fingerprints olgtdifrom topsoil
and subsoil under these cow pats in June when tlése were still present on the soil
surface. The subsoil where the band T was recoweasddeveloped und@®oa grassland and
corresponded to a well-drained soil layer. Ti®A allele corresponding to this band is highly
homologous to the partialdA sequence from a pathoge#iccoli strain (Figure 43)

In water, all alleles retrieved from samples wevanid in soils and pats. Nevertheless, 5
alleles (K, L, P, W, Q) found in soils under grazeaktures and pats were never retrieved
from water samples (Table 18).

All fingerprints (99) from water, soils and cow patere analysed together in order to

investigate the relationships between the diffecmpartments of the watershed and to try

to assign the potential sources of water contanoingfFigure 45). Fingerprints clustered in
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three main groups and each one could be dividedtwd subgroups. The cluster 1 contained
all fingerprints from water, most fingerprints adw pat (9/14) and of soil layers undeéva
when cow pats were still present above. (4/9 in June and 6/9 in July). This cluster
contained also fingerprints recovered froRumex/oxidized in the case of recent
contamination ie. 5/5 in July). More precisely, cluster 1la contairadfingerprints from
water. It grouped also 4 fingerprints from cow pasthe 9 belonging to the cluster 1. Only
one DGGE fingerprint of soil undeRumex/reduced grassland out of 15 belonged to this
cluster. Concerning the cluster 2, the cluster 2y grouped 2 fingerprints recovered from
cow pat samples out of 14 and 4 fingerprints ouhef9 analysed for soils und@oa in June.
Most fingerprints (7/8) obtained from soils undecent low grazed pastures were grouped in
the cluster 2b.

The highest proportion diumex/reduced fingerprints (13/16) belonged to the eust
3. This cluster can be separated in 2 subclustererding to the sampling dates of the
samples. In fact, whatever the pasture unit, athdrprints recovered from soils sampled in
October mainly grouped in subcluster 3a and thesevered in August grouped in subcluster
3b.

[11.6. Survival of E. coli isolates with diverse origimsthe Rumex and Poa soils.

The uidA allele of the cow pat strain corresponds to theGEcband B, an allele never
recovered in water after enrichment step. Ttabouring by thé&oa strain corresponds to the
DGGE-band A; in other word, to the allele which veasiched in soil unddPoa. The uidA
allele of theRumex strain corresponds also to the DGGE-band ARumex/reduced soil, the
DGGE-band A was recovered in soils under pats avemdownhill pats.

Results of inoculation experiments are presentgdrEi46. InPoa, E. coli cell number
decreased at the beginning of the experiment frdréf %o around 1®cells/g dry soil within
14 days for the three strains. Then, their poputatiremained at relatively stable numbers
until the end of the experiment (60 days) wherbaslaboratorye. coli DH5a strain did not
survive inPoa soil (data not shown). IRumex, survival differed according to the strain’s
origin. The cow pat strain population strongly éds&sed and its number became undetectable
within 10 days. Théoa strain cell number decreased also but more slsinige 6.16 cells/g
dry soil were detected after 10 days, around2cklls/g dry soil after 28 days, and after 60

days, no cell was detected. TRamex strain remained at 2@ells/g dry soil during the first
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Figure 46 : Survival of E. coli in soils collected under Poa (A) and under Rumex (B) grasslands.
Isolates chosen were selected according to their origins (cow pat, Poa or Rumex) and the uidA
allele that they harbour. Concentrations are expressed by log E. coli per g dry soil.



28 days and like the 2 other strains, became ucidddie within 60 days. IIRumex soll, E.
coli DH5a number decreased dramatically after 3h (datahmw/s).

IV. Discussion

In this study, we aimed to evaluate the structuré&.ocoli populations in different
environmental compartments of a dairy watersheddsessing the diversity afdA gene,
encoding theg3-D-glucuronidase. DGGE on other gene sequencebdesonly performed on
16S-23S intergenic spacer region (ISR) to evalubte sources ofE. coli populations
recovered from water (Buchaat al., 2001). With ISR, the high observed diversity made
difficult to track the sources d. coli water contamination due to the complexity of bagdi
patterns fromE. coli isolates. Using PCR-DGGE amdA, up to 22 different bands, were
recovered from a whole set of samples, including pats, soil layers from different soils and
water belonging to the same hydrological watersidakse 22 distinct bands corresponded
each to a particular allele, showing the sensjtigitthis population approach. Contrastingly,
only 6 main groups ofiidA sequences were evidenced in the phylogeneticotresned by
sequencing isolates. Likewise, usingA PCR-DGGE based on a strain approach, (Lastlde
al., 2005) differentiated only 9 melting types on 1B0coli isolates retrieved from pristine
forest soil. As suggested by (Sigler & Pasutti, @0@ho were interested iB. coli diversity
in secondary habitats (water and sediments), weodstrateduidA PCR-DGGE on mixed
assemblages as an efficient tool to describe therslty of naturaE. coli populations in soils.

In our study, beside the access to minor populstigdA PCR-DGGE experiments provided
fingerprints with either different banding patterms similarities, which allow to follow the

relationships between environmerialkcoli populations along a watershed.

As previously reported (Bettelheimt al., 2005, Johnsomt al., 2004, Yanget al.,
2004, Aslanxt al., 2003, Hartekt al., 2003, McLellaret al., 2003, Jarvigt al., 2000, Crayet
al., 1998),E. coli banding patterns recovered in different cow patsgnt a high diversity.
Changes were observed during the 30 day decayegbdlsi.e. the disappearance of certain
alleles or the increase/decrease of the intendisome bands. This phenomenon has been
already highlighted but the reasons of these claage mostly unknown (Bekal et al.). All
alleles recovered from cow pats were observedearstil samples. This means that cow pats

may be considered as the main sourc&faoli recovered from soil environments.
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The transfer from pat to soil was pointed out by ¢hareful scrutiny of the distribution
of one particular band (T), but may corresponditthA sequence from a pathogen. This band
was only found in 2 fresh pats and in the top arnassil layers under these pats when cow pat
were still present above. Plus, one particularleals) which was retrieved from pats
fingerprints was found in only one soil developatter the most grazed uniPda). The
transfer between pats and topsoil may be due tonsder infiltration as well as soil fauna
activity (Williams et al., 2006, Oliveret al., 2005, Georget al., 2004, Jamiesod al., 2002,
Joergensert al., 1998, Van Donsedt al., 1967). The subsoil layer where this allele was
detected is a well-drained soil. Thus, this popoltatan be suspected to be transferred from
pat to deep soil through water infiltration.

The analysis ofuidA bands occurrence in different soil samples higitéd the
selection of particulakE. coli populations according to the grazing level of glasds E. coli
population structure retrieved in low grazed uiiNgardus and Caltha), i.e. with low recent
cow pat inputs, showed singular fingerprints. Irijebe same 13 alleles were recovered in all
Nardus andCaltha grasslands samples whilst the grazed pastiesek andPoa grasslands)
presented diverse fingerprints resulting from vasiassociations of the 22 alleles.

Five alleles (B, C, D, F and G) among 22 were abvagesent irRumex soil layers
and one (A) among 22 foa subsoil whilst pats did not present such selegtwitatever the
alleles are. Moreover, one allele (O) was nevendoin pat but was found in sonfimex
andPoa soil layer samples. The populations harbouringhese alleles may be considered as
naturalizedE. coli populations. These results support our previoysothesis ofE. coli
naturalization which was formulated in a study deplvith the persistence &. coli in soils
of the same watershed (Texigral., in press). Other studies on tropical (Byappanahalli &
Fujioka, 2004) or temperate (Iskdial., 2006, Byappanahalt al., 2006) soils raised also the
same hypothesis which contradicts the use Eofcoli as indicator of recent fecal
contamination. We can wonder if a cessation ofysasbnRumex and Poa grasslands will
conduct to a loss of diversity due to the selectainsoil naturalized (i.e. adapted or
acclimated) populations as observed in soils uridBrdus and Caltha grasslands. These
naturalized populations should have the abilityb&iter survive in soils than populations
transferred recently to soil from cow pat, as dest@ted by the inoculation experimeris.
coli strains isolated from soil und®oa and Rumex, and supporting the samdA allele,
presented different behaviours according to thé whierein they were inoculated. This
reflects the difference of adapting capacity oéisis according to the nature of the receptor

medium.
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The comparison of two methods based on culturecendirect extraction ensued to
the same global view d. coli diversity in water. Usually, differences are obser between
method based on culture of microorganisms and ndeidependent on culture due to the
occurrence of Viable But Not Culturable (VBNC) bawal cells in the environment
especially in freshwater (Dewettinait al., 2001). Here, except for one allele (B), the
similarity of profiles obtained by both methods gasts that maik. coli populations did not
enter in a VBNC state in freshwater, as previousiyorted by (Farnleitnegt al., 2000).
Then, a surprisingly steady-state Bf coli population structure was observed during the
whole pasture season whatever the flow of the cresk (low water flow or flood period)
whereas shifts oE. coli concentrations were noted (data not shown). Thesatitative but
not qualitative variations suggest that the sanmapastments supplied the discharge of the
watershed whatever the period of the pasture amfldatv of the creek are.

