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RESUME du PROJET

Chaque année 50 millions de tonnes de lisier despnt épandues sur le sol frangais, dont plus de
la moitié sur la seule région Bretagne. L'augmératies capacités d'accueil et la concentration des
exploitations ont entrainé des problemes de pohusizotée qui semblent maitrisables par l'insiafiatle
procédés de traitement sur les grandes exploitatidas procédés n'ayant pour la plupart pas étstpeur
leur capacité d'hygiénisation des lisiers, le nmsquicrobiologique que représente I'épandage des leur
effluents reste en suspend. D'autre part, 'agmicales outils de microbiologie moléculaire (ADNSS) a
la caractérisation de la flore fécale et du ligiercin a mis en évidence la faible représentatile espéces

cultivées par rapport au nombre d'espéces totalessiécosystémes.

Dans ce projet nous avons analysé l'impact desgéscactuels de traitement du lisier de porcs sur
la qualité sanitaire des rejets d'élevage par dppxoches :

1. Une approche de bactériologie classique par rdBrement des germes d'intérét sanitaire
(Escherichiacoli, entérocoques;lostridium perfringens Salmonellaet Listeria monocytogengsa travers
les filieres de traitement.

2. Une approche de typage moléculaire (PCR de I'ADBS et CE-SSCP) qui permet de suivre
I'évolution de la communauté microbienne a tradessfiliéres de traitement et d'identifier les roicr

organismes qui persistent, qu'ils soient cultivailale non.

Dans un premier temps, 17 élevages ont été sugvislgs mesures en entrée et sortie de filiere de
traitement. Dans un second temps, une analyseildgsd a été réalisée étape par étape sur 4 types
filieres : un simple stockage en fosse et 3 progédk® traitement biologique. Les parametres physico-
chimiques des échantillons ont été caractéris@sdafipermettre une analyse combinée de leur évnleti
de celle des populations microbiennes observéelepapproches culturales et moléculaires a chatape

de la filiere.

Les approches de microbiologie culturale et mdims ont donné des informations
complémentaires. L'approche culturale a montréufig forte variabilité des concentrations en germes
indicateurs dans les lisiers bruts et stockés d&2x 1,4x10 E. coli, 1,8x16 & 4,510 entérocoques et de
4,8x10 & 7,2x10 spores deC. perfringenspar grammele matiére brute, indépendamment de la durée de
stockage (1 a 6 mois), démontrant un impact liitéstockage en fosse, (2) un effet inhibiteur destre
filieres de traitement sur I'ensemble des germdsvés (de 1 a 4 unités logarithmiques), sans foige
obtenir une hygiénisation complete des produitsphct le plus fort étant observé lors du stockdge
phases solides séparées ("pseudo compostage'saedudagunage (3) une différence de survie dds tro
germes indicateurs au cours des traitements, mesgeClostridium étant plus résistantes (4) la présence
dans les lisiers et leurs sous-produits destinéspandage de germes pathogénes présentant degpséro
impligués dans les toxi-infections alimentaireSalfmonella Typhimurium, Infantis, Hadar et L.
monocytogenes 1/2a, 4b et 4e).

L'approche moléculaire a montré une évolution dmloke la communauté microbienne du lisier avec les



mémes tendances (1) une faible évolution des prdés communautés microbiennes des lisiers petalant
simple stockage en fosse et la présence systéraat&populations dominantes, appartenant principaié
aux groupes deBacteroidaleset desClostridium et apparemment communes aux lisiers bruts et aiexdi
stockés, (2) un impact fort des traitements bi@ogs sur les communautés microbiennes des lisiais m
qui laisse persister quelques populations domiseaieravers des filieres, (3) une incapacité afifiex par

technique FISH la survie de deux populations dontemdes lisiers au travers des filiéres de tratem

Si les traitements biologiques et physiques appbBcau lisier entrainent bien un abattemen&desli
et des entérocoques, ils ne sont cependant pasasus$f pour éliminer totalement les germes d'oeigin
animale, notamment les salmonelled emonocytogenege qui implique I'existence d'un danger potentiel

de dissémination des germes pathogénes dans dengiment.

Mots clés: lisier de porcs, traitement biologique, microamgmes indicateurs, micro-organismes
pathogenes, PCR, SSCP, FISH.



SUMMARY OF THE PROJECT

Each year 50 million tons of pig manure is spreadrrench soil, with more than half of it on thdyon
region of Brittany. The increase in capacity ane tloncentration of farms have led to nitrogen pialiu
problems that seem beyond the control of the iladiiah of treatment processes on large farms. These
processes have, for the most part, not been téstedeir ability to hygienise manure. The micrdbmical
risk that represents the spreading of their mamurgtill pending. On the other hand, the applicatas
molecular tools (16S rRNA based) for the charaztdion of pig faecal and pig slurry microbial
communities highlighted the unrepresentative natfreultured microorganisms compared to the total

number of species of these ecosystems.

In this project we analyzed the impact of the entrpig manure treatment processes on the
microbiological quality of livestock waste by twpmoaches:
1. An approach of classical bacteriology by numerabf indicator microorganismsEgcherichia coli
enterococciClostridium perfringensSalmonellaandListeria monocytogengshrough treatment processes.
2. An approach of molecular typing (PCR of 16S rDaidd CE-SSCP) that tracks the evolution of microbia
communities through treatment processes and idgntifiicroorganisms that persist without isolatiow a

culture.

In a first stage, 17 farms were followed by measuat the input and output of the processes. In a
second step, an analysis of livestock managemesitcaaied out step by step for 4 different procgsae
single storage tank and 3 biological treatment ggees. The physico-chemical sample characterisgos
analyzed to enable a combined analysis of theituéwa along with the microbial populations evobrti

observed by cultivation and molecular approaches.

Both cultural and molecular microbiology approachgave additional information. The cultural
approach showed (1) a high variability of indicalt@cteria concentrations in raw and stored mamom f
2x10 to 1,4x10 E. coli, 1,8x1G to 4,5x18 enterococci and from de 4,8X1 7,2x10 C. perfringens
spores per gramwf raw matter, regardless of storage duration (fiotn 6 months), demonstrating a limited
impact of storage, (2) an inhibitory effect of tloeir treatment processes on all cultured microdsyas (of
1 to 4 logarithmic units), but that could not reackomplete sanitisation of the products, the miajgract
being during storage of solid and liquid as "contpaad pond respectively (3) a difference in suaVvief the
three indicator bacteria during treatment, (4)gghesence in manure and by-products intended feasimg
of pathogens with serotypes implicated in foodbdlness (Salmonella Typhimurium, Infantis, Hadaida
L. monocytogenes 1/2a, 4b and 4e).

The molecular approach showed the same trendsghrite evolution of the slurry microbial commurstie
(1) a slow evolution of the slurry microbial comnitynprofiles during simple storage and the systémat
presence of dominant populations, mainly belongmghe groups oBacteroidalesand Clostridium and
apparently common to raw and stored slurry, (2frang impact of biological treatments on the slurry

microbial communities but leaving some populatipassisting through the processes, (3) an inallitthe



FISH technique to quantify the survival of two doamt populations through the slurry treatment gees.
If the biological and physical treatments applied manure cause a reduction Bf coli and
enterococci, they are not sufficient to elimindte bacteria of animal origin, includirigalmonellaandL.

monocytogenesvhich implies a potential danger of spreadindgipgéns in the environment.

Key words: pig slurry, biological treatment, indiea microorganisms, pathogenic microorganisms, PCR,
SSCP, FISH.
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LEXIQUE

ACP Analyse en Composante Principale

ADNr 16S Acide Désoxyribonucléique ribosomal 16S = géne nbgaur les ARNr 16S
AGV Acides Gras Volatiles (acides gras a chaines c®urte

ARNr 16S Acide Ribonucléigue ribosomal 16S

BA Boues du réacteur aéré

BE Boue stockée épanduBEL = phase liquideBES = phase solide)

BET Bromure d’Ethidium

CE-SSCPCapillary Electrophoresis Single Strand Conformamlymorphism
DAPI Diamidino-4,6-phénylindol-2 dichlorhydrate

DCO Demande Chimique en Oxygéne

Eau ppi Eau purifiée pour injection (utilisée pour lesatians de PCR)

F forward, amorce dans le sens du géne

FAM 6-Carboxifluorescéine

FISH Fluorescenin situ hybridization

LAG Lagune

LB Lisier Brut

LS Lisier stocké

MB Matiere Brute

MCBL Microscope confocal a balayage laser

MES Matieres en Suspension

MS Matiere Seche

MVS Matiéres Volatiles en Suspension

NH3; Ammoniac/ammoniaque

NPP Nombre le Plus Probable

NTK Azote Total Kjedahl

pb Paire de bases nucléotidiques

PCR Polymerization Chain Reaction

gPCR guantitative Polymerase Chain Reaction

R Reverse, amorce en antisens du géne

RBS, RBL Refus de séparation des boues en sortie de pesghase solide et L, phase liquide)
RDP Ribosomal Database Project

rpm Révolutions par minute

RS ou RCSRefus de séparation (phase solide du lisier erestgtdécanteur centrifuge)
V3 RégionVariable 3 de I'ADNr 16S
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AVANT PROPOS

Sans en étre réellement la suite, ce travail slapgiune part sur la typologie des élevages
porcins réalisée par le Cemagref de Rennes dawsdee du projet "Bilan environnemental des
procédés de traitement biologique des lisiers desfidinancé par 'TADEME (contrat n° 02 75 041), et
d'autre part sur I'action AC43d "Dynamique des gst@snes microbiens et survie des pathogenes dans
les effluents d’élevage” réalisée a I''NRA de Namh® et financée dans le cadre du GIS Porcherie
Verte. Une partie des travaux présentés ici aqipétiaux résultats de la thése d8°8ycle de Romain
Marti intitulée : "Recherche de marqueurs spécégjudes effluents d’élevage. Etude de leur
comportement au cours des procédés de traitementorst de I'épandage” (Convention
Ademe/Cemagref). Les personnes intéressées pavidoppement des méthodes de qPCR pour le
suivi des micro-organismes dans les effluents igje sont invitées a s'y référer. De méme, les
travaux de bactériologie initiés dans ce progrardmeecherche sont actuellement poursuivis sur une

trentaine d'élevages dans le cadre d'un projetli@iESALIS et financé par 'AFSSET.

Pour le choix des élevages et I'organisation délgyements, les auteurs remercient Messieurs
Bertrand Le Bris de la Chambre d'Agriculture d'@eVilaine, Christophe Le Louarn de la société
Valétec et Claude Geffrelot de la société Dénittals auteurs remercient aussi les éleveurs qui ont
participé activement aux prélevements, les perdsrae I'équipe EPURE du Cemagref de Rennes
(Christine Ziebal, Magalie Kervarrec, Sylvie PicatPatricia Saint Cast) et de I'Unité HBAN du
Cemagref d'Antony, ainsi que les étudiants qui toavaillé au laboratoire sur le projet (Aurore
Thorigné et Benoit Jégou en 2006 ; Aline Viel, dulRoyer, Fabien Cousin et Erika Besson en 2007 ;
Fabrice Boutin, Jennifer Riviére et Mélanie Bocoerel2008).

Patrick Dabert et Anne-Marie Pourcher sont memiged'Unité GERE du Cemagref de
Rennes, Théodore Bouchez et Chrystelle Bureau smmibres de I'Unité HBAN du Cemagref
d'Antony.
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Type d'élevage 0

stockage

Type d'élevage 1

| elevage 1_’| fosse a lisier l_’ boues activées | —> |fosseé|isier traité | —— épandage

Type d'élevage 2 irrigation
| élevage |—> | fosse a lisier I—» _ﬁ
épandage

Séparation
Type d'élevage 3 solide/liquide

exporté / composté
m — irrigation

—Né» —
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solide/liquide
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—>|><| — | boues activées |><] »| lagune |— irrigation

centrifugation Filtre presse

Figure 1 : schéma des 5 filieres de gestion des lisierssétb en Bretagne. Type 0, stockage simple
du lisier sans traitement. Types 1 a 4, les difftraypes de traitement physique et biologique de
lisier.
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1. INTRODUCTION

1.1.Les filieres de traitement des lisiers

Le lisier est I'effluent principal des porcheriesdisol frangaises. Il est produit par le mélange
des déjections animales (feces et urines) et des déa lavage des béatiments. Riche en matiere
organique et en azote, il est principalement étitemme amendement pour les cultures. Le lisier
produit pendant les périodes hivernales et estvedt donc stocké dans des fosses en béton eteatten
d'épandage au printemps et a l'automne (Type @Wefify). L'augmentation des capacités d'accuedl et |
concentration géographique des élevages en Bretawgineonduit a un dépassement des capacités
d'assimilation des cultures et des sols qui ontlt€slans des problemes importants de pollution des
eaux continentales et cétieres (Martinez et Le Bp2@00).

L'application de la directive européenne nitraté/@96/CEE) a induit la mise en place de
plans d'épandage stricts et la création de zoeasétlent structurel ou les éleveurs sont contradimts
traiter leurs effluents vis a vis de l'azote. Ajsrsque la production de lisier est trop impottapar
rapport aux surfaces d'épandage, le lisier esétpar des procédés biologiques d'épuration igstall
dans les élevages. Les données concernant la Begtagdjquent qu'en 2003, cette région comptait 209
stations de traitement du lisier, soit un volumelidier traité estimé a 1,2 millions de® rpar an
(Levasseur et Lemaire, 2003). Sur l'ensemble déxel, 78% sont composées d'un réacteur
biologique auquel viennent s’ajouter des modulessibekage et de traitement physico-chimique
(séparation de phase) du lisier (Loyatral, 2003). Le compostage et les autres traitemehigsiques
et/ou chimiques) ne représentent que 17% et 5%ildees, respectivement. Les principales filieres
de traitement peuvent étre classées en quatre tffigare 1) :

Type 1: Ces installations sont composées d’un bassistattkage et d’homogénéisation du
lisier brut, suivi d’'un réacteur d'aération perraettd'éliminer I'azote par nitrification-dénitriiton
et d'un bassin de stockage du lisier traité.

Type 2: Ces installations, similaires a celles de typedmprennent en plus un ouvrage de
décantation du lisier aéré qui permet un stock#@gare des boues et de la phase liquide issues du
traitement.

Type 3: Ces installations sont équipées comme celldge2, mais possédent un systeme de
séparation physique du lisier brut qui permet digler une partie des matiéres en suspension
(notamment le phosphore particulaire) en amongduateur.

Type 4: Ces installations présentent des caractéridigientiques a celles de type 3 mais le
systéme de décantation situé aprés le réacteunitientent a été remplacé par un systeme de presse
qui permet d'extraire les boues biologiques et e detourner en téte du séparateur de phase

mécanique placé en amont du réacteur de traitement.
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Les filieres de type 3 et 4 permettent d'abattréren 75% de I'azote et d'exporter 20 & 80%
du phosphore des lisiers dans les refus de sépafathiase solide provenant de la séparation phgsiqu

du lisier brut).

1.2.Les risques sanitaires liés a I'épandage du lisier

Comme tous les excréments animaux, le lisier pewmttenir des micro-organismes
potentiellement pathogénes pour I'homme et/ou tesaux (Guan et Holley, 2003)]. Les micro-
organismes les plus fréequemment retrouvés Safrhonella, Campylobacter, Yersinia enteroliteta
Cryptosporidium(Hutchisonet al, 2004a; Bornay-Llinarest al, 2006). Ainsi, I'épandage serait une
voie d’entrée possible de différents pathogenes tghaine alimentaire humaine. En effet, il a été
observé une persistance de micro-organismes patbsgians les sols apres I'épandage d’effluents
d’élevages (Gesselt al, 2004 ; Hutchisoret al, 2004a; Nicholsomt al, 2005). Le risque sanitaire
est particulierement important lorsque le lisierésandu sur des sols destinés a recevoir degesiltu
de végétaux consommeés crus (Guan et Holley, 20&hplsonet al, 2005).

