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Détermination de |'origine des pollutions fécales des eaux :
Exemple d'outils développés dans le cadre du projet
"Traceurs de contamination fécale"
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déjections d'animaux effluents et boues issus rejets des habitations non
d'élevages des stations d'épuration connectées aux réseaux

B

pollution microbiologique et chimique
qui participe a la dégradation de la
qualité des eaux de surface
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Pollution diffuse

Identification de
leur origine difficile

Pollution localisée
rejets identifiables
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www.nice.fr/.../Qualite-des-eaux-de-baignade

zones de baignade

zones conchylicoles




Comment tracer les pollutions fécales ? ~

= méthodes normalisées de détection de pollution fécale

2 indicateurs de contamination fécale
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Comment tracer les pollutions fécales ?

=> Besoin d'outils analytiques pour
identifier les sources de pollution

travaux scientifiques sur les marqueurs

2 Projets

Az (Camae el Mar'quo?oleau (l:i’r’ror'alis/Ifr'emer')
AFSSET labellisé par le Pole Mer Bretagne

Fonds FUI, région Bretagne, collectivités
territoriales

6 organismes de recherche

3 laboratoires d'analyses privés (Littoralis, 2 IPL)
4 organismes de recherche

Agence de I'Eau Loire-Bretagne

DRASS Bretagne

Brest Métropole Océane (collectivités)




objectif (projet Traceurs - 2007-2010)
développer et valider de nouveaux outils analytiques fondés sur

I'identification de marqueurs permettant de déterminer l'origine humaine
ou animale de la pollution fécale

finalité (projet Marquopoleau -2009-2011)
fournir aux acteurs de |'eau les bases scientifiques et les outils

nécessaires aux évaluations d'impact et de risques liés aux contaminations
fécales -

Outils supplémentaires pour les profils de baignade

originalité des projets : approche pluridisciplinaire




Marqueurs de contamination

2 approches :

- microbiologique :
1) identification de séquences d’ADN bactérien

2) identification de bactériophages

- chimique :
1) quantification de molécules spécifiques des rejets
de stations d'épuration urbaines

2) identification des empreintes moléculaires des
stéroides en fonction des effluents humains ou
animaux

3) caractérisation de la matiere organique




projet Traceurs - 2007-2010

6 Laboratoires partenaires

CEMAGREF Rennes

marqueurs bactériens spécifiques des effluents d'élevages
porcins / bovins

IFREMER Brest
marqueurs viraux et bactériens animaux et humains

INRA Narbonne
marqueurs bactériens humains

LEESA/EquAM -Université d'Angers
marqueurs chimiques : molécules d'origine humaine

UMR CNRS Géosciences- Rennes
UMR Sol Agronomie Spatialisation (SAS)- Rennes
marqueurs chimiques : caractérisation de la matiére organique




projet Traceurs - 2007-2010 : Programme de |'étude

1) développement d'outils
sur féces bovines, porcines et humaines, effluents de stations d'épuration

2) application terrain
comportement des marqueurs et de £. coli

> eaux de ruissellement lors de I'épandage simulation de pluie

» cours d'eau impactés pollution humaine ou animale

station d’ epur'q‘rlon urbaine . r'e'e‘r daba‘rTour _ zone lmpac‘ree animale
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Projet MARQUOPOLEAU 2009- 2011 - Programme de I'étude
10 partenaires

-Validation, adaptation des outils analytiques

-Formation des partenaires privés aux méthodes

- Evaluation de la persistance en microcosmes

eau douce a l'obscurité a 8°C
eau de mer en lumiere artificielle a 18°C

-Application des outils aux pollutions diffuses

d'un bassin versant

suivis mensuels + crues pendant 1 an N
points de prélévements en amont et au niveau du littoral (baignade) st ron i o gy o230

-Transfert des outils analytiques au partenaire privé des la validation
des méthodes

- Essai d'intercalibration des méthodes sélectionnées




Premiers résultats projet Traceurs
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marqueurs et outils
> marqueurs chimiques d'origine humaine

e caféine

* 8 autres molécules de synthese détectées dans 100%

des effluents urbains (US-EPA)

- éthyl citrate (additif du tabac)

- galaxolide, tonalide, benzophenone (parfums dans cosmétiques)

- diphenhydramine (antihistamine)

-tri(2-chloroethyl)phosphate (TCP), tri(dichlorisopropyl)phosphate
(TDCP) (retardateurs de flamme)

- triclosan (désinfectant)

outils analytiques e

analyse multi résidus par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse en tandem

LEESA/EQuAM -Université d'Angers




Résultats

> marqueurs chimiques de synthese

présence systématique
Critéeres de sélection < concentration > LQ analytique

persistance dans |'environnement

Dosage validé pour 7 molécules sur les 9 sélectionnées

éthyl citrate
Benzophénone, galaxolide, tonalide
TCEP, TDCP

caféine

LEESA/EQuAM -Université d'Angers




Analyse de 5 effluents de sortie de stations Résultats

d'épuration (2700 a 250 000 EH)