However, the culturable- and unculturable-basedou= gave different allele patterns
for animal dejections and the differences were eupd by minor alleles. Here, we can
speculate it may be due to (i) a better efficien€ydirect extraction, (ii) the occurrence of
VBNC cells in cow pats or (iii) the fact that erdmoent step may have not favoured the
growth of minor populations. Nevertheless, the tjaasof VBNC state in pats remains
unclear as they constitute a nutrient rich envirentrfor E. coli, closed to that found in
digestive tract of cows. Unfortunately, we cannotog with the VBNC topics within soils as,
during the course of this study, assays to direathyplify uidA alleles from soils were carried
out but failed probably due to the low level®fcoli populations in soils (facells g, Texier
etal., inpress).

The clustering analysis of fingerprints allows 8s@ss that the closest fingerprints to
those found in water at the discharge of the wheetsvere retrieved from cow dejections.
This supports the fact that cow pats are the maimces ofE. coli contamination in water
beside wild fauna dejections and soil stocks.

The relationship between different fingerprintsogrices that the behaviour Bf coli
populations can be relied to the different soilevatynamics. Indeed, soil fingerprints closed
to those found in water were obtained from a wedirted soil Poa) under freshly deposited
cow pat. In soil with more limited water fluxeRumex/oxidized),E. coli populations are also
but less influenced by the presence of pat. Aftex tow pat decay, closed population
structures were observed in both soils, suggestiagpreading out of soil naturalizEdcoli

populations. The composition of these naturalizedutations seems weakly influenced by
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the physicochemical properties (e.g. pH, presefi¢exic Al**

ions, organic carbon, oxygen
disponibility) differentiating these soils.

In the case of saturated and confined deiinfex/reduced)E. coli fingerprints in soll
are not influenced by the presence of cow pat. WEkecoli assemblages retrieved in this soil
are not recovered in water, even if some populaticould be independently found. This
result is supported by the observations of (Muichetaal., 2006b, Muirheackt al., 2006a).
During overland flow experiments performed on saten soils,E. coli was shown to be
predominantly transported from fecal material taexavithin small free particles by runoff
and their transfer into soil to be scarce.

In this study, we validated the useunlA PCR-DGGE to follow the transfer & coli
populations through the pat-, soil- and water-caormpants of a dairy pastured watershid.
coli populations retrieved in water at the dischargéhefwatershed mainly originated from

recent fecal inputse. directly from pat and/or from drained soils.
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Conclusion générale et perspectives

L'objectif de cette thése était d’apporter de nd@seconnaissances sur I'écologie
d’E. coli dans les écosystémes paturés en étudiant la sispeart la survie de cette espece
bactérienne dans les différents niveaux d’orgaioisat’'un bassin versant subalpin. Le but est
d’en tirer des conséquences en terme de translézhax de surface et de risque associé pour
la qualité microbiologique de I'eau de montagnecds fins, les effectifs et la structure
génétique des populationsEd’coli ont été comparés dans les différents compartindots
bassin versant paturé par des troupeaux de vaaiiesds : dans les bouses (stock primaire),
dans les sols (stock secondaire potentiel) et tleaas a I'exutoire. Afin d’analyser I'état
physiologique (état de division ou dormance) daumé¢l lesk. coli résident dans le sol, la
mise au point d'une méthode moléculaire basée susuivi de I'expression de genes

marqueurs des phases exponentielle et statiormhaiceoissance a été initiee.

L'étude de la dynamique des populationE.dloli dans les sols (chapitre 2) a montré
qgue le sol rhizosphérique constitue un réservoiirennemental permanent é&h coli avec
des niveaux de populations proches de la capaictiguie du milieu, que le sol soit ou non
expose a une bouse. La rhizospheére représentebitathache en éléments nutritifs du fait de
'abondance d’exsudats racinaires ; pour certaghggenes de 'homme ou l'animal, ces
propriétés trophiques sont un facteur favorableua $urvie (Bergt al., 2005). Dans le cas
d’E. cali, ses effectifs, dans la zone superficielle ddizosphére, sont stables et ne sont pas
influencés par (1) le niveau de pression pastofd)eles caractéristiques physico-chimiques
du sol et le type de végétation, ou (3) les saigpaturage, présence du manteau neigeux,
fonte des neiges). Les réponses observées sontdiftérentes de celles liées a I'épandage
d’effluents d’élevages (lisier, fumier) pour lequalsurvie des contaminants fécaux dans les
sols est généralement assez limitée dans le tempestefortement influencée par les
conditions environnementales (Cragieal., 1983; Jianget al., 2002 ; Trevisaret al., 2002;
Vansteelant, 2003 ; Tyrrel & Quinton, 2003 ; Oliv2005 ; Williamset al., 2007 ; Frémaux
et al., sous presse). Ces observations nous ont conduiteétre I'nypothése d’'une véritable
naturalisation dek. coli dans les sols paturés, laquelle est probablern@nall’exploitation
de longue date de l'alpage et a l'introduction daedes au cours des saisons pastorales. Cette
hypothése a également été formulée par d'autresumutqui ont révélé la distribution
ubiquiste dE. coli dans des sols tempérés et tropicaux, ce qui lémemh a remettre en cause
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son utilisation en tant qu’indicateur et traceur amtamination fécale (Byappanahalli &
Fujioka, 2004, Ishiet al., 2006, Byappanahal al., 2006).

Dans les horizons plus profonds, la présenée cbli varie en fonction des stations
pastorales et plus particulierement avec le compweht hydrique et biogéochimique des
sols. Un sous-sol drainant ne permet pas le mairdig. coli en profondeur, sauf si la
contamination est récente. Dans ces conditionsamafert rapide vers les horizons profonds,
les effectifs erE. coli sont équivalents a ceux présents en surface.n&efse, lorsque la
bouse vielllit et que le stock primaire décroits Effectifs enk. coli détectés en profondeur
diminuent et peuvent devenir indétectable. C'estae lorsque les contraintes nutritionnelles
et physicochimigues sont déterminantes, comme @snsorizons de sol ou les circulations
latérales conduisent a I'acidification du milieuolpablement & cause de concentrations
toxiques en ions Al. Dans le cas d'un sous-sol confiné, localisé dans nappe
imperméable et ou la matiére organique est forténuEitomposée, aucune différence
d’effectifs n’a été révélée entre I'horizon de sid et la profondeur. Ce travail a montré que
la dynamique des populationsEd’coli en sous-sol est liée au régime hydrique des sols,
lesquels déterminent les dynamiques d’'importatiod’&xportation de bactéries, mais aussi
les conditions trophiques et les propriétés physicniques du milieu récepteur. L'existence
de populations fécales dans les sous-sols draipantsaient ainsi indiquer que ces horizons
constituent des sources potentielles de contaroimaiti cours d’eau de 'alpage a I'exutoire.

Les conditions de survied’ coli dans le sol sont différentes selon que I'on carsid
la surface ou I'horizon profond. En surface, digpiité de substrats nutritifs et sites refuges
permettent la survie et I'adaptation Edctoli alors qu’en profondeur, les contraintes
physicochimiques ou nutritives peuvent étre fomesconduire au déclin des populations
d’E. coli. On montre en outre que IBscoli ne possedent pas les mémes stratégies de survie

que lesPseudomonas spp. fluorescents

L'étude de la structure génétique des populatiois ali dans les bouses, les sols et
'eau a l'exutoire du bassin versant (chapitre 4peamis de confirmer certains résultats
relatifs a la circulation des. coli des bouses vers les horizons profonds, et notatrimedie
déterminant joué par le régime hydrique des sotsni@e révélé par différents auteurs, la
structure génétique des populations environnenmentd#. coli est complexe tant au niveau
des stocks primaires que secondaires (Sigler & tRal006 ; Bettelheimet al., 2005 ;
Johnsoret al., 2004 ; Yanget al., 2004 ; Aslanmet al., 2003). Les populations présentes dans
les bouses montrent cependant une plus grandesitiévgue celles trouvées dans les sols et
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'eau. La structure des populationsEd’'coli dans les bouses évolue dans le temps,
probablement du fait de la minéralisation et deldasiccation de la matiére organique qui
pourraient ainsi conduire a la disparition et adection de certaines populations. Les profils
des populations issues de bouse sont proches dedesupopulations présentes dans l'eau
alors que ceux issus de la faune sauvage en smghés. Ceci signifie que la pollution du
cours d’eau de l'alpage est due principalemenéctiliité agricole et que la faune sauvage y
contribue peu. Les profils génétiques issus desdmalinants, lorsque ceux-ci sont depuis peu
soumis a la présence d’'une bouse, sont égalemactigs de ceux de I'eau. Au contraire, les
populations détectées dans les sols confinéswésatn eau présentent des profils distants de
ceux des populations des bouses et de I'eau. ®efse des bouses et des sols sous prairies
récemment paturées, I'analyse des sols actuellepenipéaturés a révélé des structures des
populations cE. coli spécifiques, présentant une plus faible diversitéuree plus faible
variabilité inter-profils. La spécificité de cegfils, éloignés de ceux des bouses, suggere que
les populations ¢E. coli les constituant ont été sélectionnées et représtedés populations
adaptées au sol. On peut se demander si un arp@ttagiage sur les stations pastor&lea et
Rumex conduirait & une structure de populations idemtsga celle trouvée sur les stations
Caltha et Nardus.