Il est possible d’estimer le danger sanitaire @ardcherche de germes pathogénes ou le
dénombrement de bactéries entériques et par lai@bude leur persistance au travers des filieees d
traitement. L'état sanitaire des lisiers est gdedrant évalué par le dénombrement des coliformes
fécaux et dee. coli (Hill et Sobsey, 1998 ; Placta al, 2001 ; Hill et Sobsey, 2003 ; Chinivasain
al., 2004 ; Vanottiet al, 2005 ; Cotéet al, 2006a, 2006b ; Rufetet al, 2006). D'autres germes
indicateurs tels que les entérocoques, les spar€s derfringenset les bactériophages ont aussi été
dénombrés dans les lisiers (Hill et Sobsey, 19RB&c¢haet al, 2001; Hill et Sobsey, 2003 ; Gesstl
al., 2004 ; Juteaat al, 2004 ; Vanottet al, 2005).

Plusieurs études ont montré une diminution desamtrations en indicateur&.( coli et/ ou
entérocoques) et dealmonellaau cours du stockage du lisier (Hill et Sobsey@8lPlacheet al,
2001 ; Hill et Sobsey, 2003 ; Chinivasagatral, 2004 ; Cotét al, 2006b ; Arruset al, 2006).

Les études menées sur l'effet des procédés dentierit mettent en évidence l'implication de
plusieurs facteurs sur la survie des micro-orgaesentériques. Ainsi les conditions du traitement
biologique aérobie ou anaérobie, le degré d'aéra@otempérature, ou encore le traitement physique
tel que la séparation solide/liquide semblent eficer la persistance des micro-organismes entérique
présents dans les effluents d’élevage (Plasthal 2001 ; Hutchisoret al, 2005a). Toutefois, la
plupart des études concernant la survie des gezntésiques au cours du traitement du lisier ont été
effectuées avec des ensemencements artificiels efes pilotes de laboratoire (Turner, 2002 ; Jutea
et al, 2004 ; Hutchisoet al, 2005a ; Vanottet al, 2005 ; Cotét al, 2006b, Grewaét al, 2007) ou
lors d'un entreposage inerte du lisier sans apgjolisier frais (Plachet al, 2001, Hutchisoret al,
2005b).
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Il était donc important d'apporter des donnéesed&in qui soient spécifiques des élevages
frangais, ce qui a été réalisé par I'estimatiorfé@at sanitaire des effluents de 17 élevages p®rci

bretons et par I'étude de I'effet hygiénisant ditements couramment appliqués aux lisiers.

1.3.Approches utilisées pour la détection des micro-oanismes

L'approche la plus utilisée actuellement pour @udimpact des procédés de traitement sur
une matrice contaminée est le dénombrement desrlescindicatricesH. coli, entérocoques &t.
perfringen3 et des bactéries pathogenes par des méthodasatest Elle est fondée sur l'isolement ou
I'enrichissement des micro-organismes a l'aide itleux de culture sélectifs et sur leur identificat
par leurs caractéres phénotypiques. Elle est llaptée a la détection de micro-organismes entérique
sous-dominants mais elle fait I'objet de plusiearisiques. Ainsi, le choix des micro-organismes a
suivre est régulierement remis en cause.coli semblerait étre un indicateur plus fiable que les
coliformes fécaux (Payment et Hartemann, 1998 aizoset al, 1997). De méme, les entérocoques
semblent plus résistants au traitement des eawes &éplus persistants dans I'environnement que les
coliformes (Riceet al, 1996 ; Cotteet al, 2003). Toutefois, les entérocoquesketoli persistent
moins longtemps dans les sols que les coliphageatiques ou le€. perfringendGessekt al., 2004
; Pourcheet al, 2007). De plus, l'approche culturale ne détquteles micro-organismes capables de
se multiplier sur milieu sélectif. Elle ne permeind pas de détecter les groupes microbiens encore
non cultivés (évalués au moins a 80% des espécksiatyCottaet al, 2003, Amanret al, 1995), ni
les groupes cultivés entrés dans un état viablecaltivable, ni méme simplement les groupes cutivé

pour lesquels aucun milieu sélectif n'existe soCk. |

Pour tenter de palier ces problemes, des appratshdsgtection des micro-organismes par des
techniques moléculaires sont en cours de développeAmannet al, 1995). Les plus utilisées sont
basées sur l'analyse des genes codant pour lesridBddbmiques 16S (ADNr 16S) microbiens. Ces
génes sont devenus l'outil standard d'identificatabes micro-organismes sans culture car ils sont
universels. De plus, au cours de I'évolution deseess, ils ont accumulé des mutations qui leur
donnent une structure particuliére composée demgégiariables (spécifiques d’une espéce donnée) et
de régions conservées (identiques chez toutespEses). Les techniques d'identification des micro-
organismes tirent parti de cette structure paréoal: (i) en ciblant des régions tres conserviéest
possible de détecter toutes les especes d'un éidma(it) en ciblant des régions trés variabldsst
possible de suivre une espéce particuliere. Erfin,comparaison de ces séquences permet

l'identification des micro-organismes par analysgl@génétique.

Deux approches sont généralement distinguées :
() l'approche microscopique par FISH (Fluorescdmc8itu Hybridization) (Figure 2). La technique
consiste a hybrider des sondes nucléiques sur didsles bactériennes fixées sur une lame de
microscope. Les sondes nucléiques sont des fragmiBADN simple brin complémentaires d'une

séquence présente sur les ARN ribosomiques. Masquésir extrémité par une molécule rapporteuse
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fluorescente, elles vont pénétrer dans les celleteshybrider aux ARNr (de i@ 16 copies par
cellule selon les espéces et leur stade physialegigour permettre la visualisation des cellules
ciblées par microscopie a épifluorescence (Amanral, 1995). La combinaison de sondes de
spécificité différente permet de déterminer I'abamece et la distribution spatiale des cellules eiblé
parmi 'ensemble des cellules présentes.

Cette approche suppose que I'on connaisse adavigentité du micro-organisme que I'on

souhaite observer afin de pouvoir développer lasaui lui correspond.
@ \*i\ B;:térie
5y

ribosomes

@ ek ??@;

1) Pénétration des sondes marquées a l'intérieur de la
cellule

2) Hybridation a 'ARN ribosomique

3) Lavage et élimination des sondes non spécifiques
4) Observation au microscope en fluorescence

Figure 2 : Principe de I'hybridatioin situdes ARNrsur cellules entiéres.

(i) 'approche de typage moléculaire ou les migrganismes sont détectés par amplification
in vitro d'un fragment d'ADN qui leur est spécifique (Fey®) (Daberet al 2002). Les ADN sont
extraits des échantillons, les génes codant pauARNr sont amplifiés par PCR et les produits de
PCR obtenus sont séparés par électrophorése sumalyseur génétique. La communauté microbienne
apparait alors sous la forme d'un profil de fragmed/ADN ou chaque fragment clairement
distinguable correspond a une population dominaetenicro-organismes de I'échantillon (voie de
gauche Figure 3). La comparaison des profils eatre permet d’'observer rapidement la diversité
microbienne des échantillons étudiés. Cette apprpeinmet de travailler sans connaissance préalable

des micro-organismes présents dans les échantillons

L'identification des micro-organismes observési¢vbe droite Figure 3) est obtenue
par clonage des produits de PCR, tri des clonesnabta I'aide de la méme méthode d'analyse de

fragments d'ADN que ci-dessus, puis séquencagAliiset analyse phylogénétique.

Cette technique de typage moléculaire a été wilisis le cadre du GIS Porcherie Verte pour
suivre la communauté microbienne d'un lisier damglevage pendant 6 mois de stockage anaérobie
et de lagunage (Peet al, 2006). L'analyse a montré la persistance de lptpns majoritaires
originaires de la flore fécale porcine jusqu'au raotrde I'épandage. Deux de ces populations ont été
identifiées comme de€lostridium et Bacteroidesfécaux & ce jour non cultivés, tandis que quatre

autres ont été identifiees comn@ostridium disporicum Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus
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crispatus et Streptococcus alactolyticusLes résultats ont montré une faible évolution lde
communauté microbienne du lisier pendant les phametes de stockage et un changement rapide
lorsqu'elle passait d'une étape de la filiere aauree.

Cette approche est intéressante car elle perndentifier les micro-organismes qui persistent
a travers les filieres de traitement sans avoirpdiari sur leur identité. Nous avons proposé de

l'utiliser, en complément de I'approche culturadbituelle, pour évaluer les capacités d'hygiérigati
des filieres de traitement des lisiers.
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Profil « clone » - Image du clone
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Séquencage de I'inss<

Identification des bactéries

Figure 3 : Schéma récapitulatif des différentes étapes daréaégie utilisée pour suivre I'évolution
d’'une communauté microbienne par la méthode deggypaoléculaire de PCR des ADNr 16S et CE-
SSCP (Capillary electrophoresis-Single Strand Qomédion Polymorphism, Electrophorése capillaire
et polymorphisme de conformation des ADN simpl@)ori
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1.4.0bjectifs de ce projet
Cette étude avait donc trois objectifs pour combédrsence de données sur le comportement

des germes d'intérét sanitaire au travers desd#iactuelles de traitement biologique du lisigcipo

1. Evaluer le pouvoir assainissant des technologies taelles de traitement du lisier de
porcs. Cette évaluation devait étre effectuée par uneocagpp de bactériologie classique de
dénombrement des germes d'intérét sanitaiigclierichiacoli, entérocoquesClostridium
perfringens Salmonella et Listeria monocytogengsen entrée et sortie de filieres de
traitement.

2. Rechercher de nouveaux indicateurs de survie et nte¢ au point les outils permettant
leur quantification. Cette approche devait mettre en ceuvre des tedmige typage
moléculaire (PCR de I'ADNr 16S et CE-SSCP) pouwrrsusans a priori I'évolution de la
communauté microbienne du lisier a travers legrB de traitement afin d'identifier les
micro-organismes qui persistent, qu'ils soienticaifies ou non. L'objectif était ensuite de
tenter de les quantifier par hybridationsitu en fluorescence (FISH) ou par PCR en temps
réel selon les seuils de détection envisagés.

3. Analyser les étapes importantes pour le processushggiénisation dans les filieres
actuelles de traitement des lisietsLes parametres physico-chimiques des échantillons
devaient étre caractérisés afin de permettre ualysscombinée de leur évolution et de celle
des populations microbiennes observées par leoems culturales et moléculaires a chaque

étape de lafiliere.
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Figure 4 : Schéma des 5 filieres étudiées et localisatiorpdets de prélévement de 2006et 2007-

20080O.

Type 0, stockage simple du lisier sans traiteméppes 1 a 4, les différents types de traitement de

lisier.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1.Mise en place de la campagne de prélevement

Les élevages de contrdle qui stockent leur lisideépandent sans traitement ont été choisis en
collaboration avec Bertrand Le Bris de la Chambgudculture d'llle et Vilaine. Les élevages
possédant des filieres de traitement ont été séherts en collaboration avec Christophe Le Louarn d
la société Valétec et Claude Géffrelot de la sédi#tnitral. Ces deux sociétés sont majoritaires dan
les Cotes d'Armor et le Finistére.

Contrairement a notre souhait d'origine, qui étévaluer les flux de passage des micro-
organismes au travers des différentes étapes aitentents, I'analyse des modes de fonctionnement
des filiéres de traitement nous a montré que lesrép discontinus de lisier et I'absence de systeme
de mesure des flux ne permettent pas de faireud@s gn ligne des filieres. Nous avons donc choisi
de caller nos prélévements sur les périodes oleffagents sortent de I'élevage afin d'évaluer le
transfert potentiel des micro-organismes dansifenmement ; c'est & dire mars a mai pour I'épamdag
du lisier stocké et les boues du réacteur biolagiguin-juillet pour I'aspersion des eaux de laulzay

et avril & juillet pour I'exportation du refus deparation.

En 2006 quarante prélevements ont été réalisés danset@ges porcins d'llle et Vilaine, des
Cotes d'Armor et du Finistere (notés par ordreaghique de B a R) représentant les cing filieees d
traitement frangaises (Figure 4).
Les prélevements ont été effectués en entréestitssdes filiéres, soit pour 4 types de matrices :

- lisier brut non traité, stocké en pré-fosse ouomsé (notés LB et LS respectivement)

- phase solide du lisier brut, appelée refus de aéipar obtenue aprés séparation par
décanteur centrifuge (notée RS)

- boue stockée en fosse ou en décanteur et prové@nantraitement biologique (notée BE)

- phase liquide du lisier traité, stockée en lagyrésadécantation (notée LAG).
Le but était de comparer I'impact de chaque filiérede traitement sur plusieurs élevages afin

d'évaluer [l'efficacité du traitement et d'observerla variabilité intra et inter filiere.

Pour les années 2007 et 200ks prélevements ont été réalisés a chaque éepfilieres de
traitement des types 0, 2, 3 et 4 mais sur unéeubge par type de filiere (élevages B, F, K &eR
l'année 2006, respectivement). La filiere de type été écartée car elle n'est quasiment plus mise e
ceuvre. Aux matrices étudiées pour I'année 2006prstedonc ajoutées :

- les boues du réacteur biologique (notées BA)

- les sorties liquides et solides des décanteursriteygs en téte de filiere 3 (notées
RSL/RSS)

- les sorties liquides et solides des presses afefiiliére 4 (notées BEL/BES)

Au total, 22 préléevements ont été analysés parea@087 et 2008Les résultats obtenus devaient

nous permettre de comparer l'impact de chacune deétapes des filieres considérées sur la
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communauté microbienne du lisier et d'observer levariations annuelles des mesures sur une

période de 3 ans.

2.2.Réalisation des prélevements

Pour les prélévements en fosses de stockagesies|et les boues ont été homogénéisés 30
minutes a 1 heure a l'aide des systémes en plade systémes amovibles, le plus souvent une hélice
marine (figure 5). Quatre prélevements ont étéceifes en 4 zones différentes des fosses ou des
lagunes pour obtenir un volume final de 20 & 3@ditPour les refus de séparation et les comgests,
prélévement s'est fait par pelletage sur trois @ ni environ et collecte d'une pelletée sur 15.
Ensuite, les échantillons ont été prélevés danwvoteme de maniére homogéne en utilisant la
technique de quartage. Les échantillons ont énspatés a température ambiante et analysés pour la
bactériologie ou stockés pour la biologie molécsladlans les cing heures qui ont suivi leur

prélévement.

Figure 5 : systeme d'homogénéisation mobile utilisé dan®lkeses a lisier

2.3.Analyses physico-chimiques
Pour chaque échantillon, la température a été messur site. Puis, au laboratoire, les
analyses ont été effectuées pour déterminer : lelgddmatiéres séches, les matiéres volatiles et
minérales, I'azote ammoniacal, I'azote total, landede chimique en oxygéene (DCO) totale et, pour

les liquides, la DCO soluble et les acides graatilsl(AGV) (annexes 1 a 3).

Les matiéres seches des échantillons ont été éakd partir de la différence de poids de

100 mL d'échantillon mesurée avant et apres séchigrive a 105°C jusqu’a masse constante.