=
o

L
N

0,8

0,4 I
A
Q
>
=
@
©
()
IS
o)

| ]
_'-

concentrations pg/L

Galaxolide ]
-.-
[]
[ ]

concentrations pg/L

)

St lambert

3l
St sylvain - Stsylvain
Angers Angers
Pellouailles Pellouailles

> .l I Murs Erigné Murs Erigné
St lambert

Tonalide
Galaxolide
Tonalide

o
Q
& mai juillet

Benzophénone ]
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station d'épuration
fluctuations < -
date de prélevement

les 7 molécules sélectionnées sont
détectées a des teneurs > LQ (0,02ug/L)

LEESA/EQuAM -Université d'Angers




marqueurs et outils

» marqueurs chimiques naturels

- fraction soluble de la matiere organique
(empreinte spectrale )

Longueur d’onde exc

tyrosine et tryptophane

Longueur d’'onde émission (nm)

outils analytiques

spectrométrie de fluorescence moléculaire tridimensionnelle

UMR SAS - Rennes




Résultats
Signature spectrale des effluents d'élevage : tryptophane et tyrosine
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Intensité importante de la
tyrosine dans lisier de porc

Intensié maximal

lisier de porc Fumier de Fumier de Fumier de
porc porc composté  bovin
composté

Parcelle amendée lisier de porc

= signal tyrosine plus important que fertilisation
minérale 6 mois apres épandage

UMR SAS - Rennes




marqueurs et outils

» marqueurs chimiques naturels

- stérols, stanols

outils analytiques

Extraction de la matiere organique

Fractionnement des extraits organiques par chromatographie liquide
Analyse des stéroides par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse

Extrait Organique
Analyse CPG-SM

aliphatique aromatique Molécules de masse
HydroC Q HydroC

- composés =
PO I air‘es www.edgb2b.com/.../produit/produit_la_46002.jpg

UMR CNRS Géosciences - Rennes




Profils des stérols et stanols des lisiers de Résultats
porc et fumiers de bovin

Coprostanol

Lisier de porc

Epi-Coprostanol
Coprostanone
Cholestanol
Campestanol
Sitostanol

Sitosterol

200 & 1000 ppm
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Fumier de bovin

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

Campesterol

Campestanol

40 a 70 ppm

66.00

UMR CNRS Géosciences - Rennes




. . , Résultats
Comparaison des ratios stérols/ stanols dans

les déjections humaines, bovines et porcines

(o)
| -
(\V)
+—
\¥))
o
(o)
<
(@)
N
(o)
| -
N\Y)
+—
v
(o)
+—
S
<
Q.

1,5 2 2,5 3 3,5 4,5
coprostanol/ cholesterol

UMR CNRS Géosciences - Rennes




. . , Résultats
Comparaison des ratios stérols/ stanols dans

les déjections humaines, bovines et porcines
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marqueurs et outils

> marqueurs bactériens et viraux

bactériophages F ARN

Flore dominante du tractus intestinal

outils analytiques

- caractérisation
clonage , séquengage
CE-SSCP (Capillary electrophoresis -Single Strand Conformation Polymorphism)

- détection
PCR conventionnelle ou PCR quantitative

Ifremer Brest, Cemagref Rennes, INRA Narbonne




~ |Les bactériophages F-ARN spécifiques  Résulfats

virus de bactéries :
i infectent seulement les bactéries du tube digestif
(coliformes)

Leviviridae

VAN

Levivirus Allolevivirus

SN N

Génogroupe Génogroupe Génogroupe Génogroupe
I IT IIT IV

vaches, chiens, Humains, porcs Humains oiseaux, poulets,
chevaux, porcs, (rare) porcs
oiseaux - /)
Y

Effluents urbains

Sur 21 effluents ou boues de stations
90,5% : présence de génogroupes IT et IIT ‘ Origine humaine

2 échantillons génogroupes I (10 %)-Pr‘ésence de rejets animaux ?
Ifremer Brest




Recherche d'un marqueur bactérien Résultats

Cible : flore anaérobie majoritaire dans le tube digestif

=

mysticswan.blogspot.com ) microbewiki.kenyon.edu triptovarna. free.fr encarta.msn.com schaechter.asmblog.org

Clostridium Bacillus Bifidobacterium  Lactobacillus  Streptococcus  Bacteroidales

1

3 groupes de germes retenus

A ,
1
Y %

Bifidobacterium Bifidobacterium Bifidobacterium
Bacteroidales Lactobacillus Bacteroidales
Bacteroidales

Ifremer Brest, Cemagref Rennes, INRA Narbonne




A la fin des deux projets

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

Disponibilité au niveau des laboratoires d'analyse des eaux

d'outils analytiques performants, validés permettant de discriminer
les sources de contamination d'origine humaine, bovine et porcine
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