L'étude de la structure génétiqgue des populatibis coli a permis de révéler une
diversité des populations et I'existence de stmestude populations typiques pour certains
sols. Cette étude a également confirmé I'hypothiésea la circulation dek. coli des bouses

vers le sol profond en relation avec le régime oy des sols.

L’étude des capacités d’adaptatioizdcoli au sol (chapitre 3) a eu pour but d’étudier
I'état physiologique des populations introduité&s,coli, et des populations résidentes, les
Pseudomonas spp. fluorescents, avec la mesure des niveaupréesion de genes marqueurs
des phases de division et stationnaire de la eégsbactérienne. Par cette approche, on a
cherché a mieux apprécier les dynamiques et sieatégaptatives des populations exogenes.
L’expérimentation mise en ceuvre nous semble innevear, a terme, elle serait a méme de
mettre a disposition des outils moléculaires astmi 'accés a I'état de division ou de
dormance des bactéries fécales dans le sol, agogsiparait étre des éléments de progres par
rapport aux approches classiquement centrées sumaldité ou I'activité des bactéries.
Cependant, étant confrontés a des difficultés nuetlogiques, cette approche nécessite
encore de développements et compléments d’expéatem A I'heure actuelle, elle ne

permet pas d'appréhender totalement I'état dan®llesg trouvent les population€Edeoli

135






dans les sols. Parmi les 6 génes marqueurs étudlidgntre eux rpoZ et rmf) se sont
toutefois avérés étre des candidats potentielasase de leur expressionvitro au cours de
cinétiques de croissance en milieu de culturediguDans les microcosmes de sol, on montre
une correspondance d’ensemble entre I'expressisnniirqueurs et le comportement des
souches . coli. Dans des situations a fortes contraintes, lsstr@tion de ces genes serait
liée a une réponse au stress. Dans I'état actudédeloppement méthodologique, I'approche
initiée au cours de cette these ne peut donc pgaendée directement a la question de
I'évaluation de l'état physiologique B coli. Elle signale cependant des différences de
réponse dans la transcription des marqueurs etenttonc d’'étre approfondie.

En parallele a cette approche, le suivi, dans desooosmes de sol, des cinétiques de
survie de souchesH'coli isolées de difféerents environnements nous a pedmisonfirmer
les capacités d'adaptatiorEdctoli. Ces expérimentations ont révélé que l'environmgme
d’origine des souches est important pour leur mexndans les sols, la souche de laboratoire
n'ayant pas la capacité de survivre dans les soidrairement a la souche isolée d’une bouse.
Comme décrit par Scodt al. (2006), le passagekd'coli dans le tube digestif des animaux lui
confére un avantage sélectif vis-a-vis de sa sutares le sol. A partir des différences de taux
de survie observées, et notamment de la supéraegéactéries issues du sol, nous pouvons
émettre I'hypothése qu'au cours de leur passage ldasol, les bactéries acquiérent ou
expriment des propriétés leur permettant de s'matkr a cet environnement. Une souche
survit d’autant mieux dans son sol d'origine quasdan autre type de sol. Au final, ces
travaux montrent que le devenir des bactéries den&nvironnement particulier semble
dépendre a la fois de leur identité génétiquegede énvironnement d’origine et de celui dans

lequel elles sont introduites.

En rapprochant les résultats relatifs aux effecéf ceux portant sur la structure
génétique des populationsEdcoli dans les sols, on observe, dans les systéemeslsle so
drainants ouverts, des effectifs constants en ceigh une structure des populationi. @oli
évoluant dans le temps. Tant que le stock émeftalbouse) est présent a la surface de ce
type de sol, il affecte la structure des popul&iatans le sol sous-jacent (surface et
profondeur). Dans le mat racinaire, il existe dasplles populations B: coli naturalisées,
aptes a se maintenir dans un environnement riceagieéres organiques (présence d'exsudats
racinaires), méme s'il correspond a un milieu fodet dilué par rapport aux conditions du
tube digestif animal. Dans ce type de sol, les [ajmns dE. coli présentes résultent

finalement d’'un mélange entre populations issueld®use et populations naturalisées, ce
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mélange évoluant dans le temps en fonction des eévemts météorologiques et du
vieillissement du stock émetteur. L&s coli des bouses auraient, dans (ihtémps, un
avantage écologique certain sur ceux du sol puidcuesférés des bouses vers le sol
simultanément avec des particules de matieres iopges fécales, directement utilisables
comme source de nutriments. Par contre, cet avameagourrait perdurer dans le temps du
fait de la dissolution et de I'évolution de ces i@@s organiques. Les cinétiqgues de survie
obtenues en microcosmes appuient l'idée queEesoli de la bouse sont capables de
s’acclimater i.e. de persister un certain laps de temps dans le sol)

Une des hypotheses que nous avons formulée sli#tradyse des effectifs eB. coli
dans les sols était que les populations naturalisseraient plutbt localisées dans la
microporosité du sol, maintenant ainsi leurs effect 13 cellules g sol sec, ce qui pourrait
correspondre a la capacité biotique des sols &uyntiar ce type de population bactérienne. A
des niveaux de populations supérieurs,Hesoli non localisés dans les micropores saturés
seraient alors d'avantage soumis a des interactiotiques négatives de prédation et
d'antagonisme. Des compléments d’analyse devrdet apportés pour confirmer cette
hypothese mais, I'ensemble des faits observés etaenaissances préalables nous laissent
penser que la localisation déscoli dans la microporosité du sol est a méme d’explitpse
réponses observées.

Notre hypothese est de considérer qu'une certaiversité et adaptation des coli
n'est possible que dans la mesure ou, en simultanée

- Des populations primaires sont introduites defagermanente et continue, durant
un délai suffisant, ce qui leur permettrait de n@er des microsites supports et d'y adapter
leur métabolisme.

-Un substrat carboné, compatible a leur fonctioremnprimaire, leur est apporté
durant un laps de temps nécessaire a cette adeptati

- Des microsites peuvent offrir des niches refumgi$es populations sont susceptibles
de se maintenir sans étre exposés aux stressagureticontrent lors de leur introduction dans
le sol.

-Les bactéries sont capables d’exprimer les fonoadtités nécessaires a leur maintien

dans ces niches.

L’ensemble de ces conditions se trouvent étre sédiauns le contexte de la rhizosphere
superficielle des environnements paturés, qui stinduent radicalement de celles des

situations d’épandage, marquées par des dosesotfdpries mais instantanées.
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L'alpage de Bise est paturé depuis la créationatigages, c’'est-a-dire depuis le Xllé
ou le XIllé siécle. Au début, le paturage étaittptuntensif et sa gestion est devenue, avec la
déprime agricole, extensive. C’est probablememéatarage de longue durée qui a conduit a
I'adaptation de lignées particulieres=dcoli dans les différents sols. Pour évaluer comment
E. coli s’est adapté au sol, I'approche idéale consistéradtudier, sur le long terme, le
devenir dE. coli dans des sols sous pature dans un bassin vergariagamais été paturé ni

fréequenté par des animaux auparavant.