Pour les matiéres volatiles et minérales, 300 nécldintillon ont été centrifugés a 17700 g
pendant 20 min a 4°C. Le surnageant a été stoeROT pour les mesures sur la fraction soluble. Les
culots de matiere ont été séchés a I'étuve a 1QE@dlI'a masse constante et pesés pour le calcul des
matiéres volatiles. Puis ils ont été portés a 55pe@dant 3 heures et pesés pour déterminer les

matiéres minérales.
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Les mesures de matieres organiques et azotéest@rdfféctuées plus tard a partir des
échantillons congelés a -20°C :

- les analyses de I'azote ammoniacal des lisiergtgneffectuées par distillation a la vapeur
du produit préalablement basifié (Magnésie) suiVigne titration. Pour le dosage de l'azote total,
I'échantillon a subi une minéralisation [digesti#jeldahl : chauffage de I'échantillon a 350°C
pendant 4 heures en présence d’'acide sulfuriqgueeotré (20mL) et d'un catalyseur (Kjeltabs CK :
K,SQO,, CuSQ5H,0)] suivie d'une distillation - titration de I'échtllon préalablement basifié grace a
I'ajout de soude (30%).

- les déterminations de la demande chimique en oxy@@G0) et du pH ont été effectuées
selon les normes AFNOR NT90101 et NT 90008.

- pour les effluents liquides une détermination deiles gras volatils (AGV) a été
effectuée par chromatographie liquide (Retwal, 2004). Les acides analysés sont 'acide acétique

I'acide propionique, I'acide butyrique, I'acide matyrique, I'acide valérique et I'acide isovalérgu

2.4.Recherche des indicateurs de traitement et des b&cies pathogenes
Les micro-organismes analysés en triplicat cornedeot aux indicateurs de traitemeft (
coli, entérocoques etC. perfringeny et a deux germes pathogeneSal(nonella sp. et
L. monocytogenggTableau 1). Les concentrations des germes relcégrsont exprimées en nombre
de bactéries par gramme de matieres brutes (MB).résultats des concentrations moyennes en

germes ont été comparés a l'aide du test de coisparde moyennes de Student.

Tableau 1 :Germes recherchés et méthodes utilisées.

Germe

(méthode d'analyse) Sélection 1 Sélection 2 Confirmation 1 Confirmatior?

E. coli Petrifilm™ Indole

(Dénombrement) "SelectE. coll’ (réactif de Kovacks)

Entérocoques Gélose Bile Esculine

(Dénombrement) Slanetz et Bartley Azide Agar

Spores deC. perfringens . . Bouillon

(NPP 5 tubes selon la ((Sgé)oc(:thzeémn:?r%e thi?)mljlg(c))?ate lactose-sulfite

norme AFNOR V08 056) ’ gy

Salmonelles Enrichissement : . S

(NPP 3 tubes norme Cystéine-Sélénite puis M'"%uasrftl)zitr']f de Galerie API 20E

AFNOR XP X33-018) Rappaport Vassiliadis

L. monocytogenes E'n.r|ch|ssement : Isolement sur Milieu Rapid'L. Détection du géne de

(Présencel/absence) milieu One Broth 4| ALOA M irul hIVA PCR
(OXOID) gélose ono virulencehlyA par

2.4.1. Dénombrement de E. coli et des entérocoques
Les protocoles de dénombrement.diBli et des entérocoques sont présentés dans lesuablea
2et3.
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Tableau 2: technique de dénombremenEdcoli

Milieu

Pétrifilm select E. coli

Diluant

eau peptonée stérile

Volume ensemencé

1mL

Principe

Les colonies d&. coli glucuronidase positive, apparaissent bleues

Incubation

24 heures a 44°C

Milieu de confirmation

Eau peptonée exempte d'indole

ensemencement Repiquage de quelques colonies dahsde
- E. coli transforme le tryptophane en indole. Cette réacishmise en évidence avec du
Principe P Lo "
réactif de Kovaks qui réagit avec l'indole en dorinan anneau de couleur rouge.

Incubation 24 heures / 44°C

Tableau 3: technique de dénombrement des entérocoques

Milieu Gélose de Slanetz et Bartley

Diluant eau peptonée stérile

Volume ensemencé 0,1 mL (par étalement)

Principe L'azide de sodium inhibe la croissance des basté&emm négatives. Les entérocoques
P réduisent le Tri phényl Tetrazolium Chloride (TTC)fermant des colonies roses a marror.

Incubation 48 heures a 37°C

Milieu de confirmation | Bile Esculine Agar

ensemencement Repiguage des colonies caractérsspguéansfert sur membrane

Principe Les colonies caractéristiques d'entérocoques agpard noires par la dégradation de
P I'esculine en esculétine.

Incubation Lecture a 2heures puis 4 heures a 44°C

2.4.2. Dénombrement de Clostridium perfringens

Les spores d€. perfringenssont dénombrées selon une méthode dérivée derend-NOR

V08-056 (Anonyme, 1999).es deux protocoles sont décrits dans le tableau 4.

Tableau 4: technique de dénombrement@eperfringens

Solution mére

Dilution de 10 g d'échantillon dabsn8L d'eau peptonée

Choc thermique

20 min a 80°C puis refroidissemerg°&€4

Milieu

Bouillon thioglycolate + supplément de D-cyclosérine

Diluant

eau peptonée

Volume ensemencé

1 mL /tube

Principe

Les agents réducteurs (thioglycolate et cystéineygguent une anaérobiose suffisante pd
les bactéries anaérobies exigeantes telle<Cqperfringens.

Incubation

24 heures / 37°C

Milieu de confirmation

Bouillon lactose sulfite + ¢doche de Durham

Ensemencement Repiquage des tubes positifs (tradsf@;1 mL / tube).
Incubation 24 heures a 46°C
principe La présence d'un dép6t noir et de ganirathe croissance bactérienne

Calcul des concentration

]

Technique du NPP 5 tubediltior?

& technique diNombre lePlus Probable
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2.4.3. Dénombrement de Salmonella sp.
Les salmonelles sont dénombrées par la techniquéRdRu trois tubes selon le protocole de la
norme AFNOR XP X33-018 (Anonyme, 2004) initialemegnevue pour l'analyse des boues de

stations d'épuration (tableau 5).

Tableau 5: protocole de dénombrement 8almonella sp

Milieu de pré-enrichissement| Milieu Sélénite-Cystéine
Ensemencement 10g, 1g et 0,19 de lisier ou bowsegr@ncés en triplicat
Princi Le sélénite inhibe la croissance des bactériefocmies et des entérocoques dans les 12 helires
rincipe i, . " .
qui suivent le début de l'incubation.
Incubation 24 heures a 37°C
Milieu d'enrichissement Milieu Rappaport
Principe La sélectivité est due au vert malachite, le Mgétlle pH acide
Volume ensemencé 0,1 mL de milieu Sélénite-Cystéine
Incubation 24 heures / 36,5°C
Milieu d'isolement Milieu Rambach agar
Ensemencement Isolement a I'6se a partir du niRegapaport
Princi Les Salmonellaproduisent de 'acide en dégradant le propylénedl{précipitation du rouge
rincipe N ! ; h )
neutre a pH acide). Les colonies®monellgorennent une coloration rouge fuchsia.
Incubation 24 heures a 37°C
Confirmation Tests: ONPG, 5S, Urée-indole.

Les colonies isolées correspondant aux criteres s#dsonelles sont conservées en vue d'un

sérotypage.

2.4.4. Recherche de Listeria monocytogenes

La présence deisteria monocytogenedans les échantillons est mise en évidence selon |
protocole proposé par la société OXOID pour la eeche des salmonelles dans les produits
alimentaires (tableau 6).

Tableau 6: protocole de recherche Hemonocytogenes

Milieu d'enrichissement One Broth

Ensemencement Ensemencement de 25¢g de lisier @s dans 225 mL de bouillon ONE BROTH
Incubation 24 heures a 30°C

Milieu d'isolement Listeria Brilliance Agar

Ensemencement Isolement a I'6se

Le chromogene X-glucoside permet lidentificationégpmptive deListeria (B-galactosidases
Principe positives) qui apparaissent bleuds. monocytogenest L. ivanoii produisent une phospholipas
lecithinase qui clive la lécithine du milieu formiam halo blanc opaque autour des colonies.

D

Incubation 48 heures & 37°C
Milieu de confirmation Rapid'L Mono
Ensemencement Repiquage a I'dse de colonies spésifiq

Le milieu permet la détection chromogénique d'unespholipase C produite par monocytogenes
Principe etL. ivanoii. La différenciation de ces deux espéces est lsasda capacité d'acidification du xylosg.
Les colonies dé&. monocytogenesui n'acidifient pas le xylose, apparaissent béesens halo.

31



Les colonies caractéristiques He monocytogenesont conservées sur une gélose non sélective et
confirmées par la mise en évidence du géne deewicehlyA, spécifique de cette espéce pathogéne

selon un protocole adapté des travaux de Boletait (1992) (Annexe 4).

Les souches dé. monocytogene®t de salmonelles ont été sérotypées a I'AFSSA de
Ploufragan. Le sérotypage des salmonelles estsééaklon le schéma de Kauffmann-White. Le
sérotypage dels. monocytogenesst effectué par la recherche des antigenes spreatet flagellaires

par des techniques d’agglutination.

Les données ont été analysées en utilisant ledeestomparaison de moyennes (test de

Student) et le test d'indépendance entre deuxblasigiuantitatives (test de la pente).

2.5.Analyse des communautés microbiennes par FISH
Les échantillons ont été fixés puis lavés selon Amet al (1990) puis stockés a -
20°C en attente d'hybridation.

2.5.1. Fixation des échantillons

L'étape de fixation des cellules a pour objectif depper l'activité des cellules tout en
protégeant leur structure membranaire. Deux typedixhtion utilisant le paraformaldéhyde ou
I'éthanol ont été testés (Amarm al, 1990). Pour la fixation au paraformaldéhyde 426A), 4 mL
d'échantillon ont été additionnés de 12 mL de PB%o ket stockés a 4°C pendant 2h30. Les cellules
ont été récupérées par centrifugation 20 min. & Le culot a été lavé une fois avec un tampon
phosphate (PBS 1X) puis reformé par une nouvehérifegation. Le culot lavé a été repris dans 2 mL
de PBS 1X, additionné de 2 mL d'éthanol absolucetké a -20°C. Pour la fixation a I'éthanol, 4 mL
d'échantillon ont été simplement lavés au PBS 1xt@tkés en PBS:Ethanol (1:1) comme décrit ci-

dessus.

2.5.2. Hybridation des échantillons

Des volumes de 20 pL d'échantillon ont été dépssedes lames a 10 puits avec une surface
en téflon préalablement traitées pour favoriseétatiement cellulaire. lls ont été séchés 30 mun. a
four a 46°C puis déshydratés par 3 bains succedsif8 min. en éthanol 50%, 80% et 96%.
L'hybridation a été effectuée sur lame pendant £h36°C selon Amanat al (1990) avec 10 uL de
solution d'hybridation a 20% de formamide et 50degsonde par puits (Annexe 5). Aprées 10 min de
lavage a 48°C, les lames ont été montées avecawtegle Citifluor (solution limitant I'extinctioties
fluorophores) dans chaque puits et une lamelletr®smndes ont été utilisées dans le cadre de cette
étude (Tableau 7). Les observations ont été effestia l'aide d'un microscope confocal a balayage
laser (MCBL) Zeiss.
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Tableau 7 : Spécificité des sondes utilisées dans I'étude

Sonde Cible Séquence sonde (5'-3") % formamide Fluophore Référence

EUB338 | Plupart des Bactéries GCTGCCTCCCGTAGGAGT Amenal!
EUB338 Il Planctomycétales GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50 Cy3 Daiatsal?

EUB338 Il Verrucomicrobiales GCTGCCACCCGTAGGTGT Daimset al?

Arc915 Archées GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 0 Cy5 Stahhl?

2.6.Suivi des communautés microbiennes par typage moldaire
Les communautés microbiennes des échantillons ténaralysées par amplification

PCR des genes codant pour les ARNr 16S microbiesisadyse des séguences obtenues.

2.6.1. Méthodologie

La figure 3 (page 15) rappelle la stratégie misesivre lors de cette approche. Elle vise a
analyser la structure des communautés microbiedesschantillons par la collecte et la comparaison
des génes codant pour les ARN ribosomiques 16S (AIBIS) microbiens (Dabeet al, 2002)

Les groupes microbiens ciblés sont les bactériedet et les groupes dominants des lisiers.
Pour les bactéries totales, la région V3 des ADB® B été amplifiée par PCR directe a l'aide
d'amorces bactéries générales (Annexe 6). Poalysa des groupes de bactéries lactigBesi{lus-
Streptococcus-Lactobacillu8SL), Clostridium-Eubacterium(CE) et Bacteroides-PrevotelldBP),
une £®PCR ciblant chacun des groupes a été réalisé&lé #'amorces spécifiques. Puis les produits
de PCR obtenus ont été utilisés pour une secon&erBalisées dans les mémes conditions que pour

les bactéries totales.

L'analyse des produits de PCR a été réalisée patréphorése capillaire SSCP en polymere
non dénaturant a l'aide d'un analyseur génétique3AB. Les résultats obtenus sont des profils dg pi
ou chague pic clairement distinguable correspoadegpopulation dominante de micro-organismes de
I'échantillon (voie de gauche Figure 3). La hautderchaque pic dépend de sa proportion dans
I'échantillon. La comparaison des profils entre epermet d’observer rapidement la diversité

microbienne des échantillons étudiés.

1 Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for analyzing mixed microbial
populations. Appl. Environ. Microbiol. 56: 1919-1925, 1990.

2 The domain-specific probe EUB338 is insufficient for the detection of all Bacteria: Development and evaluation
of a more comprehensive probe set. Syst. Appl. Microbiol. 22: 434-444, 1999.

3 The domain-specific probe EUB338 is insufficient for the detection of all Bacteria: Development and evaluation
of a more comprehensive probe set. Syst. Appl. Microbiol. 22: 434-444, 1999.

4 Development and application of nucleic acid probes. 205-248. In E. Stackebrandt and M. Goodfellow (ed.),
Nucleic acid techniques in bacterial systematics. John Wiley & Sons Ltd., Chichester, England, 1991.
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L'identification des pics observés (voie de droigure 3) est réalisée par clonage des
produits de PCR chezscherichia coli La banque de clones obtenue est alors triéemplifecation
des fragments d'ADN clonés et électrophorése SSEahiére a n’obtenir qu'un seul pic bien
individualisé par clone. Les pics ainsi observénst stomparés avec les profils des échantillons

analysés pour étre assignés et leur ADN est ségqudimcd’identifier la bactérie correspondante.

2.6.2 Matériels biologiques et extractions d’ADN
Les échantillons ont été stockés a -20°C sousrfadale culots de centrifugation (10 minutes
a 17700 g) ou d'aliquots de 200 a 300 mg dans de®tubes de 2 mL.

Au moment de I'extraction d'ADN, les culots congedét été repris dans 1,4 mL de tampon
de lyse du kit QIAAMP DNA stool (Qiagen, Hilden, I&inagne). L'extraction de 'ADN a été
effectuée selon le protocole du kit sauf pour fiéhufinale qui a été effectuée dans deux fois B0
d'eau ppi. L'intégrité de I'ADN a été vérifiée pélectrophorese en gel de Tris-Borate 40 mM, 1 mM
EDTA, pH 8.3, agarose a 1,5% et coloration au brendgthidium (15 pg/100 mL de gel). L'ADN a

été stocké a —20°C.

2.6.3. PCR (Réactions de polymérisation en chaine)
Pour les bactéries totales, la région V3 des ADBB & été amplifieée par PCR directe a l'aide
des amorces GE 04 (Bactéries) et GE 06 (unive)selllde laPfu turbo polymérase (Stratagene). Les

mélanges réactionnels et les conditions de PCRméséntés dans les tableaux 2, 3 et 4.

Pour l'analyse des groupes de bactéries lactidaeslius-Streptococcus-Lactobacillu8SL),
Clostridium-Eubacterium(CE) et Bacteroides-PrevotelldBP), une i PCR ciblant chacun des
groupes a éteé realisée a l'aide de la polymérasaPeme (Invitrogen) et des amorces GEO8 (BSL),
GE 09 (CE) ou GE10 (BP) couplées a I'amorce undller&SE 01. Les produits de PCR obtenus ont
été utilisés pour une seconde PCR de type bactixi@ies réalisée dans les conditions décrites ci-

dessus (tableaux 8 a 10).
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Tableau 8: Caractérisation des amorces utilisées pour a@pliADNr 16S

Séguence des amorces (5'-3") Position E. coli Cibles Référence
GE 01 GAGTTTGATCMTGGCTCAG F 9 16S Bactéries Goddmal 1997
GE03 GNTACCTTGTTACGACTT R 1509 16S Bactéries We'si’ggglet al,
GE 04 ACGGTCCAGACTCCTACGGG F 330 16S V3 Bactéries Pstt al, 2001
GE 06 *TTACCGCGGCTGCTGGCAC 500 16 S V3 Universelles Delbéset al., 2001
Lactobacillusspp.
Pediococcuspp,Leuconostoc .
GE08 ATTYCACCGCTACACATG R 679 spp. Weissellaspp. Heilig et al, 2002
Streptococcuspp.
GE 09 CCCTTTACACCCAGTAA R 561 Clostridiumé& Eubacterium Woodet al, 1998
. Van Dykeet al,
GE10 TCACCGTTGCCGGCGTACTC R 887 Bacteroidest Prevotella 2002
GE 11 TAATACGACTCACTATAGGG ADN plasmidique
GE 12 GACCATGATTACGCCA ADN plasmidique
* marqué avec un fluorophore 6-FAM (nom communaladrboxyfluorescéine)
Avec Y = C/T, M = AIC, F = forward et R = reverse
Tableau 9: Préparation pour les réactions de PCR
PCR bactéries PCR
Produit PCR-SSCP lactiques Clostridium PCR Bacteroides
Enzyme polymérase Pfu Turbd’ AccuPrimé AccuPrimé AccuPrimé
0,2uLas5U/juL  05uLa5U/uL 0,5uL a5 uU/uL 0,5 uL a5 U/uL
Tampon 2L & 10X 2,5 uL a 10X 2,5 uL a 10X 2,5 pL a 10X
dNTP 4pLa25mM
0,5 uL & 100 0,5 pL & 100 .
Amorce GE 01 ng/uL ng/uL 0,5 uL a 100 ng/puL
Amorce GEO4 0.5uL 2100
ng/uL
Amorce GE 06 0.5uL 2100
ng/uL
Amorce GE 08 0.5 UL a 100
ng/pL
Amorce GE 09 0.5 ul-a 100
ng/uL
Amorce GE 10 0,5 uL a 100 ng/uL
ADN 1pL 1pL 1pL 1pL
Eau stérile 14.2 uL 20 uL 20 puL 20 puL

Tableau 10 :Paramétres des PCR effectuées sur le thermodydlenini (Bio-Rad)

PCR Bactéries PCR Bactéries PCR PCR
Types de PCR totales lactiques Clostridium Bacteroides
Etapes Température ~ Température  Température  Température
-Durée -Durée -Durée -Durée
Dénaturation initiale 94°C-2min 94°C-2min 94°C-2min  94°C-2min
Dénaturation 94°C-30sec 94°C-30sec 94°C-30sec 30°8k=C
Q
Z’>), Hybridation 61°C-30sec 61°C-30sec 55°C-30sec 557626
Elongation 72°C-30sec 68°C-1,5min 68°C-1,5min 68°6min
Elongation finale 72°C-10min / / /
Nombre de cycles 25 30 30 30
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A chaque étape de PCR, la taille des produits d@ &@&ndue a été vérifiee en déposant 10 %
du produit de réaction sur un gel d’électrophoiagarose a 2%, en paralléle d'un marqueur de taill
(100 pb ladder Promega).

2.6.4. Electrophorese capillaire single strand aniation polymorphism (CE-SSCP).

Les régions V3 des micro-organismes ne présententle différence de taille suffisante pour
étre résolues en gel d'agarose. En conséquencalybe des produits de PCR est réalisée par
électrophorese SSCP (Dells#tsal, 2001).

Les produits de PCR sont dilués avec de I'eau ppfomction de l'intensité des bandes
observées sur les gels d’'agarose. Un pL des psodilités est mélangé a 18,8uL de formamide
(Genescan-Applied Biosystems) et 0,2 pL du marqdeunille GS rox (Applied Biosystems, Foster
City, CA). L'ADN est dénaturé a 95°C pendant 5 ni@supuis stocké pendant au moins 10 minutes
dans de la glace mélangée avec de I'eau. Les psadiiPCR sont séparés selon leur conformation par
électrophorese en polymére non dénaturant (5,58foBuation Analysis Polymere, Applied
biosystems) et 10 % de Glycérol (Sigma) a l'aiden dinalyseur génétique a capillaire (47cm par
50um) ABI 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA)ed migrations dont la durée est de 30
minutes par échantillon sont effectuées sous uagelde 12 kV a 32°C avec un tampon de migration
(tampon 1x, Applied biosystems et 10 % de GlycéBifyma). Les molécules d’ADN simple brin
forment alors des structures secondaires en fandoleur séquence nucléotidique par appariement
de séquences complémentaires. Les molécules d’AdpiN detectées grace au marquage fluorescent
de lI'amorce GE 06. Le marqueur de taille GS romtaja chaque échantillon permet de compenser les
différences de migration d'un échantillon a un eugrace au logiciel d'analyse de données de
l'analyseur (GENE MAPPER v4.0).

2.6.5. Identification des pics observés en CE-SSCP
L'identification des pics observés en CE-SSCP a&#¢&tuée pour deux échantillons de lisier
brut (LB H et O) et deux échantillons de boues BEt O) selon 5 étapes (Dell#tsal,, 2001) :

Amplification des fragments d'ADNr 16S a cloner

Pour les groupes BSL, CE et BP, le clonage a dectaf a partir des produits de PCR
obtenus précédemment a l'aide des amorces GEO®9GH GE10 couplées a I'amorce universelle
GE 01. Pour les pics observés sur les profils detéries totales”, une amplification de I'ADNr 16S
été réalisée avec le couple d’'amorces GEO1/GEO3cdmaposition du mélange réactionnel est la
suivante : dNTP 0,2 mM, amorces 4 ng'llRedTaq polymerase (Sigma, St Louis, MO) : 2,5 U,
Tampon 1X, QSP eau 24 pL, 1 pL d’ADN total dilué B@me. Les conditions de réaction sont :
dénaturation 94 °C 2 min, puis 25 cycles de 1 n®d3C, 1 min & 50 °C et 1min a 72 °C, suivis d'une

élongation finale de 10 min & 72 °C.
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Purification des produits de PCR

Les produits de PCR obtenus ont été purifiés slamoe avec le Kit Promega Wizard PCR
Clean-Up system (Promega, Madison, WI) puis comésntar précipitation a I'éthanol : les produits
de PCR ont été élués des colonnes de purificatos 80 pL d’eau ppi. L’éluat a été concentré 8 fois
par ajout de 5 pL d’acétate de sodium 5 M pH 5.deefl25 pL d’éthanol absolu, stockage dans la
glace pendant 10 min, puis centrifugation a 13 @@@ndant 15 min. Le culot a été lavé avec 250 uL

d’éthanol 70 % puis repris dans 6 pL d’eau ppi.

Clonage
Les produits de PCR purifiés et concentrés ont obbé@és danstE.coli & l'aide du kit

StrataClone PCR cloning de Stratagene (Stratagemelolla, CA) selon les recommandations du
fabriquant, mis a part le temps de ligature quité alongé a 15 min. La sélection des clones
recombinants a été effectuée par étalement suguriB ampicilline a 10 mg.nitet Xgal (5-Bromo-
4-chloro-3-indoyl-D-galactopyranoside) a 80 pg.thLLes clones avec un insert apparaissent blancs

sur la gélose tandis que les clones sans insertdkEus.

Tri des clones et leur séquencage.

Des séries de 24 PCRs ont été effectuées sur lesie blanches obtenues pour chaque
clonage, de maniere a amplifier ’ADN cloné. Lesditions de PCR sont : dNTP 0,2 mM, amorces
GE11/GE12 : 4 ng.|iy RedTaq polymerase 2,5 U, eau QSP 20 pL. Chagoeieast prélevée a
l'aide de cones stériles et dispersée dans le ¢cob&enant le mélange réactionnel. Le programme
d’amplification est le suivant : dénaturation 94 P€ min, 25 cycles de 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72
°C 1 min, avec une élongation finale de 10 min &G2Les produits de PCR obtenus ont été dilués
200 fois et utilisés comme substrat pour une réaaie PCR-SSCP a l'aide des amorces GE04/GE06
comme décrit précédemment. Le profil SSCP obtenu gaaque clone a été comparé au profil obtenu
pour le groupe ciblé. Les clones qui ont co-migvécales pics recherchés ont été séquencés a la
plateforme Ouest Génopole de Roscoff (Station biglee du CNRS).

Identification des clones

Les séquences obtenues ont été comparées avéglenses d'ADN présentes dans les bases
de données internationales (Genbank) grace auidbdd&AST Nucleotide du National Center for
Biotechnologies Informations (www.ncbhi.nih.gov) eau Ribosomal Database Project Il

(http://rdp.cme.msu.edu/).
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Tableau 11 :Comparaison des parametres physico-chimiquesfiliesrnts analysés en 2006, 2007 et 2008.

Moyenne (min-max)

Nombre pH MS NTK NH," % DCOtot DCOsol % AGVtot
élevages en % gN/L gN/L NH, INTK gO./L gO./L DCOsol/tot g/L
Lisier brut
2006 12 7,8 4.5 4,3 3 70 48 9 19 2,4
(7,6-7,9) (2-6,1) (3-5.8) (2,2-4,2) (67-75) (13,6-82,9)  (4,3-17,1) (12-32) (0,1-5,9)
2007 7,6 6,2 4.5 2,7 61 55 13 27 4.5
4 (7,3-7,9) (4,6-9,4) (4,1-5,4) (2,6-2,9) (54-65) (32,8-84,1)  (7,7-18,8) (15-57) (1,8-8,9)
2008 4 7,7 49 4,3 2,7 64 32 16 29 34
(7,0-8,0) (2,5-8,6) (3,2-5,9) (2,1-3,6) (61-68) (27-96) (6,8-26,3) (26-33) (0,1-6,7)
Lisier stocké
2006 5 7,7 4.4 4,2 3 70 54 10 20 2,8
(7,4-8) (3,1-5,8) (3,2-5,5) (2,2-4) (56-86) (34,5-66,1)  (6,7-11,3) (10-31) (0-8,8)
2007 7,7 4,6 4,6 3 64 61 20 33 9,6
2008 1 75 1,9 3,2 2,6 79 23 14 62 6,5
Boues stockées
2006 10 7,5 51 2 0,4 22 41 2,4 7 0,3
(7,1-8,2) (1,9-9,1) (0,9-3) (0,1-0,8) (11-48) (14,4-735)  (1,5-3,4) (4-11) (0-1)
2007 5 7,2 8,1 2,1 0,3 13 28 2,4 27 0,1
(7,2-NR) (5,9-10,3) (2,1-2,2) (0,3-0,3) (12-14) (5,1-50) (2,2-2,5) (4-49) (0,1-0,1)
2008 5 , , 2,4 , 13 30 2,7 10 ND
(7,1-10,0)  (3,1-9.8) (1,8-3,0) (0,2-0,5) (9-16) (22,5-38,0)  (1,9-3,5) (5-15)
Lagunes
2006 8 9,3 0,7 0,1 0,02 32 1,9 NR NR
(8,9-9,6) (0,6-0,8) (0-0,1) (0,02-0,04) (14-53) (0-3,2)
2007 3 8,8 0,6 0,2 ND NA 59 11 35
(8,8-8,9) (0,4-0,8) (0,1-0,3) (2,6-9,2) (0.5-1.7) (5-65)
2008 3 8,9 1,0 0,1 ND NA 1,6 1,2 71
(8,4-9,5) (0,7-1,6) (0-0,2) (0,8-2,5) (0,6-1,7) (67-75)
Refus solide de centrifugation stocké
2006 5 NR 36 14 4,8 33 276
(24-44) (7,5-17,3) (0,7-7,2) (10-42) (99-437)
2007 1 NR 36 17 6,4 37 401
2008 1 NR 36 13 4.9 38 278

NR, non réalisé ou non réalisable ; NA, non applea ND, non détecté (inférieur au

seuil de lahode : 0,01 g\NH,/L ou 0,05 gAGVIL)



3. RESULTATS

3.1.Caractérisation physico-chimique des prelévements.
3.1.1. Résultats par type de préléevement
Les parametres physico-chimiques des préléevemenis résentés en annexes 1 a 3 et
synthétisés dans le tableau 11. Les valeurs obtepoar les campagnes de 2007 et 2008 sont
comparables a celles obtenues en 2006 pour les snémaérices et restent dans la gamme de
variabilité des mesures généralement observéedgmaffluents d'élevage et pour les différentesyp

de traitement (Loyoet al, 2003 ; Levasseur P., 1998).

Dans I'ensemble ces mesures confirment :
- Les fortes concentrations en matiéres seches @)adh azote (environ 4,5 g/L dont 60 a 70%
sous forme ammoniacale) et en DCO (30 a 5%1g@ont 20 a 30% sous forme soluble) des lisiers
bruts
- La faible variation des paramétres MS, azote et RQ@@tre les lisiers bruts (moins de 1 mois de
stockage) et stockés (plus de 3 mois de stockkgsipckage anaérobie n'étant pas un procédédactif
traitement
- L'impact des traitements biologiques qui conduiseide faibles teneurs en azote et en RCO
dans les boues stockées et a de tres faibles se@eamzote et DGEdans les eaux des lagunes
- Le pH plus élevé des lagunes (autour de 9) paorappx lisiers et aux boues (pH 7 a 8)
- La concentration des MS et d'une partie de la DC@eel'azote dans les refus solides de
centrifugation stockés dont les teneurs moyennes:9dS 36%, azote NTK 15 gN/L dont 36% sous

forme ammoniacale, et DGfenviron 320 gQL.

3.1.2.Résultats par filiere

L'analyse des filieres étape par étap@ermet de valider l'intérét des opérations ur@gir
mises en ceuvre dans les procédés (Tableaux 1Ziad&Ssous)Filiere de Type O(Tableau 12). Les
moyennes calculées a partir des valeurs d'abatteshéenues en 2006, 2007 et 2008 montrent une
solubilisation de la matiere organique pendantdekage du lisier. Pour chaque année, les quantités
de solides évaluées par mesure des matieres selchBg K et de la DC¢ diminuent au profit des
produits solubles tels que I'ammonium, la DG@t les acides gras volatiles. Une partie de
I'ammonium est perdue pendant le stockage sousriiaefd'ammoniac volatil (4 & 6 gNfnselon
Loyon et al, 2003) tandis que le reste est assimilé par lesororganismes. En l'absence de
traitement aérobie, des quantités importantes da@rium et d'AGV persistent dans le lisier.

Tableau 12.Comparaison des concentrations moyennes en nsatizotées et carbonées du lisier brut
et du lisier stocké en % de lisier brut.