Une des hypotheses était de considérer que ladeédie fontes des neiges représentait
une étape cruciale dans la dynamique des popuatimicrobiennes de l'alpage car le
ruissellement résultant de cette fonte a&giriori susceptible d’agir fortement sur les sols.
Pour lesPseudomonas fluorescents spp., ce rble est vérifié puisqu’'dolate des neiges, les
effectifs ont chuté drastiqguement. Par contre, gowoli, cela n'est pas Vvérifié, une grande
stabilité des effectifs eR. coli dans le sol rhizosphérique ayant été observée t@mrinée,
méme durant ces conditions particuliéres. Les ¢tzad’adaptation ne couvriraient donc pas
uniquement des aspects nutritionnels mais égaleteepbuvoir d’adhésion &. coli aux
surfaces organiques ou minérales comme les arditagant ainsi leur lessivage. Pour
vérifier cette hypothése, il aurait été intéressdiaccéder a la structure des populations
d’E. coli dans les différents sols en dehors des périodgzatigage (i.e. sous le manteau
neigeux et aprés la fonte des neiges) afin de magpxéhender «I’état initial» de la diversité
des populations H: coli dans les sols avant le début du paturage et dweréfer leur
propriétés de surface et leur réponse face awssitdstionnel.

Les comportements des population&.aoli et de Pseudomonas spp. fluorescents
different. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont principalement associéssymteme
racinaire des végétaux alors que Eegoli sont associés a la microporosité des sols. Il est
donc raisonnable de penser que ces deux typespidations n’occupent pas la méme niche

écologique.

Dans l'eau, alors que des événements pluvieux rfmotnt les crues) conduisent a
une augmentation drastique des concentrationk. emli, la structure des populations est
stable, suggérant la mobilisation de réservoiratidaes quelque soit le régime d'exportations
de l'eau. L'étude des profils génétiguesE.doli dans l'eau a reposé sur un Ssuivi
hebdomadaire, sans toutefois détailler précisémesrthroniques des évenements pluvieux. Il

aurait fallu analyser plus finement la structure gepulations lors et aprés des averses et ce,
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Figure 47 : Schéma fonctionnel du comportemeht cbli dans la rhizosphére et le sous-sol de la
station «Poa » du Bassin versant de I’Alpage de Bise. Les flectodges indiquent les flux potentiels
d’E. coli, les fleches horizontales le ruissellement etlixshis verticales le lessivage. Le graphique en
vert représente les stocksErcoli dans la bouse, le trait noir plein les concentretienk. coli par g

de sol de profondeur ou en pointillés noirs, lascemtrations ei. coli par g de sol de surface. Les
graphiques en rouge représentent le niveau d’infleele la bouse sur la structure des populatidas d’
coli dans le sol. Des niveaux faibles a tres faibledfldémce indiquent la présence de populations
naturalisées au sol. Les fleches bleues repréddatemouvements d’eau et la bioturbation. Le nambr
de cellules par g de sol indigue la concentratidh cbli au sein de chague compartiment. La fleche
marron indique le dépét de la bouse.



durant un laps de temps suffisamment long. Celas naurait permis d’étudier les
correspondances entre types de populations bautésect types de volume d’eau concernés
par les écoulements, ainsi que la résilience dtesys Cette analyse globale de la diversité
suggere néanmoins que [Escoli dans I'eau proviennent principalement de contananat
fécale récente. Toutefois, il reste a savoir si taigine est liée au ruissellement des surfaces
pastorales, au lessivage des bouses déposéesmieattdans la riviere ou également au
lessivage affectant les sols drainants. Il regpeégiser le devenir dds coli transitant dans
les sols drainants. Deux hypothéses peuvent étmeufées : la 9® consiste & penser que les
E. coli sont transférés plus en profondeur vers la napp&agiue, la % que ce<E. coli ne
survivent pas. Il serait probablement pertinentutiéer la structure, la dynamique et I'état
physiologique des populationsEd’coli dans les sédiments du cours d’eau, en amont de
'exutoire, ces sédiments représentant une sourm@npelle importante enk. coli
susceptibles d’étre relargués lors de crues (Steyoimeet Rychert, 1982)

Les résultats de cette thése posent des questimniuslisation d’E. coli comme
indicateur de contamination fécale, du fait deibéence de populations naturalisées. L’'étude
de la diversité génétique des populatiors. doli par PCR-DGGE ciblant le gengdA
permet cependant de modérer ce propos puisqu'eties &n évidence que les populations
mobilisables dans I'eau sont essentiellement dpslations fécales et que les populations
naturalisées sont sédentaires. Ces populationg@aefois mobilisables lors les phénomenes
d’érosion qui, sur prairies, sont souvent dus @tirement et a la mise a nu des sols. Dans la
mesure ou les entrainement&.dioli naturalisés liés a la mise a nu et a I'érosion sids
s’accompagnent de colonies bactériennes issueslaEds fécaux, on peut penser que la
détection de ces bactéries dans I'eau est bienngym® d’'un risque sanitaire potentiel.
Cependant, la contribution de ces populations ahsg¢es a la contamination du cours d’eau
est mineure par rapport atxcoli fécaux.

Intégrer I'ensemble des populations, majoritairds n@noritaires, a permis de
discriminer les sols présentant principalement pigsulations . coli naturalisées de ceux
présentant également des populations fécales @sglif, 48 et 49). La mise en ceuvre de la
PCR-DGGE sur le geneidA s’est révelée étre un bon outil de tracagE. dbli dans
difféerents compartiments d’'un bassin versant, pdane de caractériser la structure des
populations a chaque étape de la chaine de coratamrde I'eau.

Notre étude concerne le comportement d’'un indicatdel contamination fécale,

E. coli, dans le cas d’'une exploitation extensive d'uagdpen téte de bassin versant. Le fait
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d'utiliser cet indicateur global apporte des infatmons relatives aux risques potentiels de
contamination fécale de l'eau. Le développemenn@’'wWémarche équivalente avec des
germes pathogénes tels grecoli O157:H7,Listeria monocytogenes qui est ubiquitaire ou
encore a des pathogenes opportunistes de 'hommened. aeruginosa, B. cenocepacia
nous semble intéressant pour mieux rendre com@eaisigues sanitaires liés aux pratiques
agricoles. D’ores et déja, un travail portant sudispersion et la survie de populatiors. d'
coli productrices de shigatoxines a été conduit erllpbra ce travail par B. Frémaux (2007).
Les résultats acquis sont relatifs a la mise edednde du transfert de ces pathogenes dans les
sols drainants et sont convergents avec ceux obtdams le cadre de cette theése. Ceci conduit
a penser que le paturage s'accompagne bien d'ugradidion de la qualité microbiologique
de I'eau, synonyme d’un risque de transmission ddie pour les hommes, voire aussi pour
les animaux.

Comme précisé a plusieurs reprises dans ce manuacpartie des travaux réalisés
sur la détermination de I'état physiologique destdr@es dans les sols nécessite encore
quelques mises au point. Disposer de techniquegslddion de I'état physiologique des
bactéries fécales dans I'environnement autorisesams doute I'amélioration de nos
connaissances concernant les différentes stratégdaptatives et les modalités de
naturalisation de certaines populatiorts. @bli. Cela permettrait aussi de déduire dans quelle
mesure les stratégies de colonisation de ces miiedraduisent par une €lévation des risques

associés a la santé.

En terme d’évaluation des risques au sein desosgapastorales, une forte relation
entre les populations présentes dans I'eau a bérejtdans les bouses, et dans les sols ou la
circulation de I'eau est rapide a été mise en édedele troupeau est le principal acteur de
contamination de la riviere. On ne peut exclurialme sauvage, mais sa contribution semble
ici minoritaire. Les zones contributives potengslicorrespondent aux zones ou le troupeau a
accés au réseau hydrographique du bassin versantyemges du cours d’eau et aux sols
drainants. Adapter le circuit de paturage ou interdacces du troupeau a ces zones
contributives, en instaurant des circuits fermépaerage et en installant des abreuvoirs par
exemple, limiteraient cette pollution du cours die€ependant, pour implanter et mettre en
ceuvre ces alternatives, une analyse au cas pa&staslispensable. Il faut alors analyser sa
faisabilité en fonction de la main d’ceuvre nécessales infrastructures de l'alpage ainsi que

de la répartition de la biomasse végétale surd@dp Une analyse globale du systeme pastoral
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prenant en compte la spécificité de I'exploitatetndu cadre physique dans lequel on veut

intervenir nous semble primordiale.
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Relevés véqgétation effectués au cours de la sailb. Le chiffre a co6té des noms latins

indiguent I'abondance relative de chague especeétékp

Station Poa

Festucarubra 3 (herbaceaes)