Nb
TYPE O prélévements MS NTK NH," DCO tot DCO sol AGV tot
Lisier brut 3 100 100 100 100 100 100
20u3 35 68 85 49 93 102

Lisier stocke (22-49)  (55-86)  (72-102)  (24-73)  (55-130)  (96-108)




Filiere de Type 2(Tableau 13). La filiere de type 2 possede undnaént biologique du lisier suivi
d'un décanteur qui permettent successivement uméation de I'azote ammoniacal du lisier et une
séparation des phases liquides et solides du lisédt€. Les mesures effectuées montrent une
dégradation de la matiére organique qui conduiheé néduction de la quantité d'azote organique et
ammoniacal, de la DCO totale et soluble, et enfis AGVs qui restent & des teneurs tres basses tout
au long de la filiere. L'alternance des phaseshé@ianoxie du procédé biologique permet donc
I'élimination efficace des matiéres carbonées etad®te organique du lisier par ammonification,
nitrification et dénitrification. L'étape de décatibn permet ensuite de concentrer les MS dans les
boues et de stocker séparément les phases sdliligeiges du lisier traité en attente d'épandage.
Apres un stockage de plusieurs mois, ces bouegenaent 2 a 3 fois moins de DCO totale et d'azote
total (NTK) que le lisier brut initial alors queuleteneur en matieres séches a doublée. Comparé au
simple stockage anaérobie de la filiére de typée Qraitement aérobie permet donc de diviser les
teneurs en azote ammoniacal et en AGV par un fad@et 25 respectivement, par rapport au lisier
brut initial (Tableau 11). Dans l'eau des lagungksée en irrigation, la concentration en azote
ammoniacal est indétectable (inférieure a 0,01 dh-NL).

Tableau 13. Comparaison des concentrations moyennes en nwmtezetées et carbonées des
différents prélévements par rapport au lisier britial (en % de lisier brut).

TYPE 2 Nb prélvts. MS NTK NH, DCOtot DCOsol AGV tot
Lisier brut 3 100 100 100 100 100 100
Boue activée 20ul 98 33 7 52 38 3
(89-107) (30-35) (6-8) (12-92)
Boue du décanteur 1 137 53 11 129 4
Boues stockées 3 20u1l 204 61 14 80 43 4
' (190-213) (45-71) (9-16) (10-187) (32-54)
Liquide du décanteur 1 22 4 1 13
Lagune 16 3,7 ND 5 22 2

(15-17)  (2-6) (ND-ND)  (5-5)
ND : non détecté (inférieur au seuil de la méthod@®1 gN-NH/L).

Filiere de Type 3 (Tableau 14). Cette filiere se distingue de la @dénte par la présence d'un
décanteur centrifuge en amont du bassin de traitebielogique. Il permet la séparation du lisieatbr

en une phase liquide (Refus liquide aprés centyifi)est ensuite dirigée vers le bassin d'aératton
une phase solide (Refus solide aprés centrif.)egtiistockée en tas a l'abri des intempéries. Il est
important de souligner que les mesures présentéesriespondent aux teneurs des produits en entrée
et sortie du décanteur centrifuge mais qu'il nfest possible de faire un bilan matiére sur cette
opération, car nous n'‘avons pas acces aux volumeane dans l'appareil ni a la répartition des
différentes phases du lisier de volume a volume.résultats obtenus montrent néanmoins que les MS
s'accumulent logiquement dans le refus de séparsatilide entrainant avec elles une partie de Bazot
organique et de la DG La proportion d'azote ammoniacal par rapport aiK st réduite dans le
refus de séparation solide par rapport au lisiat puisqu'elle est de 30% et 33% en 2007 et 2008

respectivement (Annexes 1 a 3) contre 65% en maydans le lisier brut (Tableau 11).
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Tableau 14. Comparaison des concentrations moyennes en nwmtezetées et carbonées des
différents prélevements par rapport au lisier britial (en % de lisier brut).

TYPE 3 Nb prélvis. _ MS NTK NH, _ DCOtot _DCOsol AGV tot
Lisier brut 3 100 100 100 100 100 100
- . . 53 86 08 54 64 98
Refus liquide apres centrif. 2 (41-64)  (83-88) (96-99)  (46-61) (11-117) (94-102)
. . . 965 324 162 679
Refus solide apres centrif. 2 (773-1156) (310-337) (161-162) (175-1182) NA NA
o 60 63 3 47 25
Boue activee 2 (43-76)  (29-96)  (2-4) (37-56) (24-25) NP
Boues stockées 3 132 >4 10 82 25 2
(124-146)  (53-55)  (7-13)  (10-141) (20-27)  (ND-6)
Lagune 3 31 4 0,3 5 ND
9 (11-64) (2-6) (ND-1) (4-6) (ND-ND)
Refus solide stocké 3o0u2 1101 410 241 935 NA NA

(775-1424) (395-422) (234-259) (786-1083)
NA : non applicable, ND : non détecté (inférieursawil de la méthode : 0,05 g/L).

Comme précédemment, (1) l'azote ammoniacal etAlé¥ disparaissent au niveau du
traitement biologique, (2) les boues stockées wigss a I'épandage contiennent une teneur réduite en
NTK, ammonium et DCO, et (3) l'eau des lagunessatil en irrigation contient des teneurs trés basses
en azote et matiere organique. Le refus solideetiritugation stocké est au contraire concentré en
matiere organique. Il est exporté de I'exploitatpomur étre composté avec d'autres déchets. Il gembl
que le stockage n'influe pas sur son ratio,NHNTK puisque les teneurs en hHdemeurent en

moyenne autour de 36% aprés stockage (Tableau 11).

Filiere de Type 4(Tableau 15). Cette filiere se distingue de lac@dénte par la mise en place d'une
séparation mécanique des boues activées du bassiai@ment biologique a l'aide d'une presse, en
remplacement du décanteur de la filiére de typ@'&utre part, les boues presseées et les refusesolid
de centrifugation ne sont stockés sur le site gagbrairement (moins de 3 mois). lls sont mélangés
et exportés vers une plate forme de compostage.dbesées présentées correspondent donc aux

produits fraichement centrifugés ou pressés.

Tableau 15. Comparaison des concentrations moyennes en nwmte&zetées et carbonées des
différents prélévements par rapport au lisier britial (en % de lisier brut).

TYPE 4 Nb prélvts. MS NTK NH," DCOtot DCOsol AGV tot
Lisier brut 2 100 100 100 100 100 100
- . . 72 98 103 103 71 26
Refus liquide apres centrif. 2oul (63-80) (94-102) (102-104) (75-131)
. R . 641 214 75 899 NA NA
Refus solide apreés centrif. 3ou2 (618-895) (189-238) (33-117) (648-1149)
Boue activée > 49 19 2 34 45 ND
(35-63) (17-21) (2-2) (30-38) (4-5)
Boues pressées 2 344 175 4,5 199 NA NA
(273-415) (156-193) (4-5) (165-233)
Liquide boues pressées > 18 3 1 5 7 ND
(12-23) (2-4) (1-1) (2-9) (5-9)
Lagune 30U 2 12 2 ND 10 4 ND
(7-18) (1-3) (ND-ND) (0,5-28) (3-5)

NA : non applicable, ND : non détecté (inférieursawil de la méthode : 0,05 g/L).
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Dans I'ensemble, les valeurs obtenues sont sigslai celles de la filiere de type 3 mise a part
une plus forte concentration en solides dans leedbpressées comparé aux simples boues décantées
et stockées des typeseR 3. On notera cependant un abattement appanestfgble de toutes les
matieres analysées sauf les AGV pour la filierdyge 4 entre le lisier brut et le refus liquide egpr
centrifugation comparé aux filieres précédentesteGabservation pourrait étre la conséquence d'une
teneur plus élevée en DGQdes lisiers bruts de I'élevage 4 en 2006 et 2@08gpport aux autres
lisiers (Annexes 1 a 3). Ou encore d'un temps alekage plus faible du lisier brut entre les batitaen
d'élevage et la centrifugeuse sur cette filieren(n@rifi€). Nous n'avons pas d'hypothese pour
expliquer la faible concentration en AGV dans léuseliquide aprés centrifugation sinon que la

mesure n'a pu étre réalisée qu'une fois.

Conclusions

Dans lI'ensemble ces résultats restent dans legdide ceux observés par Loyetral (2003) lors de
la réalisation de leur typologie des élevages pesrdians le cadre du projet "Bilan environnemental
des procédés de traitement biologique des lisierpaics” financé par 'ADEME (contrat n° 02 [75
041).
En l'absence de traitement aérobie, on observalégeadation partielle de la matiére organique |des
lisiers pendant le stockage qui conduit a une piesanportante d'ammonium (2 a 3 g N/L) et dAGV

(3 a9 g AGVtot/L) dans les lisiers stockés. Erspriee d'un traitement aérobie, I'azote ammoniacal e
les AGV sont dégradés au niveau du traitement gigle et les boues stockées destinées a I'épandage
contiennent une teneur réduite en NTK (~ 2 g Nédgymonium (0,3 g N/L) et DCO soluble (2 a 3
gO,J/L). L'eau des lagunes utilisée en irrigation cemtides teneurs basses en azote (< 0,01 g'M)N

et matiere organique (~ 1 g OCO soluble/L). Elle présente un pH basique autizu®.
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3.2.Analyses bactériologiques

3.2.1. Analyse des entrées et sorties des filieres

Les analyses bactériologiques réalisées sur feeefs de 17 exploitations porcines mettent

en évidence une forte variabilité des concentrat@mgermes indicateurs d’'un élevage a I'autre dans

les lisiers bruts et dans les boues destinéesparitiage (figures 6 et 7). Ainsi, les lisiers bruts
contiennent 2x10a 1,4x10E. coli, 1,8x1G & 4,5x18 entérocoques et de 4,8%207,2x10 spores de
C. perfringensg® MB (matiére brute). Il est important de souligneneqcette variabilité est

indépendante de la durée de stockage du lisiegypeliites concentrations en germes indicateurs ne

different pas significativement entre les lisieteckés moins de 30 jours (types 1 a 4) et ceux
correspondant a une durée de stockage supériéumgoés (type 0).
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Figure 6 : concentrations moyennes (exprimées par g de mdtiéte) erk. coli et en entérocoques

et présence de salmonelles etldemonocytogenesdans les lisiers et les sous-produits issus du
traitement de 17 élevages porcins. (Les barresquledit les valeurs minimales et maximales
observées). LD : limite de détection de méthode
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Figure 7 : concentrations moyennes (exprimées par g de mdiiate) en spores dé. perfringens
dans les lisiers et les sous-produits issus dtetr@nt de 17 élevages porcins. (Les barres indiquen
les valeurs minimales et maximales observées). lithite de détection de méthode
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Les concentrations observées dans les bouesugtiiéht de 4,2x10a 1x16 E. coli g'MB et
de 9,7x16 a 6,4x16 entérocoques B sont significativement plus faibles (p<0,05) qedles des
lisiers. Toutefois, le traitement du lisier qui @sie une digestion aérobie et un stockage des lries
plusieurs semaines n'entraine qu'un faible abatterfre 2 logy) des deux germeftableau 16).
L'abattement est par ailleurs inexistant pour fasres deC. perfringensLes refus de centrifugation
stockés plusieurs semaines et les lagunes repeésdas sous-produits les moins contaminés de la
filiére de traitement avec des concentrations amegs indicateurs inférieures a 52 Ifactéries ¢

MB.

Tableau 16effet des traitements sur les 3 germes indicateurs

abattement moyens (en lgg

Matrices comparées E. coli entérocoques spores @eperfringens
lisier bruf/ boue$ (types 1 a 4) 1,95 1,3 <0,1
boue¥ eau de lagune (types 2 et 3) 2,1 15 2,3

lisier bruf' / refus solidé(types 3 et 4) >3,1 >3,8 >2,7

lisier brut/ eau de lagune (types 2 a 4) >4,4 >4,6 >3,4

@ isier stocké dans une pré-fosse en sortie dumiedti ; ° boues issues de la digestion biologique
et stockées en fosse avant épandamgfus stockés en tas plusieurs semaines

Il existe une corrélation significative (p <0.0é&jhtre les concentrations dn coli et en
entérocoques lorsque I'on considéere I'ensembleadely/ses réalisées sur les lisiers et leurs sous-
produits alors que les concentrations en sporeS. deerfringenssont indépendantes de celles des
deux autres indicateurs (figure 8). Il convientsdeligner que les entérocoques méme s'ils prédenten
globalement le méme comportement dtiecoli sont plus résistants que ces derniers au traitemen

biologique (tableau 16).
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Figure 8 : concentrations en entérocoques et en spores.dg@erfringensen fonction des
concentrations ei. coli dans les lisiers et leurs sous-produits (donnéegspondant a 64 valeurs
moyennes)

Les deux germes pathogenes analysés dans catte $almonellaet L. monocytogenesnt
éteé retrouvés dans le lisier brut et dans une meintsure dans les boues, mais n’ont pas été éetect
dans les lagunes et les refus de séparation (TahiBaSalmonellaa été détectée dans 59% des lisiers
bruts & des concentrations ne dépassant pas 3ibad&MB et dans 20% des boues épandiles.
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monocytogenea été mise en évidence dans 29% des lisiers éruségalement été retrouvée dans
20% des boues. Comme le montre la figure 2, laepees des deux germes pathogenes est
indépendante du type d'élevage. Par ailleurs,eitiste pas de corrélation entre la présencé.de

monocytogenest celle des salmonelles.

Tableau 17 concentrations eSalmonella(g* MB) et prévalence de. monocytogenesans les lisiers
bruts et les sous-produits de 17 élevages.

traitement matrice nb ééh. Salmonelladg MB Fréquence de détection en %
moyenne (EC)

Salmonella L. monocytogenes

stockage en fosse lisier brut 5 2,8 (5,5) 80 0
(type 0)

stockagesn fosse lisier brut 12 0,3 (0,35) 50 42
(types 1 a 4)

digestion aérobie boues 10 0,03 (0,004) 20 20

et stockage

décantation eaux de lagunes 8 - 0 0
centrifugation refus solide 4 - 0 0

anombre d’échantillongécart type

Les souches d&almonellaprésentes dans les 10 élevages correspondent é&otypes
essentiellement représentés SatmonellaDerby et S. Anatum retrouvés respectivement dagis24
lisiers. Les 4 autres sérotypes identifies chacamsdun lisier correspondent a S. Typhymurim, S.
Bovis-morbificans, S. Hadar et S. Infantis. Leosfyes des souches 8almonellasolées des lisiers
correspondent majoritairementSalmonellaDerby (retrouvé dans 40% des lisiers analysés)ir®ua
autres sérotypes (Infantis, Hadar, Anatum et Typhinm) ont été mis en évidence mais avec une
fréquence ne dépassant pas 10%. Quatre sérotgpesmbnocytogenes ont été identifiés: 1/2a, 1/2b,
4a et 4b.

3.2.2. Conclusions.

L’étude réalisée sur les effluents de 17 élevaget®bs met donc en évidence 5 résultats majeurs |
- une variabilité des concentrations en germesitéurs dans les lisiers bruts de 2xa0,4x16 E.
coli, 1,8x10 & 4,5x10 entérocoques et de 4,8*%107,2x10 spores de&. perfringengpar grammele
matiere brute, indépendante de la durée de sto¢k#get de 1 & 6 mois) ;

- une différence de survie des trois germes indigat au cours des traitements, les spore€.de
perfringensétant particulierement résistantes ;

- la présence dBalmonellaet deL.. monocytogenesans les lisiers bruts, les lisiers stockés et die
moindre mesure dans les boues destinés a I'épandaje pas dans les lagunes et les refus de
centrifugation ;

- un faible impact du traitement biologique (1 @) sur I'ensemble des germes étudiés.
- un impact plus fort du lagunage et du stockage melus de centrifugation conduisant a une

contamination faible ou inexistante des eaux derlag et des refus de centrifugation
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3.2.3. Suivi des germes le long des filieres

Afin d'estimer plus précisément l'impact de chagtape du traitement sur le comportement
des germes, deux autres campagnes de prélevenmtrég2anenées en 2007 et 2008 sur 4 élevages
représentatifs des filieres. Les concentrationgi@mes ont été mesurées sur le lisier brut ainsi qu
dans les sous-produits liquides et solides issusaiiement : fractions solides ou liquides duelisi
centrifugé, boues activées du bassin d'aératiaresstockées en silo, fractions solides ou liquithess
boues obtenues aprés pressage mécanique, eauwude.lagvolution des concentrations en germes

indicateurs obtenues apres chaque étape du traitesieprésentée sur les figures 9 et 10.