Potentilla tormentilla 1

Cynosurus cristatus 2

Lolium perenne 1

Plantago major 2

Ranunculus repens 1

Poa alpina 2

Rhinanthus crista galli 1

Plantago montana 2

Rumex alpinus 1

Trifolium campestre 2

Asplenium ruta-muraria 1

Trifolium pratense 2

Scabiosa triandra 1

Trifolium repens 2

Senecio alpinus 1

Achillea millefolium 1

Thymus serpyllum 1

Agrostis tenuis 1

Trisetum flavescens 1

Alchemilla nitida 1

Valeriana dioica 1

Alchemilla xanthochlora 1

Aconitum pyramidale +

Prunella vulgaris 1

Aconitum vulparia +

Campanula Scheuchzeri 1

Hypericum tetrapterum +

Deschampsia caespitosa 1

Carduus defloratus 1

Cirsium spinosissmum 1

Cirsiumacaule 1

Crepis pyrenaica 1

Carumcarvi 1

Dactylis glomerata 1

Euphorbia cyparissias 1

Euphrasia minima 1

Festuca pratensis 1

Phleum alpinum 1

Galium lucidum 1

Gentiana lutea 1

Gentiana verna 1

Geranium sylvaticum 1

Pimpinella major 1

Leontodon hispidus 1

Lotus corniculatus 1

Hypericum maculatum 1

Sedum album 1

Urticadioical

Bdllis perennis 1

Petasites albus 1

Plantago alpina 1

Plantago media 1







Station Caltha

Chaerophyllum hirsutum 2

Dactylis glomerata 1

Mentha sylvestris 2

Epilobium montanum 1

Caltha palustris 2

Euphrasia minima 1

Rumex alpinus 2

Festuca pratensis 1

Senecio alpinus 2

Phleum alpinum 1

Carex muricata 1

Gentiana lutea 1

Carexsp. 1 Geranium sylvaticum 1
Achillea millefolium 1 Astrantia major 1
Aconitum pyramidale 1 Lotus corniculatus 1

Agrostis tenuis 1

Luzula sudetica 1

Alchemilla nitida 1

Leucanthemumvulgare 1

Alchemilla xanthochlora 1

Hypericum maculatum 1

Helictotrichon pratense 1

Dactylorhiza maculata 1

Prunella vulgaris 1

Urticadioical

Campanula Scheuchzeri 1

Bdllis perennis 1

Deschampsia caespitosa 1 Petasites albus 1
Carduus defloratus 1 Plantago media 1
Crepis pyrenaica 1 Ranunculus acris 1

Cynosurus cristatus 1

Rhinanthus crista galli 1

Thymus serpyllum 1

Trifoliumrepens 1

Trifolium campestre 1

Trisetum flavescens 1

Trifolium pratense 1

Veratrum album 1 (muscinale)

Carumcarvi 1

Clinopodiumvulgare 1







Station Nardus

Arnica montana 2

Gentiana purpurea 2

Deschampsia flexuosa 2

Campanula barbata 2

Nardus strictus 1

Agrostis tenuis 1

Vaccinium uliginosum 1

Vaccinium Vitis-ideea 1

Calluna wulgaris 1 Deschampsia caespitosa 1
Carex glauca 1 Centaurea montana 1
Carduus defloratus 1 Festucarubra 1

Anthoxanthum odoratum 1

Gnaphalium norvegicum 1

Lotus corniculatus 1

Luzula campestris 1

Vaccinium myrtillus 1

Potentilla tormentilla 1

Rhinanthus crista galli 1

Solidago virgaurea 1

Trifolium pratense 1

Trollius europaeus 1

Veratrumalbum 1

Station Rumex

Rumex alpinus 3 Agrostis tenuis 2
Phleum alpinum 2 Trifolium pratense 2
Alchemilla xanthochlora 1 Carexsp. 1
Leontodon hispidus 1 Urtica dioica 1

Poa supina 1 Plantago media 1

Ranunculus repens 1







Systéme racinaire sooa

Couvert végétal de lBoa (en haut) et du
Rumex (en bas)

Systéme racinaire solRsImex






Rumex réduit






Fiches de comptage des bouses

Station date fraiche séche
13/06/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone
Gazon 21 6 1
Triséte
Nardaie
Marais
Traversée 29 4 1
Rumex 17 10 4 1
Terrasette
TOTAL 67 14 5 7 0 1
Station date fraiche séche
20/06/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 40 2
Gazon 22 1 4
Triséte
Nardaie
Marais 1 12 3
Traversée 25 2 3
Rumex 1 3 46 17 4
Terrasette
TOTAL 2 0 3 145 25 11
Station date fraiche séche
27/06/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 4 1 20 3
Gazon 20 7 1
Triséte
Nardaie
Marais 13 1
Traversée 5 30 1 2
Rumex 38 3 4
Terrasette
TOTAL 4 1 0 121 15 7
Station date fraiche séche
04/07/06 petite moyenng) grosse petite moyenne ges
Cone 1 4 1 12 1
Gazon 5 2 18 11 1
Triséte
Nardaie 6 3 3
Marais 6 5 1
Traversée 3 22 5 3
Rumex 15 8 1 40 18 3







Terrasette 1 1
TOTAL 37 18 2 100 36 7
Station date fraiche séche
11/07/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 3 3 2 11 7 3
Gazon 24 7
Triséte
Nardaie 6 1
Marais 2 1 5 1
Traversée 8 5 1 27 4 2
Rumex 2 2 1 40 15 8
Terrasette 3 1
TOTAL 18 11 5 113 35 13
Station date fraiche seche
18/07/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 10 1 20 10 4
Gazon 3 35 7
Triséte
Nardaie 8
Marais 5 1 3 3
Traversée 9 11 4
Rumex 45 17 5
Terrasette 2
TOTAL 18 0 1 120 48 16
Station date fraiche séche
25/07/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 10 19 10 2
Gazon 8 29 6 4
Triséte
Nardaie 13 2
Marais 7 1 12 5
Traversée 18 34 5
Rumex 17 1 42 6 5
Terrasette 6 2
TOTAL 60 2 0 155 36 11
Station date fraiche séche
01/08/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 8 2 23 7 3
Gazon 41 4 3 20 5 1
Trisete 3 1
Nardaie 3 1 20 3 1
Marais 2 20 2
Traversée 12 3 65 1







Rumex 8 40 8 8
Terrasette 2 8 3
TOTAL 77 13 3 196 29 13
Station date fraiche séche
08/08/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 1 2 47 13 6
Gazon 80 14 8
Trisete 1 3 2
Nardaie 26 3 2
Marais 32 11 3
Traversée 15 29 28 3
Rumex 2 56 16 8
Terrasette 1 3 3
TOTAL 16 3 3 276 90 30
Station date fraiche séche
16/08/06 petite moyenne grosse petite moyenne ges
Cone 26 2 3
Gazon 40 10 3
Trisete 5 3 1
Nardaie 1 18 1 3
Marais 4 13 8 3
Traversée 16 2 2 22 6 4
Rumex 30 7 6
Terrasette 2 2 1 3
TOTAL 22 4 4 157 37 23
Station date fraiche séche
22/08/06 petite moyenne) grosse petite moyenne ges
Cone 9 4 5
Gazon 2 8 7 1
Trisete 2 2 1
Nardaie 2 2 17 2
Marais 14 6 2
Traversée 8 21 2 1
Rumex 35 1 2
Terrasette
TOTAL 10 0 4 106 22 14







ANNEXE I :

Croissance bactérienne
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Colonies dE. coli visualisées sous UV aprés
croissance sur milieu MU/Ec solide a 44°C

Croissance dBseudomonas spp. fluorescents sur
milieu King's B*** aprés une incubation de 3 j a

28°C. La fluorescence jaune indique la croissance.
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Etat physiologique
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Nom

Erwinia carotovorasubspatrosepticaSCRI1043
Escherichia coliCFT073

Escherichia coliO157:H7 EDL933
Escherichia coliK12

Salmonella entericaerovarcholeraesuisSC-B67
S. entericaserovarparatyphiAATCC9150
S. entericaserovartyphi Ty2

S. entericaCT18

Salmonella typhimuriunt T2

Shigella flexneri2a301

S. flexneri 2a2457T

Shigella sonneBs046

Yersinia pestiiovar medievalis91001

Y. pestisCO92

Yersinia pseudotuberculosis
Photorhabdus luminescersaibsp laumondii
Vibrio vulnificus YJ016

Vibrio cholerae Olbiovareltor N16961
Vibrio parahaemolyticusRIMD 2210633
Vibrio vulnificus CMCP6

Vibrio fischeri ES114

Pasteurella multocidasubsp multocidaPm70
Shewanella oneidensigiR-1

Idiomarina loihiensisL2TR

Colwellia psychrerythrae@4H
Pseudoalteromonas haloplankfiAC125
Haemophilus influenza86-028NP
Legionella pneumophildens

Coxiella burnetiiRSA 493
Methylococcus capsulatuBath
Pseudomonas fluorescef$-5
Pseudomonas syringgev. syringaeB728a
Pseudomonas fluorescef$O-1
Pseudomonas putid§T2440

P. syringaepv. tomato DC3000
Pseudomonas aeruginog2A01

P. syringaepv. phaseolicolal448A
Psychrobacter arcticu273-4
Xanthomonas oryzapv. oryzae
Xanthomonas campestrisv. vesicatoria85-10
Xylella fastidiosa 9a5c

Azoarcus spEbN1

Ralstonia solanacearurMI1000
Ralstonia eutropha]MP134

Burkholderia pseudomalldi96243
Burkholderia sp.383

Chromobacterium violaceurATCC 12472
Neisseria meningitidi€2491
Nitrosomonas europaeATCC 19718
Wolbachia

Ehrlichia ruminantiumGardel

Ehrlichia ruminantiumWelgevonden
Ehrlichia ruminantiumWelgevonden
Bradyrhizobium japonicunySDA110
Agrobacterium tumefaciene58
Sinorhizobium meliloti1l021

Brucella suis1330

Brucella melitensisiovarabortus 2308
Mesorhizobium lotiMAFF303099
Bartonella quintanaToulouse

Brucella melitensid6M

Nitrobacter winogradskyNb-255
Magnetospirillum magneticurAMB-1
Caulobacter crescentu€B15
Helicobacter pylori26695

Helicobacter pyloriJ99

Campylobacter jejunsubspjejuni NCTC11168
Enterococcus faecaliy583
Streptococcus thermophil CNRZ106¢

N° accession
BX950851
AE014075
AE005174
U00096
AE017220
CP000026
AE014613
AL513382
AE006468
AE005674
AE014073
CP000038
AE017042
AL590842
BX936398
BX470251
BAO00037
AE003852
BA000031
AE016795
CP000020
AE004439
AE014299
AE017340
CP000083
CR954246
CP000057
CR628337
AE016828
AE017282
CP000076
CP000075
CP000094
AE015451
AE016853
AE004091
CP000058
CP000082
AE013598
AMO039952
AE003849
CR555306
AL646052
CP000091
BX571965
CP000150
AE016825
AL157959
AL954747.1
AE017196
CR925677
CR925678
CR767821
BA000040
AE008688
AL591688
AE014291
AMO040264
BA000012
BX897700
AE008917
CP000115
AP007255
AE005673
AE000511
AE001439
AL111168
AE016830
CP000024
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Nom
Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Erwinia amylovora

Erwinia chrysanthemi
. coli 53638
.coli B171
. coli E110019
. coli F11
. coli E22
. coli BTA
. coli HS

E.coli E24377A

Klebsiella pneumoniae

Kluyvera cryocrescens

Proteus vulgaris

Serratia marcescensubsp marcescens
Shigella boydiiBS512

Shigella boydiiCDPH
Vibrio harveyi
Vibrio choleraeV51

Shewanella amazonensgB2B
Shewanella denitrifican©S217
Microbulbifer degradans2-40
Haemophilus somnu2336
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas chlororaphis

P. syringaepv. aptata
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas spl18
Pseudomonas putidgl

P. aeruginosaUCBPP-PA14
Pseudomonas stutzeri
Azotobacter vinelandii

Ralstonia metallidurans<CH34
Burkholderia pseudomalles13
Burkholderia malleiSAVP1
Burkholderia fungorum.B400
Burkholderia cenocepaciall2424
Burkholderia cenocepaci®C184
Burkholderia cepacisSEMIA 6394
Nitrosomonas eutroph&71
Wolbachiasp. TRS ofBrugia malayi
Gluconobacter oxydan621H
Gluconobacter albiduséNBRC 3273
Bradyrhizobium japonicunSEMIA 6420
Rhizobium elti

Rhizobium phaseoli
Mesorhizobium spCCNWGX022
Bartonella bacilliformis KC584

mmmmimimm

n° d'accession pour chaque géne

ftsZ rpoZ

ZP_00708976.1
ZP_00719110.1
ZP_00726316.1
ZP_00729638.1
ZP_00715624.1

ZP_00704382.1
ZP_00702462.1

EAN70511.1
ZP_00315078.1

ZP_00599074.1

ZP_00277702.1
ZP_00459356.1

ZP_00670465.1

ZP_00707622.1
ZP_00701674.1

ZP_00699679.1

ZP_00586601.1
EAN71732.1
ZP_00316365.1

ZP_00131867.1

ZP_00141818.1

EAM08521.1
EAN52973.1
ZP_00498334.1
ZP_00451553.1

DQ010057

fis rpoS dps
AAO47736.1 AAO47739.1
CAA73683.1 AAO41729.1
CAA10959.1
CAC44359

ZP_00733914.1
ZP_00708803
ZP_00713405
ZP_00721889
ZP_00727238
ZP_00714316

ZP_00707273
ZP_00701326

ZP_00734901.1
ZP_00711071.1
ZP_00719834.1|
ZP_00725687.1|
ZP_00728523.1
ZP_00716558.1|

ZP_00710741
ZP_00720254.1
ZP_0072R151.
ZP_00729087.1
ZP_00717127.1

rmf

ZP_0070678@R| 00705033.1
ZP_0070073@R| 00703120.1

AAC77889.1 AA041730.1
AAN8B5639.1 CAA05499.1
AAO47737.1 AAO47740.1
AAO47738.1 AAO47741.1
AF321124_1
EAN71274.1
ZP_00315124.1 ZP_00315173.

C

AD57977.1

AAP97086.1

AAN59884.1

B

AA21674.1

AAU8B5546.1

ZP_00141309.1

AY029155.1

ZP_00902326.1

ZP_00137012.2

ZP_00419886.1

ZP_00587217.1

ZP_00900795.1

EAMO04274.1

EAN54762.1
ZP_00497821.1

ZP_00281399.1

ZP_00598799.1
ZP_00496758.1

ZP_01010996.1
ZP_00282772.1

EAM17720.1

YP_191140.1

14






A 35 Bshigellaf \
Escherichi
ArbrerpoS Sr?gem[
EcolHS
Shigeflaso
Ecoi3638
Escherichi
EcolB74
EcoliE1100
EcoliE22
EcoliB171 i
EeE23T > Enterobacteriaceae
GOl
gerger}ﬂar
Salmonella
Salmonela
Salmonela
SentserCho
s YpestisCOO
Yersiia
Versiniaps j , 50 ——
p —8 Shewangla
500 B erobulbl
2 19 —Psaudoate
N— - owelg
M L - -Legnneilu_cm”m
o o h:ltﬂornarlna
ohary
P —:'Vib, .
—‘iwbrio-:hcd
Vibriochol
= Vbriovuly
8 phglorhald
—— Eryyiniaamy
— B luyveracr
0 irlacar
— A Eryyiniacht
ﬂcplseuduoleo N\
Papudomo
390 suuw Payrpy apt
Payringagp
oo | ——&pszidochio }
Pzeudatola Pseudomonadaceae
— irafohacte
gﬂa Pseudosp M
Pseudqmnna
Paerugmugm T J
420 Burkholder
500 Burkholder
500 ——Byrkhalder
4o 4% Ralstorise
Ralstoniam
Ralstoniag
B Arnarcus

Arbres phylogénétiques obtenus par la méthode cinmuian de vraisemblance (ML) sur les différents
marqueurs de I'état physiologique : A pour le g@usS; B pour le génamf; C pour le gendps; D
pour le gendis; E pour le génepoZ; F pour le génétsZ
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EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES TOTAUX

Protocoles GRIFFITHS et al., 2000 et BURGMANN ¢t2003 et Triplett et al., 1998
modifiés.
D’aprés Thése de H. El ZEMRANY

MODE OPERATOIRE

A. Préparation des échantillons de sol

— Ajouter 0,500g de sol & un micro tube de 2 mL contenant envi@d L de billes de Zirconium-
silice.

B. Lyse chimique et mécaniques des cellules ou des peules

virales :

- Ajouter & chacun des échantillons sortis du congéta

(600 pL desolution d’extraction

- Puis rajouter :

(600 pL du mélangd>CAl (phénol chloroforme alcool isoamylique 25/24/4/vJ si
I'objectif est uneco-extraction ADN/ARN.

- Vortexer légérement afin d’homogénéiser le mélasaibilles/solutions d’extraction.

- Agiter les échantillons avec \ébro-broyeur RESCHT MM2000 pendan2X45 secondesa

la vitesse maximalglamplitude 100). (On préconise une vitesse ddiootae 6,5 m/s). Les
plots du vibro-broyeur doivent avoir été refroigendant au moins 12 heures a -20°C et étre
RNase-free, ce qui suppose un nettoyage au SD&retqgage a I'eau UP traitée au DEPC
préalable.