Que ce soit dans les lisiers bruts ou dans legegifs traités, les concentrations en germes
indicateurs présentent des variations qui sonemgtiht plus marquées entre les 4 élevages (avec des
écarts pouvant atteindre 2 lggque d'une année a l'autre au sein d'un mémegéevinsi, les
concentrations ek. coli et en entérocoques dans les lisiers bruts desvaggs sont comprises entre
9x10° et 1,510° en 2007 et entrexd0® et 6x10* germes/ g en 2008 alors que les différences de
concentrations entre les deux années pour chaquagé sont inférieures a 0,6 {ggexcepté pour le
liquide issu de la presse (type 4). Par aillewss,deux germes présentent un comportement similaire
tout au long des filieres de traitement. Les cotra¢ions enC. perfringensprésentent de fortes

variations qui ne peuvent étre associées ni au dgpeaitement, ni a la date de prélevement (figure

10).
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Figure 9 : Concentrations moyennes Encoli (a) et en entérocoqueb)(observées en 2007 et 2008
dans le lisier brut et dans les sous-produits igsugaitement de 4 types d'élevages. La préseace d
salmonelles est représentée par une €toile et delle monocytogenepar un cercle. Les barres
indiquent les valeurs minimales et maximales. NBespond a un échantillon non analysé
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Figure 10 : Concentrations moyennes en spore£deerfringensobservées en 2007 et 2008 dans le
lisier brut et les sous-produits issus du traitenan 4 types d’élevages. Les barres indiquent les
valeurs minimales et maximales. ND correspond éalmantillon non analysé.
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Malgré I'apport continu de lisier frais dans las®sle simple stockage pendant 6 a 9 mois du

lisier, diminue la concentration en germes indigeged'une unité logarithmique (tableau 18). La

séparation mécanique du lisier brut entraine ugenauatation du nombre d& coli et d'entérocoques

dans la fraction solide mais n'a aucun effet sigaiif sur leur nombre dans la fraction liquide. Le

refus de centrifugation destiné a étre stocké srptis exporté, présente donc un risque sanitaire a

moins équivalent a celui du lisier brut. Le traitrhbiologique, avec un abattement compris ente 1

2 unités logarithmiques, représente I'étape dtetreint dont I'effet sur les germes indicateurdeest

plus marqué. Les boues activées peuvent étraléoitntées dans un bassin de stockage (filiere de

type 3), soit étre pressées et mélangées au refasrdrifugation (filiere de type 4). Le stockagsd

boues conduit a une diminution de l'ordre de 0,&éanlogarithmiques des concentrations en

indicateurs alors que le pressage concentre lesegedans la fraction solide.

Il est intéressant de noter que les deux systemagmhration mécanique (la centrifugation du

lisier et le pressage des boues sur filtre) orimpact similaire qui se traduit par une augmentatio

nombre de germes dans les phases solides. Cettentmtion est corrélée au taux de matiére séche

qui passe de 3% dans le lisier brut a 35% dansefas de centrifugation et a 16% et dans les boues

pressées.

Les eaux de lagunes et les refus de centrifugatiockés plusieurs semaines sont nettement

moins contaminés que les boues. Les germes indisatersqu'ils sont détectés présentent des teneur

inférieures a 50 germes par gramme.

Tableau 18: comparaison des abattements des trois germiesii@drs pour les deux années d'étude

code Abattement exprimé en unité logarithmique
élevage matrice initiale matrice finale E. coli entérocoques C. perfringens
2007 2008 2007 2008 2007 2008
type 0 lisier brut lisier stocké en fosse 1,5 0,9 11 09 0,4 0,3
type2 lisier brut boues activées 1,2 1,0 11 09 08 -0,8
boues activées boues stockées en fosees 0,8 0,2 0,1 0,5 -0,6
lisier brut boues stockées en fossel,7 1,8 1,3 1,0 1,3 -1,5
type 3 lisier brut solide sortie centti -0,4 -1,1 -09 -12 -02 0,03
lisier brut liquide sortie centri -0,08 -0,03 -0,06-0,3 0,5 0,8
liguide sortie centfi  boues activées 1,7 1,0 1,1 0,9 1,0 1,8
boues activées boues stockées en fosees 0,5 0,05 05 nd -3,9
lisier brut boues stockées en fosse2,2 1,5 1,1 1.1 nd -1,3
type 4 lisier brut solide sortie centri -0,3 -0,6 -0,09-1,0 1,2 0,3
lisier brut liquide sortie centri -0,2 -0,2 03 -02 1,2 -0,6
liquide sortie centri boues activées 2,0 2,2 14 15 -0,2 0,4
boues activées boues sortie de presse0,3 -0,5 -0,8 -0,8 -1,9 0,05
boues activées liquide sortie de pressd,2 -0,5 1,14 1,0 2,0 0,3
lisier brut boues sortie de presse 1,6 1,4 1,0 05 -0,8 -0,15

2 effluent liquide issu de la centrifugation dudisbrut,” résidu solide issu de la centrifugation du ligiast
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Les concentrations €. perfringengrésentent des fluctuations importantes y congarisein
méme des analyses réalisées en triplicats comnmeofdrent les valeurs minimales et maximales
reportées sur la figure 6, ce qui rend difficileit® interprétation des données. Cette variabiktét p
étre attribuée, d'une part au manque de précistotadnéthode NPP 5 tubes employée pour la
recherche de ce germe, et d'autre part a la difficd'obtenir une germination systématique et
reproductible des spores apres le choc thermiquiin;He caractere ubiquiste @& perfringenset sa

capacité de résistance dans lI'environnement caetittégalement a la disparité des résultats.

L’étude a été complété par la rechercheLd#eria monocytogenest le dénombrement de
Salmonella. La présence dd.. monocytogenesia été détectée que dans deux prélévements
correspondant aux boues activées et aux bouespeeds I'élevage de typeSalmonellaa été mise
en évidence dans trois des quatre élevages (tyfiest2l) a des concentrations faibles (tableau 19)

Tableau 19: valeurs maximales en salmonelles dans les disgeles sous-produits des élevages de
types 2, 3 et 4

concentrations maximales en salmonelles / 10g
. Type 2 Type 3 Type 4
matrice 2007 2008 2007 2008 2007 2004
lisier brut 0,4 0,4 - - 2,9 -
liquide sortie centfi - - - 0,9 1 0,4
solide sortie centfi - - - 1 0,7 0,4
boues activées 0,4 - - - 0,4 -

2 effluent liquide issu de la centrifugation dudisbrut,” résidu solide issu de la centrifugation du ligiast
¢ non détectée (< 0,4 dans 10 g)

Les 2 élevages dont les effluents étaient contasnpa& des salmonelles en 2007 ['étaient
encore en 2008 ce qui indique une présence endémdigjwe germe pathogéne. Toutefois, en raison
des faibles concentrations observées dans lessligimches du seuil de détection de la méthodst il
possible de sous-estimer la présence des salmanglitesi, des salmonelles ont été détectées dans le
lisier brut et le refus de centrifugation de I'élge de type 3 au cours d'autres campagnes de

prélévement réalisées en 2006 et 2007.

3.2.4. Conclusions.

Les faibles variations des germes d'une annéeuérelaindépendamment de la localisation |du
prélevement au sein des filieres, traduit une Btlbies concentrations bactériennes. Celle-ci paat
due au mode de gestion des effluents d'élevag@arapegulier de lisier frais et temps de séjour

constant dans les différents ouvrages. Les filiéiedraitement entrainent un abattement global| des
germes indicateurs de 1 a 2 unités logarithmidtiesibition la plus forte étant obtenue lors djosé
du lisier, qu'il soit centrifugé ou non, dans lesgia d'aération. Les faibles teneurs en salmonelkes
l'ordre de la limite de détection de la méthodelvpat expliquer que ces germes ne soient pas éétect

systématiquement d'une année a l'autre.
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Figure 11 : Profils SSCP de I'échantillon de lisier brut d&ddvage H, pour les différents groupes
microbiens recherchés. Bactéries totales (n@pstridium (rouge), Bacteroides(vert) et bactéries
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niveau de fluorescence.
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3.3.Résultats des analyses moléculaires.

3.3.1. Suivi des communautés microbiennes par CERSHlant 'ADNr 16S

Les communautés microbiennes des 62 prélévemenhttdanalysées par amplification PCR
de la région V3 des ADNr 16S microbiens et éledimypse capillaire SSCP des produits de PCR
obtenus. Pour chacun d'eux, quatre groupes micrebant été recherchés (Bactéries totales,
Clostridium-Eubacterium BacteroidesPrevotella et Bactéries lactiquesBécillus-Streptococcus-
Lactobacillug, soit un total de 248 profils SSCP effectués. @esipes microbiens ont été choisis car
ils représentent 80% des espéces détectées ddiwmdssfécales porcines et dans les lisiers despor
par des technigues moléculaires (Beal, 2006). Les profils SSCP ont été alignés entreadin :
i) de comparer les profils des communautés microtge d'un méme type d'échantillon ;
ii) d'observer la persistance des pics dominamtsaretrés dans les lisiers bruts au travers desdi
de traitement.
Seuls les profils correspondant aux bactériesestabnt présentés dans ce rapport. Les profils de

groupes ont en effet conduit globalement aux mé&maslusions.

3.3.1a. Méthode d'analyse des profils SSCP et dgpeiment du logiciel Safus.

Le graphique de la figure 11 montre, par exemple profils SSCP obtenus pour le lisier brut
de I'échantillon H. Cette technique permet de Viseiales communautés microbiennes sous la forme
de profils de pics ou chaque pic clairement distiadide correspond a une population microbienne
dominante de la communauté. La comparaison de#dggpefmet d'estimer la diversité microbienne de
I'échantillon et de rechercher la présence de ptipns communes aux différents prélevements (pics
qui co-migrent). La technique étant semi quantiegties comparaisons portent sur la présence et la

proportion relative des pics dans les profils.

Pour le lisier brut de I'élevage H (figure 11), deofil des bactéries totales (en noir) est
caractérisé par une zone centrale de pics de fait#dasité encadrée par 2 groupes de migration de
pics plus importants. Une trentaine de pics peetdistinguée au dessus d'un fort bruit de fondjute
correspond a la limite de résolution de la techamifoiselet al, 2006). Ce profil est typique de ceux
qui ont été obtenus lors de cette étude et préadeetrau laboratoire. Il résulte de la grande ditéers
des espéces présentes dans le lisier. Les preflgmupes sont plus lisibles, 13 pics sont visible
le profil desClostridium (en rouge), 5 sur le profil d&acteroides(en vert) et 11 sur le profil des
bactéries lactiques (en bleu). L'alignement de tessprofils permet de co-localiser les zones de

migration et les pics dominants des profils desipes avec le profil des bactéries totales.

La comparaison et la représentation d'un grand mnerdb profils (supérieur a 20) ne sont
cependant pas réalisables avec le logiciel stardizsdhnalyseurs génétiques. Nous avons donc utilisé
et adapté un logiciel d'analyse statistigue desfilprd&sSCP développé au Laboratoire de
Biotechnologie de I'Environnement de I'INRA de Narbe (Logiciel Safum, Zemét al, 2007). Ce

logiciel permet d'aligner les profils par rapporude référence unique, d'exporter les données des
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profils sous Excell pour faciliter leur présentatioe quantifier la surface des pics détectésyrebst,

de comparer les profils entre eux selon la méthsidgistique d'ACP (analyse en composante
principale). La version originale étant dévelopgées le logiciel commercial Matlab, nous I'avons
traduite et optimisée pour fonctionner sous ledegilibre Scilab. Cette nouvelle version s'appelle
Safus et est disponible sur le site internet du &gef de Rennes.
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Figure 12 : Comparaison des profils SSCP par ACP

En A. Alignement des profils SSCP des bactéries totaleenus & partir des lisiers stockés des
élevages B, C, E, et G.

En B., C. et D, résultats de la comparaison des profils par AC&de du logiciel Safus.

Pour cette figure et toutes les figures suivaréssprélévements sont repérés par leur natureuis)
par I'élevage (B, C, E, etc) et I'année (1, 2 @rBespondent a 2006, 2007 et 2008, respectivement)
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La figure 12 présente les résultats obtenus ael'del I'outil Safus. En A., nous avons un
alignement des profils SSCP bactériens des liskxskés (LS) prélevés la premiére année du projet
(2006) pour les élevages B, C, E et G, puis umaligent des trois lisiers de I'élevage B prélevés en
2006, 2007 et 2008 (profils LSB1, B2 et B3 respectient). Bien que I'observation visuelle nous
permette d'apprécier le degré de ressemblance leatofils, elle ne nous permet pas de les dlasse
entre eux selon ce critére.

L'analyse en composantes principales (ACP) estré@ode mathématique d'analyse des
données qui consiste a rechercher les directiodesfgace qui représentent le mieux les corrélation
entren variables aléatoires. L'ACP va donc comparer texdonnées (abscisses et ordonnées) de
chacun des points de chaque profil SSCP et regraumee eux les profils les plus ressemblants. Elle
va rechercher le nombre de composantes minimunpepumet d'expliquer le mieux les différences
entre les profils et proposer une représentatiaphljgue des résultats. Ainsi, les informations tiees
par I'ACP sont de trois ordres :

- en B., le % de variance expliquée par chaque coampesici, la premiére composante permet
d'expliquer plus de 80% de la variabilitt obsereéda somme des deux premiéres composantes
explique jusqu'a 90% de la variabilité

- en C., les corrélations dans I'espace des 6 pI®8ICP analysés sont visualisées dans un plan
généreé par les 2 composantes principales de IsmaBn constate que les 6 profils se regrouperst dan
le plan, ils sont donc tres similaires.

- Enfin, la figure D. montre la confiance a accordéda projection des profils dans le plan de la
figure C. Les points notés en vert sont statistiggigt trés bons, les points en bleu sont acceptdetes

points en rouge sont mal représentés et n'appagtiepas au plan (il n'y en a pas dans cet exemple)

En revanche, dans le cas des profils SSCP, I'AC@&onne pas d'information sur la nature des
composantes qui permettent de différencier lesilprefitre eux. C'est donc par la connaissance des
prélevements correspondants et l'interprétationrdssltats que nous allons pouvoir proposer des
conclusions. Ainsi, figure 12, nous constatons e I'élevage B, il y a une différence entre lefipr
de l'année 2006 (LSB1, qui est proche de LSC1 &)@t ceux des années 2007 et 2008 (LSB2 et
B3 sont plus proches de LSE1). Cette représentatiggere donc qu'il y a une différence de
communauté microbienne du lisier stocké plus ingue entre 2006 et 2007 que (1) entre 2007 et
2008 et (2) pour I'année 2006, entre celle devbgle E (LSE1) et celles des élevages B, C et G.
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Figure 13 : Alignement des profils SSCP des Bactéries totab#snus pour tous les échantillons et
résultats des ACP correspondantes. Les flechegaled indiquent les 4 pics dominants dans la
majorité des lisiers bruts et leur position suppad@ns les autres échantillons.
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3.3.1b. Comparaison des profils SSCP obtenus damséme type d'ouvrage

L'alignement de I'ensemble des profils SSCP detéHas totales est présenté sur la figure 13.
Les profils obtenus pour les lisiers stockés (6smatiplus) en 2006 présentent une grande similarité
avec toujours les trois zones décrites précédemeedessus desquelles émergent quatre groupes de
pics majoritaires notés 1, 2, 3 et 4 (LS 2006). prdils sont relativement comparables avec ceux
obtenus la méme année pour les lisiers bruts quit@mt n'ont pas été stockés plus de 1 mois (LB
2006). Il semblerait donc que les communautés tiermes des lisiers évoluent peu pendant le
simple stockage anaérobie, comme nous l'avions d#jataté dans Peet al (2006). Ainsi, les
groupes de pics 1 a 4 sont présents dans plus%ded86 profils de lisiers bruts et stockés, sugdéran
l'existence d'espéces microbiennes systématiquerdentinantes dans les lisiers de porcs.
L'homogénéité de composition de la flore microbeemtes lisiers bruts pourrait s'expliquer par la
grande standardisation des races et de l'alimentates porcs et par la faible évolution de la

communauté microbienne du lisier brut pendantdekstge anaérobie.