Entre les deux agitations, faire incuber les échang 1 minute dans la glace.

- A lafin de la deuxieme agitation, transférer lekantillons dans la glace.

C. Extraction des résidus protéiques par le mélange P& (co-

extraction)

- Centrifuger al6000 gpendantlO minutesa+4°C les tubes aprés I'étape au vibro-broyeur.
- Récupérerd phase aqueuse supérieure contenant les acides léigues.Couper en

biseau le bout du cone de la pipette. Les résidymnaques restent dans la phase inférieure.
Attention & ne pas prélever I'interface. Sinon rareer I'extraction a partir de cette phase
agueuse supeérieure jusqu’a ce que l'interfacepsofire.

- Transférer la phase aqueuse dans un tube Eppeatefbriil

- Renouveler toute I'opération en rajoutant de nouvaaculot de sol

[b00 pL desolution d’extraction

PUIS

21






(500 pL du mélangd’CAI (phénol chloroforme alcool isoamylique 25/24//v)
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- Homogénéiser le mélange, agiter au vibro-broyeaeetrifuger selon les mémes
modalités que précédemment.

D.Compléement de I'extraction par le melang

chloroforme/isoamylalcool

- Regrouper les phases aqueuses obtenues pour untikmmaans urméme tube
Eppendorf de 2 mL. Distribuer éventuellement le mélange ddesx tubessi le volume
recueilli estsupérieural mL.

- Chague tube recoit wolume égaldu mélangeAl (chloroforme alcool isoamylique
24/1-v/v) puis esagité manuellement jusqu’a formation d’'une émulsion.

- Centrifuger ensuite 46000gpendantl0 min, température maintenuetd°C. Cette étape
permet I'élimination des traces de phénol.

E. Précipitation des acides nucléigues

Préecipitation a |’ 1sopropanol

- Transférer la phase aqueuse supérieure dans uotuafierdel,5 mL (bout conique),
homogénéiser. Si olume de cette phasexcede 750 plLla répartir dans un ou deux autres
tubes de 1,5 miDistribuer plutét desolumes égauxsi deux tubes de 1,5 mL sont utilisés
- Ajouter a chaque tube wolume égald’isopropanol puis homogénéiser doucement le
mélange.

- Incuber aempérature ambiantependant au minimur@0 min.

- Centrifuger le tout 46 000gpendant au minimurh5 min a+4°C.

F. Lavage du culot :

- Eliminer le surnageant et laver chaque culot ag80 pL (ou 300 L précipitation
éthanol/acétate de Xd'éthanol 70% froid (produit & maintenir dans la glace). Imprimer gaetu

un léger mouvement de balancier pour laver le @dot le désagréger.

- Centrifuger a.6000gpendantLO min (température-4°C).

- Eliminer I'alcool, utiliser éventuellement une pifgea cone fin, veiller a ne pas perdre de
culot.

- Si 'ARN est soumis a immédiatement a une purifaatsur une membrane de silice de
type RNeasy mini kit, QUIAGEN, USA |'étape de séchage n’est pas réalisée puisque de
I'éthanol est rajouté systématiquement au culohleadépbt sur colonne.

G.Traitements des acides nucléigues :

1 Purification desacides nucléiquesisolées
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ARN

Utilisation du kitRNeasy mini kit QIAGEN et application du protocole de purification des
acides ribonucléiques (cf page 56 a 57 du RNeaddini Handbook Avril 2006)

Protocol: RNA Cleanup

The RNeasy Mini Kit can be used to clean up RNAvmusly isolated by different
methods or after enzymatic reactions, such asifapel DNase digestion. Determining the
correct amount of starting material. A maximum 601ig RNA can be cleaned up in this
protocol. This amount corresponds to the RNA bigdiapacity of the RNeasy spin column.
Important points before starting :

If using the RNeasy Kit for the first time, readrjportant Notes” (page 18). If working with
RNA for the first time, read Appendix A (page 6Buffer RLT may form a precipitate upon
storage. If necessary, redissolve by warming, bad place at room temperature (15-25°C).
Buffer RLT contains a guanidine salt and is thenrefoot compatible with disinfecting
reagents containing bleach. See page 8 for safgtymation. Perform all steps of the
procedure at room temperature. During the procedvwwek quickly.

Perform all centrifugation steps at 20—-25°C in andard microcentrifuge. Ensure that the
centrifuge does not cool below 20°C.

Things to do before starting

[Buffer RPE is supplied as a concentrate. BeforaguBr the first time, add 4 volumes of
ethanol (96-100%) as indicated on the bottle taiakd working solution.

Of performing optional on-column DNase digestiomegare DNase | stock solution as
described in Appendix D (page 69).

Procedure

1. Adjust the sample to a volume of 1(Dwith RNase-free water. Add 350 Buffer RLT,
and mix well.

2. Add 250yl ethanol (96—100%) to the diluted RNA, and mix W&y pipetting. Do not
centrifuge. Proceed immediately to step 3.

3. Transfer the sample (7Q0) to an RNeasy Mini spin column placed in a 2 mllection
tube (supplied). Close the lid gently, and ceng#uor 15 s at 8000 x g—(10,000 rpm).
Discard the flow-through.

* Flow-through contains Buffer RLT and is thereforat compatible with bleach. See page 8
for safety information.

Use again the collection tube in step 4.

Note: After centrifugation, carefully remove the &y spin column from the collection tube
so that the column does not contact the flow-thhouge sure to empty the collection tube
completely.

Optional: If performing optional on-column DNasegéstion (see “Eliminating genomic
DNA contamination”, page 23), follow steps D1-D4gp 69) after performing this step.

4. Add 500ul Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close itigéntly, and centrifuge for
15 s at 8000 x g (_10,000 rpm) to wash the spinmmalmembrane. Discard the flow-through.
Use again the collection tube in step 5.

Note: Buffer RPE is supplied as a concentrate. Endaie éthanol is added to Buffer RPE
before use (see “Things to do before starting”).
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5. Add 500ul Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close itigéntly, and centrifuge for
2 min at 8000 g { 10,000 rpm) to wash the spin column membrane. ®hg tentrifugation
dries the spin column membrane, ensuring that Imanet is carried over during RNA elution.
Residual ethanol may interfere with downstreamtreas.

Note: After centrifugation, carefully remove the RNeagyn column from the collection tube
so that the column does not contact the flow-thhou@therwise, carryover of ethanol will
occur.

6. Optional: Place the RNeasy spin column in a nemlZollection tube (supplied), and
discard the old collection tube with the flow-thghu Close the lid gently, and centrifuge at
full speed for 1 min. Perform this step to elimaany possible carryover of Buffer RPE, or
if residual flow-through remains on the outsideled RNeasy spin column after step 5.

7. Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml codlecdube (supplied). Add 30-5d
RNase-free water directly to the spin column memér&lose the lid gently, and centrifuge
for 1 min at _8000 x g (_10,000 rpm) to elute theAR

8. If the expected RNA vyield is >3(ig, repeat step 7 using another 30-t#b(RNasefree
water, or using the eluate from step 7 (if high RbB#centration is required). Use again the
collection tube from step 7. If using the eluatenirstep 7, the RNA vyield will be 15-30%
less than thatobtained using a second volume ofsBiffee water, but the final RNA
concentration will be higher.

ADN
Utilisation du kitNucleoSpin®TissueMacherey-Naguel GmbHa Co, Germany.

Réactifs de purification utilisés

= Tampon B3: Tampon a reconstituer avant utilisation a partitatupon Blet
du réactif B2 Transvaser la totalité du tampon B1 dans le flabonéactif B2.
Bien mélanger. Lasolution B3 se conserve a température ambiante et est
stable pendant un an.

= Ethanol 100% (v/v) : non fourni avec le Kit.
Ethanol Absolu HsO Normapur VWRI prolabo, France. LOT 0602714
PM = 46,07 d°= 99,8%

= Colonne de purification Mini Spin Column®

= Tampon BW prét a I'emploi

= Tampon B5: Tampon concentr& compléter avec dé&thanol 100% (v/v)
au volume indiqué sur le bouchon du flacon. Le n@ua ajouter est 4 fois
celui du tampon B5 concentre.

= Tampon BE Tampon Tris 5 mM pH 8.5) = tampon d’élution de '’'ADN

tampon a utiliser &70°C de préférence.

= Eau Ultra-Pure : non fournie dans le kit
A utiliser comme éluant de '’ADN a la place du f@on BE.

» Purification de ’ADN (Kit NucleoSpin®Tissue)
Le protocole du fournisseur a été modifi€ notamneente qui concerne les vitesses de
centrifugation.