L'alignement des profils des lisiers bruts et sésotes années 2007 et 2008 avec ceux de 2006
introduit une hétérogénéité dans la figure (LS &t 2006-08). Cette hétérogénéité suggere un
changement de communauté microbienne d'une anndautie. L'analyse ACP montre un
regroupement de la majorité des profils des lisiier2006 entre eux (sauf LBEL, I1 et M1) au dessous
de I'horizontale du graphique (figure 13, graphePA€h haut & droite), tandis que les profils des
années 2007-08 restent groupés au dessus. Noosviais donc le méme résultat que celui observé
précédemment figure 12 avec une différence plue femtre 2006 et 2007-08 qu'entre les profils issus

d'élevages différents.

Les profils SSCP obtenus pour les boues apparaisié#érents de ceux obtenus pour les
lisiers bruts et stockés (Boues 2006-08). Les troises de migration définies précédemment sont
nettement moins prononcées et une plus grandesdi&eate pics est observée dans l'ensemble des
profils. Les quatre groupes de pics majoritairgeerés dans les profils de lisier brut ne sont plus
systématiquement visibles dans tous les profilss Gleservations suggérent une évolution de la
communauté microbienne du lisier et une modificapoogressive des groupes bactériens dominants.
Cette évolution des profils se traduit dans le heade I'ACP par un positionnement des profils de
boues a l'extérieur d'une zone regroupant legdisiauts et stockés (a I'exception de la boue B M1
(graphe ACP du milieu a droite figure 13). Nous yams donc en conclure que la variabilité
introduite par la nature du prélévement (boue \efisier) est plus forte que celle introduite pes |

années ou l'élevage.

Enfin, les lagunes et les refus de centrifugatigrs@ntent des profils SSCP encore différents,
qui s'éloignent toujours plus des profils obserpésr les lisiers bruts. Le graphe ACP (en bas a

droite) positionne ces profils de maniére trés alispe comparé aux profils précédents et en majorité
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en dehors des groupes de lisier et de boues.dit ggesque possible de définir des zones du graphe
correspondant aux lagunes et aux refus de cerdtiug Cependant, la majorité de ces profils n¢ son

pas bien représentés dans le plan analysé puisgupdsitionnement apparait en rouge.

3.3.1c.Conclusions.

Les lisiers bruts et stockés présentent des pr&@BCP similaires qui suggérent une
homogénéité des communautés microbiennes domindeseksiers et une faible évolution de celles-
ci pendant le stockage anaérobie. Ces résultatseeacaccord avec Pat al (2006). Les autres types
d'effluent analysés (boues, refus de centrifugagtdagune) présentent des profils SSCP trés \asab
et trés distincts des profils obtenus sur les risieruts. Cette grande variabilité a été observée
également au niveau des profils des groupes (dsrméatrées dans le rapport d'étape 2007).
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Figure 14 : Alignement des profils SSCP des bactéries totadeta filiere de type O et résultats de
lanalyse ACP. LB, lisier brut ; LS, lisier stockéB2, année 2007 ; B3, année 2008. Les fléches
verticales indiquent les 4 pics dominants dans dgorité des lisiers bruts et leur position supposée
dans ces échantillons. Lorsque les fleches somgsleil y a co-migration parfaite des pics et une
bonne probabilité pour que les populations micnotés soient identiques. Lorsque les fleches sont en
pointillés, la co-migration n'est pas parfaite etpic pourrait correspondre a une autre population
microbienne.
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3.3.1d. Comparaison des profils SSCP obtenus [arefide traitement
Les profils SSCP ont été alignés de maniére aaligmr les changements de la communauté

microbienne a chaque étape des filieres de traitethelisier.

Filiere de type 0. Cette filiere consiste dans un simple stockageligiar brut en fosse
anaérobie. L'alignement des profils obtenus poulisier brut et le lisier stocké plus de 6 mois
souligne la présence de nombreux pics dominantsntoms aux deux profils pour une méme année
(Figure 14). Le stockage anaérobie semble doncrawoi impact limité sur la communauté
microbienne du lisier. Un nhombre important de papahs bactériennes, dont les 4 groupes de pics
dominants observés en 2006, persiste depuis ¢ isut jusqu'au moment de I'épandage. Les profils
observés pour I'année 2008 ont la méme forme géngua ceux de I'année 2007 mais ne sont pas

rigoureusement identiques, ce qui suggere malgitéutoe certaine variabilité d'une année a l'autre.

Cet exemple simple, nous permet aussi de valideeranalyse ACP. En effet, les résultats
suggerent que 95% de la variabilité des profilsvpatiétre expliqués selon 2 composantes (graphe de
gauche). Le graphique des composantes (au milieajrenque la composante principale qui relie les
prélevements est I'année du prélevement puisquedéits B2 et B3 sont regroupés entre eux de part
et d'autre de I'horizontale. La seconde composseri&t la nature du prélévement puisque les deux
lisiers bruts sont plutdt sur la gauche du graphitandis que les lisiers stockés sont plutét sur la
droite. Enfin, cette représentation des profilssdan méme plan est validée par le graphique de

confiance qui attribue des points verts aux 4 [gofi
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Figure 15 : Alignement des profils SSCP des bactéries totddesa filiere de type 2. Les fleches numérotées det sur les profils LB correspondent aux 4 pics
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boues etc.).



La filiere de type 2 posséde un traitement biologique sans séparati@éalgble des phases
solides et liquides du lisier. L'alignement desfifganontre une évolution de leur allure générale q
suggere un changement des communautés microbigutesu long de la filiere (figure 15). A noter
que les profils LB et BA de I'année 2008 sont paliitrement mal résolus, probablement suite & un
probléme technique lors de I'électrophorése. Pesirautres, les profils des boues activées sont en
apparence assez différents de ceux des lisiersiceantre une évolution (et/ou une dilution) de la
communauté microbienne du lisier dans la boue @etiviu niveau du décanteur (année 2007), le
profil de la boue du décanteur est quasiment ideata celui de la boue activée. Cette observatibn e
logique puisque la boue prélevée dans le décarétair relativement récente. De méme, assez
logiqguement, le profil du liquide du décanteur pris de fortes similitudes avec celui de la boue
excepté pour quelques pics qui pourraient étreigqugd par une différence de capacité de certaines
bactéries a exister sous forme planctonique ougégréenfin, les profils des boues stockées et des
lagunes apparaissent tres différents des profilsige et de boues activées avec, pour les lagumes
diversité apparente réduite (tassement des prefils) présence de quelques pics trés dominantie Ce
différence souligne la forte évolution de la comuiuuié microbienne du lisier traité apres séparatton

stockage de longue durée des phases séparées.

La comparaison précise des profils montre cepdrglanplusieurs pics co-migrent d'un profil &
I'autre, traduisant la persistance probable daeius populations dominantes du lisier jusque desis
boues et les lagunes. Ainsi, un pic tres dominansde profil des lagunes semble correspondrecau pi

4 des lisiers bruts.

L'analyse ACP (figure ci-dessous) confirme lesiltéss observés au niveau des profils le long
de la filiere. Pour les deux années 2007 et 20@B gFF3 respectivement), plus de 90% de la
variabilité des profils peut s'expliquer selon demmposantes qui regroupent les profils des boues
(activées et stockées) entre eux. Les communau@shiennes des boues se démarquent donc de

celles des lisiers et des lagunes. Les profiladarie sont toujours les plus €loignés.
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Figure 16 : Alignement des profils SSCP des bactéries totida filiere de type 3. Les fleches numérotées det sur les profils LB correspondent aux 4 pics
dominants des lisiers bruts observés en 2006. &epleines = co-migration correcte ; fleches plbets = co-migration possible. Les fleches présdrdar les
autres profils indiquent les pics communs entrepledils et qui semblent persister d'une étapaudre de la filiere (pics noirs pour le LB, picsrnaas pour les

boues etc.).



La figure 16 présente les profils deflkére de type 3 qui difféere de la précédente par la
présence d'un décanteur centrifuge en amont dinbdisgration. Comme précédemment, les profils
SSCP obtenus I'année 2008 sont moins bien résakiceux des années 2006 et 2007. Cependant,
leur alignement montre toujours une évolution quggere des changements de communauté
microbienne tout au long de la filiere. Le passdge lisiers au travers du décanteur centrifugeé(tes
en 2007 et 2008) n'affecte pas la diversité mienohe puisque les profils SSCP des fractions solides
et liquides aprés centrifugation sont quasimenemgsables et trés similaires a ceux des lisiarns br
(sauf pour le RSC de 2008). Plusieurs populatiamsidantes des lisiers bruts persistent dans les
boues activées, les boues stockées et la lagweern(@irquées par une fleche noire, dont les picsA2. et
Une fois stockés, les refus solides de centrifoggrésentent des profils SSCP tres différenteds ¢
des autres produits.

L'ACP réalisée sur les profils de la filiere menteur grande dispersion. Quelle que soit I'année
considérée, il faut supposer 3 composantes pouiqarp environ 85% de la variabilité totale des
profils. La figure ci-dessous montre les résultitd'année 2007. La projection des corrélationdesur
3 plans possibles montre un regroupement d'une ghatisier brut (LB) avec la sortie liquide de la
centrifugeuse (RSL) et d'autre part, de la bouwéetavec la boue stockée. Ces regroupements sont
logiques au regard des profils observés dans ladi@6. En revanche, I'absence de regroupement de
la sortie solide de la centrifugeuse avec le LB2dRSL est plus problématique. Il semblerait ge'ell

résulte d'un artefact lié & un probléme d'aligndrderce profil particulier dans Safus.
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Figure 17 : Alignement des profils SSCP des bactéries totidds filiere de type 4. Les fleches numérotées det sur les profils LB correspondent aux 4 pics
dominants des lisiers bruts observés en 2006. &epleines = co-migration correcte ; fleches plbdets = co-migration possible. Les fleches présdraar les
autres profils indiquent les pics communs entrepltesils et qui semblent persister d'une étapaldre de la filiére (pics noirs pour le LB, picsrnoas pour les
boues etc.).



La figure 17 présente les profils SSCP dffliere de type 4 Cette filiere differe de la filiere de
type 3 par la présence d'un filtre & bande a leepthu décanteur pour séparer les phases liquide et
solide de la boue activée. Comme pour la filiereype 3, les profils SSCP obtenus I'année 2008 sont
moins bien résolus que ceux des années 2006 et gepéndant, ils confirment quand méme que la
majorité des populations dominantes du lisier larit visibles dans les refus liquides et solides en
sortie du décanteur centrifuge (sauf le refus sotid 2008). En 2007, les profils des deux refus son
quasiment superposables démontrant I'absenceattis@ldans la répartition des groupes microbiens
entre les fractions liquide et solide des refussuie, les profils des boues activées présentemt un
forte évolution par rapport aux lisiers malgré quels pics qui persistent. Assez logiquement, le
passage de la boue dans le filtre a bande n'gt&rda diversité des populations retrouvées dans le
sorties liquide et solide de I'appareil qui préeahtes mémes populations que la boue activée ¢anné
2007 et 2008). Enfin, les profils observés dans léggines different de ceux des deux filieres
précédentes dans le sens ou ils présentent plsispapulations trés dominantes dont plusieurs
semblent avoir persisté depuis le lisier.

Les ACP effectuées sur la filiere donnent desltatsuen accord avec les profils. En 2006, les
profils sont tellement différents qu'il faut 3 coogantes pour expliquer 100% de leur variabilité
(graphes en trois dimensions ci-dessous). Ce gignea dire que c'est leur nature méme qui les
sépare. Pour les années 2007 et 2008, deux conmpssarifisent & expliquer 90% de la variabilité.
On retrouve bien la similarité des profils LB-RLGR d'une part et BA-BE d'autre part en 2007, ainsi
que la divergence du profil RSC en 2008.
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3.3.1e. Conclusions sur l'analyse des communaut¥Fsiiennes par PCR-SSCP et ACP

Concernant les filiéres de traitement des lisiés, résultats importants obtenus par c
approche sont :
1. la confirmation que le simple stockage anaérahides traitements physiques (centrifugati
décantation) n'ont pas un réel impact au nivealademmmunauté bactérienne des lisiers. Par co
I'application des traitements biologiques (aératginckage des boues et des refus solides, lagu
conduit a des changements importants de cette coaut® Ces changements entrainent le
souvent une disparition des populations dominadtesisier sans toutefois les éliminer totaleme

L'action majeure des traitements pourrait donc @i au changement des paramé

environnementaux du milieu et a I'activité biolagégdes populations microbiennes en compétition.

2. la localisation de 4 pics et groupes de picsidants, majoritairement présents dans les lisier
I'année 2006, et dont certains semblent persiatéasers des filieres de traitement. Nous avoms ¢
poursuivi cette étude par l'identification de césspet le développement d'outils pour tenter de
guantifier au travers de la filiere.
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3.3.2. Identification des pics dominant les pra8ISCP des lisiers frais et stockés

L'alignement des profils SSCP des bactéries totddms12 lisiers frais et 5 lisiers stockés
analysés en 2006 avait révélé 4 pics dominantgtaignt visibles sur plus de 80% des profils (Fégur
18). De maniere intéressante, les profils SSCPisémalsur les prélevements de l'année 2007
présentaient les mémes pics, avec une prévalenge @ominance plus marquées pour les pics 2 et 4.
Cette observation suggérait que les espéces marnodé correspondantes étaient non seulement tres
présentes dans les lisiers mais aussi stables dhmée sur l'autre. Nous avons donc tenté d'idemtif
les micro-organismes correspondants par clonagégqtencage de leurs ADNrl6S pour développer

des systemes moléculaires permettant leur déteuéipRISH ou PCR en temps réel.

Les fragments d'ADNr 16S de deux échantillons dgeribrut (LB H et O) et deux
échantillons de boues (BE N et O) ont été clondsnsk protocole décrit dans le matériel et
méthodes. Les clones obtenus ont été triés powdreemeux qui co-migraient avec les 4 pics
dominants observés ci-dessus. Les fragments d'A&Nctbnes candidats ont été séquenceés sur les
deux brins afin de limiter les erreurs techniqueséquencage et d'augmenter la longueur de séquence
disponible pour effectuer l'analyse phylogénétiméressaire a lidentification des pics et a la

recherche de sondes.

LB 2006 1

‘\p y ] /J /\ k\

Figure 18 : Alignement des profils SSCP des bactéries totdéss lisiers bruts et lisiers stockés
analysés en 2006 et 2007. Les fleches indiqguenpdegions des 4 pics dominants présents dans la
majorité des lisiers.