Ajustement des conditions d’adsorption ADN/silice :
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Ajouter 200uL de « Buffer B3 » (tampon B3)
Vortexer énergiquement pendant 15 s.
Incuberl0 min a+70°C (bain-marie).
Vortexer brievement.

Ajouter 210 pL d’éthanol absolu

Vortexerl5 s
(Apres addition d’éthanol, un précipité filandreuxqut étre visible. Cela n’affectera pas la purifiéah si
I'on veille a déposer sur la colonne la totalité guécipité)

VVVVVYY

Adsorption de I'’ADN :

» Pour chaque échantillon, placer une micro-coloraresdin tube collecteur
de 2 mL (fourni).Transvaser la totalité de la prégan sur la micro-
colonneMini Spin Column®.

» Centrifugerl a2 min 413 500 rpm

> Eliminer le filtrat et replacer la micro-colonnendde tube collecteur.

Lavage de la membrane de silice

Ajouter500 pL de tamporBW

Centrifuger2 min 213 500rpm

Eliminer le filtrat et replacer la micro-colonnendde tube collecteur.

Ajouter 600 pL de «Buffer B5 » (tampon B5)
Centrifuger2 min 213.500 rpm
Eliminer le filtrat.

YVV VYVV

Séchage de la membrane de silice :
» Mettre la colonne dans uobe de 1.5 mlau bouchon coupé.
» Centrifuger pendarit min a 13500 rpmafin d’éliminer I'alcool résiduel.

Elution de I'ADN :

» Placer la microcolonne dans un nouveau tube Epp&ndde 1,5 mL (a
bouchon coupé ou non selon la configuration du eplat de la
centrifugeuse)

Plusieurs alternatives d’élution peuvent étre tssté

» Ajouter50 pL d’eauUP*

> Incuber aempérature ambiantependant min. Protocole
> Centrifugerl min 216 700 g- 13 000 rpm Narbonne
>

Récupérer le filtrat dans un tube 2ienl a vis

Ou

» Ajouter50 pL detampon BE* (Elution buffer ou Tampon Tris 5 mM pH
8.5) préchauffé a70°C.

Incuber &empérature ambiantependanting minutes

Centrifugerl min a13 500rpm

Récupérer le filtrat dans un tube Eppendode 1,5 pL.

YV VV
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(*Alternative retenue pour les sols de la Réunion.)

Dans les deux cas, doser ’'ADN par spectrophotaeéty (Nanodrop®) et par fluorescence
(Quant It ™ Picogreen ® » Molecular ProlegITROGEN, UK). Un contrdle de la qualité de
I'extraction par électrophorese sur gel d’agarddedbit aussi étre réalisé. Le rapport des
concentrations [NANQO]/[PICO] permet d’apprécieplareté de I'extrait.

Placer rapidement les solutions d’extractichZ0°Cen aliquotant

H. Electrophorese sur gel d’agarose 1,2%

Dans un premier temps, une électrophorese surdiextrut peut étre effectuée. Elle
s’effectue sur gel d’agarose réservé a 'ARN (agastGMA ALDRICH typell MédiumEEQO)a
1,2% préparé a partir d'un tampon TBE RNase-free (Basate EDTA) 0,5%pH 8.3 (TBE

10X EUROMEDEX, France) comme suit :

- pour 2 gels de 17 puits (2X50 mL) prévoir: 5 mLtdmpon TBE 10X + 95 mL d’eau
RNase-free,

—ajouter 1,2 g d'agarose

- Faire dissoudre I'agarose au four micro-ofghele 413)pendant 2 minutes en interrompant
le chauffage des qu’il y a formation de bulles afi@viter I'évaporation de la solution et sa
concentration. Mettre chaleur moyenne (2) et \@rifabsence de cristaux.

- Lorsque le mélange ne présente aucune cristatlisdé refroidir en passant le bécher sous
I'eau froide jusqu’a obtention d’'une température+d®& °C+50°C.

— A ce moment rajouter le réacBET (10 mg/mL) (ERBA CARLO REAGENT] Italie LOT
V3E476053E) :

5uL deBET pour100 mL ce qui correspond a une concentration finale dagel ded,5

pg/mL

- Couler le gel dans les moules qui contiennent éegnes destinés aux petits puits. Laisser
3 mm entre le gel et le sommet des puits.

- Oter les bulles avec le dos d'un cbne de pipettessser le gel se polymériser a
température ambiante pendant une heure.

- Aprés polymérisation le gel est soit utilisé imnadment, soit conservé a +4°C en tampon
0,5X (tampon RNase-free), le gel doit y étre tatadat immerge.

- 5uL de solution de dépbtsont mélangés avesulL d’extrait ’ARN ou ARN/.ADN,
homogénéisés puis déposés dans un puits.

—un marqueur de taille le ladder DNA 1Kb#\(ITROGEN life technologies, USA) est
également déposé a un volumesgd.

—la migration s’effectue en cuves Emblitec Run QHelectrophoresis Cell (tampon TBE
0,5X) sous un voltage dE0V jusqu’a une petite moitié de distance de migratiortampon
de dépbt qui sert de témoin de migration.

-la révélation s’effectue souslumiere ultraviolette en liaison avec un appareil de
photographie et un logiciel de traitement des desn@améra, Vilber Lourmat, France ;
logiciel : Biocapture MV).
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RESUME
Le pastoralisme dans les prairies subalpines erd&tbassin versant représente un risque poteletipbllution
microbiologique fécale des sols et de I'eau. L'icipdes pratiques pastorales sur la qualité desesas-dela
sur les aquiféres récepteurs mérite d'étre étudiésdes contextes ol s’élabore une part essentiele
ressources en eaux. L'objectif général de ce tragaid’améliorer les connaissances sur I'écolegies facteurs
de contrble de la dispersion et du transfeEscherichia coli, dans les sols et bassins versants des écosystémes
pastoraux. Des techniques de microbiologie pastene (dénombrement des populations) et de biologie
moléculaire (état physiologique et structure géu&tides populations) sont mises en ceuvre poureétigli
devenir des bactéries dans différents niveaux diusgation du systéeme Bassin Versant : bouses,es@gu.
L’horizon rhizosphérique de surface du sol (0-5 sfapt révélé étre un réservoir environnementaihpeent en
E. coli (10° & 1d cellules @ de sol sec), quelques soient la saison et lastptistorale considérées, suggérant la
naturalisation de populationsEi’coli. Plus en profondeur (5-25 cm), I'abondanck. dbli est mise en relation
avec I'hydrodynamique des sols (sol drainant eteotivsol saturé et confiné). La structure génétigdes
populations . coli répond de fagon similaire. Dans I'eau, les popoieti dE. coli détectées ont des
similitudes fortes avec celles des bouses déposéedalpage et celles localisées dans les soliaints
connectés aux aquiferes. Enfin, plusieurs marqueeii&tat physiologique &. coli ont été sélectionnés et des
outils moléculaires élaborés. L'ensemble de cesltads est discuté sur le plan de la valeur indicatd’E. coli

et de son comportement dans les sols de prairtasies.

Mots-clés: Escherichia coli, contamination fécale, bassin versant, sol, hygrathique, réservoir, adaptation,

structure génétique

ABSTRACT
Grazing in subalpine pasturelands located in whéetsheads represents a potential risk in termsecdl f
microbiological pollution of both soil and water.ehkce, the role of pastoral practises on soils andfers
quality needs to be evaluated. The general godliefivork is to provide deeper knowledgeEarcoli ecology in
dairy alpine grassland soils and on controllingtdeg of E. coli in the environment. Microbiological analyses
and molecular biology are carried out to evaluat tbehaviour oE. coli populations in cow pats, soils and
water (throughout the estimation of populationauradance and physiological status as well as genetic
structure). The rhizosphere soil (0-5 cm) is showedbe a permanent environmental reservoirEo€oli
populations (1Hcells g' dry soil) whatever the season or the pasture Whis result raises the possibility that
fecal E. coli could constitute a naturalized (sub)population,clutis now part of the indigenous soil community
of alpine pasture grasslands. In deeper soil l&gdow the root zone (5-25 cm), the abundanc&.afoli is
directly correlated to soil hydrodynamic as does plopulation genetic structure. In watEr,coli populations
are closely related to those from cow pats and fraeti-drained soils, connected to aquifers. Alsmlenular
markers have been elaborated to purcliaseli physiological state. These results are discusséerins of the

indicator value oE. cali and of its behaviour in soils of pasture grassand

Key-words Escherichia coli, fecal contamination, soil, watershed, hydrodyrmaméservoir, adaptation, genetic

structure
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