Une premiere recherche sur les bases de donnéesaitibnales a montré que les especes les
plus proches génétiqguement correspondaient toutssabactéries non cultivées (Tableau 20). La

séquence du pic 1 est relativement proche (95%irdiitsde) de celle d'urClostridium mis en
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évidence aprés enrichissement en conditions anaérde sédiments marin. Le pic 4 a été identifié
avec 99% de similitude a une bactérie du grdBpeteroidalegetrouvée dans un digesteur anaérobie
de déchets solides. Tandis que les pics 2 et dmegsie faiblement liés a des séquences appartenant

auxBacteroidales

Tableau 20 :ldentification des pics 1 a 4 par comparaison de®bases de données

N°du pic % de Séquence la plus proche Numéro Article
dominant similitude  (environnement d’isolement de la séquence) d'accession

1 95 Clostridiacea non cultivée DQ080137 Yan et al., 2006
(sédiments)

> 92 Bacteroidales non cultivée EF436368 Mao et al., 2907
(rumen) (non publié)

Bacteroidales non cultivée Nakamura et al.,

3 92 (hizosphére) AB240481 2005 (non publié)
4 99 Bactgrmdales nor] cul'tlvee EF559197 Li et at. 2QQ7
(digesteur anaérobie) (non publié)

Une analyse phylogénétique plus poussée a étgaéadi I'aide de I'environnement logiciel
ARB. Les séquences ont été alignées sur une badentées de 12 000 séquences a l'aide du logiciel
Clustal puis les alignements ont été vérifiés a@téédmanuellement. Les séquences corrigées et
alignées ont permis la reconstruction d'arbresqu@niétiques selon les méthodes du Neigbor-Joining
ou du maximum de parcimonie. Un arbre simplifié psésenté en figure 19. Il confirme le

rattachement du pic 1 au gei@mstridiumet celui des pics 2, 3 et 4 a la famille @asteroides.

Conclusion

Les 4 pics observés comme dominants dans lesslifirrts et stockés ont été identifiés
comme des micro-organismes appartenant aux groapegenreClostridium et a la famille des
Bacteroides lls sont proches de micro-organismes observés tiamvironnement et n‘appartiennent
pas a des groupes potentiellement pathogénes.
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Agrobacterium tumefaciens, D01260 D14504
Rhizobium tropici, D11344
Sinorhizobium fredii, D01272 D14516
Sinorhizobium meliloti, D01265 D14509
Agrobacterium tumefaciens, D01256 D14500
Rhizobium radiobacter, M11223

Agrobacterium tumefaciens, D01262 D14506
Zoogloea ramigera, X74915
Mesorhizobium loti, D01270 D14514

Azorhizobil i , D11342

Bradyrhizobium japonicum, D11345
{— Paracoccus denitrificans, X69159
———— Rhodobacter sphaeroides, X53854
Acetobacter xylinus, X75619
Gluconacetobacter europaeus, 221936

Gluconacetobacter hansenii, X75620
Gluconacetobacter diazotrophicus, X75618
Gluconacetobacter liquefaciens, X75617
Acidomonas methanolica, X77468
Gluconobacter oxydans, X73820
Acetobacter aceti, D30768
Acetobacter pasteurianus, X71863

Anaplasma marginale, M60313
—E Ehrlichia bovis, U03775
Ehrlichia ruminantium, X61659
Vibrio furnissii, X76336
Vibrio vulnificus, X76333
Vibrio cholerae, X76337

Actinobacillus pleuropneumoniae, D30030
Proteus vulgaris, X07652

H: t , L04942
[ PseL aeruginosa, M34133
—— Pseudomonas flavescens, U01916

Franci: philomiragia, Z21933

Bordetella bronchiseptica, X57026
Bordetella holmesii, U04820
Kinetoplastibacterium crithidii, L29303
Comamonas testosteroni, M11224
J Duganella i D14256
! Zoogloea ramigera, X74914
Neisseria gonorrhoeae, X07714
Dict nodosus, M35016
Legionella lytica, X66835
Pelobacter acetylenicus, X70955
Pelobacter propionicus, X70954
Desulfobacula toluolica, X70953
Desulfovibrio desulfuricans, M37312
symbiont, L15739
pylori, U00679

Bacteroides fragilis, M61006
- g Pic2.

Rhodothermus marinus, X77140
Borrelia burgdorferi;, U03396
Leptospira interrogans, X17547
[ Chlamydophila pneumoniae, L06108
Chlamydia trachomatis, M59178

Anabaena sp, X59559

Lactobacillus pontis, X76329

Lactobacillus reuteri, X76328
L i i ilus, M99704

Lactobacillus fructivorans, X76330
Lactobacillus sanfrancisco, X76327
Lactococcus lactis, X64887
Streptococcus thermophilus, X68418
Carnobacterium alterfunditum, L08623
Staphylococcus haemolyticus, X66100
Staphylococcus hominis, X66101
Staphylococcus aureus, X68417
Bacillus licheniformis, X68416
Bacillus methanolicus, S42879 X64465
Bacillus tt ylovorans, L27478
Geobacillus stearothermophilus, X57309
Saccharococcus thermophilus, X70430
Sporosarcina globispora, X68415

Desulfotomaculum thermosapovorans, Z26315

" uni ified Anaer im, L09178

—— Thermoanaerobacter cellulolyticus, L09183
Clostridium sp, L23477
Clostridium ium, X72870
Clostridium collagenovorans, X73439
Clostridium sardiniensis, X73446
Clostridium tetanomorphum, X68184
Clostridium botulinum, L37592
Clostridium tyrobutyricum, L08062
Clostridium corinoforum, X76742
Clostridium paraputrificum, X73445

Clostridium perfringens, M69264
Clostridium cellulovorans, X71849
Clostridium proteolyticum, X73448
Caloramator fervidus, L09187
Caldoanaerobacter indicus, X75788
Clostridium bifermentans, X73437
Clostridium ghopi, X73451
Pic 1,

Mycobacterium leprae, X53999
Mycobacterium tuberculosis, S45301 X58890
Mycobacterium chlorophenolicum, X79094
Actinoplanes utahensis, X80823

Frankia sp, M88466

ium bifidum, S83624
Leifsonia xyli, M60935
Streptomyces ambofaciens, M27245
Streptomyces griseus, M76388 X55435 X61478
[ Fusobacterium necrophorum, X74408
e Propionigenium modestum, X54275
— Deinococcus radiodurans, M21413
Thermus thermophilus, X07998
Geotoga subterranea, L10659
Di I 1s thermophilum, X69194
Coprott proteolyticus, X69335

— 010

Figure 19 : Positionnement phylogénétique des séquences @éss 4ominants observés dans les
lisiers bruts et stockés des prélevements de kaR0@6.
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3.3.3. Suivi des populations dominantes dans ligeefpar technique FISH

A ce stade du projet, nous avons dd faire un cbaixle type de technique a utiliser pour
suivre, dans les filieres, les populations domieamdentifiées précédemment. En effet, nous posvion
opter soit pour la technique de PCR en temps s&dl,pour la technique d'hybridation situ par
microscopie a fluorescence (FISH). Nous avons clugitie seconde option pour 2 raisons : (1) le
laboratoire de microbiologie de I'Unité HBAN du Cagnef d'Antony est spécialisé dans la technique
FISH et (2) le développement de la technique de BRmps réel pour le suivi des contaminations
fécales dans les procédés de traitement et I'emément a fait I'objet d'un autre projet financé pa
I'AFSSET (projet Traces). Les personnes intéregs@esette approche pourront trouver les résultats
dans le rapport du projet Traces et dans le maituecthése de Romain Marti (boursier ADEME) qui
devraient étre disponibles fin 2009.

3.3.3a. Essais de faisabilité de la techniques F$8Hdes échantillons de lisiers

Des essais préliminaires d'hybridationsitu en fluorescence (FISH) ont été effectués sur 9
échantillons provenant de 4 sites différents (Tab[21) et fixés selon deux méthodes : le PFA 4% qui
favorise la conservation et I'hybridation des baetéa Gram négatif et I'éthanol qui favorise
I'hybridation des bactéries a Gram positif. Desdesngénérales ciblant les deux grands domaines
microbiens des Bactéries et des Archées (qui cumtigt les espéces méthanogénes) ont été utilisées

en paralléle d'échantillons contréles provenardigesteurs anaérobies industriels.

Tableau 21 :échantillons évalués en FISH

Elevage Type de traitement Prélevements
B 1 Lisier brut frais, Lisier brut stocké
E 1 Lisier brut stocké
K 3 Lisier brut, Boue aérée, Lagune
Q 4 Lisier brut, Boue aérée, Lagune

La figure 20 montre les résultats obtenus sur umen&hamp microscopique lors des
hybridations effectuées sur I'échantillon de cdatrlors que les micro-organismes sont difficilemne
distinguables en microscopie classique (Image 2BdJeviennent visibles en épifluorescence grace a
la technique FISH. Les Archées sont visualiséeaidel du filtre bleu (20a), tandis que les Bacgerie
sont visibles a l'aide du filtre rouge (zones Aarites en 20b, les zones mates sont du bruit dé. foad
filtre vert permet de détecter le bruit de fondl'atitofluorescence des échantillons qui est assez
importante (20c). La superposition des 4 imagesigivra la I'image 20e ou les bactéries apparaissent
en jaune (rouge + vert) et le bruit de fond en.vert
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Figure 20 : Observation au MCBL de I'échantillon contrdle pibsiybridé par la technique FISH avec
les sondes Bactéries (EUB338 |, Il et Ill) marquéesCy et la sonde Archée (Arc915) marquée au
Cy’. Pour un méme champ microscopique, nous observemsa, les archéees (bleu) ; en b, les
Bactéries (rouge) ; en c, le bruit de fond et dafluorescence (vert) ; en d, les cellules sansratibn
(contraste interférentiel différentiel, DIC) et enla superposition des 4 images.

Les observations effectuées sur les échantilloniso®, de boues aérées des réacteurs de
traitement et des lagunes sont résumées sur leedi@1 et 22. Les lisiers bruts présentent degema
trés chargées ou il est quelquefois difficile dgidguer clairement les micro-organismes (en rauge
bleu) par rapport a l'autofluorescence du bruitfated (en blanc et vert pale) et aux débris et/ou
cellules non marquées (en noir). Les figures 2Iareitamment montrent des formes ressemblant a de
gros bacilles qui ne sont par marquées par I'hghdd. Cette I'absence de marquage peut avoir trois
origines (Amanret al, 1995) :

- les sondes n'hybrident pas a l'espéce considéedte I§/pothése reste peu probable puisque nous
avons utilisé des sondes tres générales

- les sondes ne pénetrent pas dans les cellulesaul &lors utiliser des protocoles de
perméabilisation des parois et membranes cellglgiaur améliorer I'hybridation. Cependant, ces
protocoles sont délicats a mettre en ceuvre sueéakemtillons complexes car ils peuvent conduie a |
lyse des cellules les plus fragiles. Lors de cesisspréliminaires, les deux types de fixation des
échantillons (PFA et éthanol) ont donné des résusimilaires concernant la qualité de I'hybridatio

et la proportion de cellules marquées (Figure 2k e

- le nombre d'ARN ribosomiques dans les cellulestrest faible pour que le signal hybridé soit

visible au microscope. Le nombre de ribosomes ptéseans les cellules dépend de ['‘état
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physiologique cellulaire. Ainsi des cellules prédseh une activité métabolique faible sont
généralement difficiles a détecter en FISH. Cettgothése serait la plus plausible dans nos essais
puisque seuls les échantillons des élevages deOtypsiers bruts stockés des élevages B et E) ont

montré des signaux faibles d'hybridation (Figura &ilb, et données non montrées).

Figure 21 : Observation en FISH des
échantillons de lisier brut avec les sondes
Bactérie (rouge) et Archée (bleu).

En a: lisier brut frais, élevage B, type 0|
En b : lisier brut stocké, élevage B, type
0.

En c : lisier brut frais, élevage K, type 3
En d et e : lisier brut frais, élevage Q,
type 4, fixation des échantillons au PFA
(en d) ou & I'éthanol (en e).
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Pour les autres échantillons (Figures 21c-e ete22&es micro-organismes marqués par le
FISH apparaissent généralement sous la forme de flomas cellulaires) assez denses. Bien que ces
observations soient trés qualitatives, la propaortitArchées (en bleu) par rapport aux Bactéries (en
rouge) semble diminuer nettement entre les échamtilde lisier brut, les boues aérées et la lagune.
Cette observation est logique puisque les Archéaaues a ce jour sont majoritairement anaérobies.
Il est méme presque étonnant de constater le normhpertant d'Archées encore visibles,
généralement sous la forme de clusters ou de filtapdans le réacteur biologique aéré (Figure 22a e

b).

Figure 22 : Observation en FISH des
échantillons de boues aérées des réacts
de traitement et des lagunes avec les
sondes Bactérie (rouge) et Archée (bleu).

En a: boues aérées, élevage K, type 3.
En b : boues aérées, élevage Q, type 4.
En c: lagune, élevage K, type 3.

End et e : lagune, élevage Q, type 4.
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En conclusion, les premiers essais de FISH étairdurageants pour les échantillons de boues aérées
des réacteurs biologiques et de lagunes. En reeaiisHaissaient présager des problémes techniques
pour la détection de groupes microbiens sous-dontsrdans les lisiers bruts. En effet, le fort bt

fond et la quantité élevée de débris allaient nohlgyer a diluer énormément les échantillons pour
obtenir des images convenables ce qui pouvait ¢andu une élévation importante du seuil de

détection de la méthode.

3.3.3b. Design de sondes spécifiques des séquess@ics 2 et 4 identifiés par SSCP et
clonage.

Pour pouvoir visualiser par technique FISH lesroaarganismes correspondant aux pics 2 et 4
identifiés précédemment, la premiere étape conaistechercher une séquence d'ADN qui leur est
totalement spécifique. Les séquences d'ADNr 16é&s précédemment ont été alignées avec celles
des bases de données et nous avons dessinégallaidgiciel ARB, une sonde spécifique a chaque
pic : Bac650 et Bacl51, respectivement (tableau 22)séquence extraite du pic 2 appartient a la

famille desPrevotellaceaela séquence extraite du pic 4 appartient a kodé:Bacteroidales

Comme contréle d'hybridation, nous avons ausshembhé (a l'aide du site ProbeBase

http://www.microbial-ecology.de/probebase/defaslf)ades sondes plus générales de la classe des

Bacteroidetesqui pourraient hybrider aux micro-organismes des R et 4. Deux sondes ont été
sélectionnées : Bac303 et CFB1082, respectivenBat303 a déja été testée en FISH alors que
CFB1082 non.

La capacité de ces sondes a s’hybrider aux sécudaseics 2 et 4 a été testée par ordinateueéabl
22). CFB1082 semble ne pas s'hybrider a la populatiicrobienne du Pic 2, tandis que la sonde Bac
303 semble ne pas s’hybrider a la population dd pZependant, pour chaque population microbienne
(pic 2 ou 4) nous bénéficiions d'une sonde spéafigt d'une sonde de groupe qui pouvaient étre
utilisées en co-hybridation. L'utilisation de coesplde sondes pour une méme population de micro-
organismes est une pratique courante qui permealitker les observations par la co-localisation du

signal des deux sondes.

Tableau 22.Caractéristiques des sondes utilisées

Sonde Cible Hybridation au
Pic 2 Pic 4
Bac650 Spécifique| + -
Bac303 Geénérale + -
Bacl51 Spécifique - +
CFB1082 Générale - +
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0,
Sonde Cible Séquence de la sonde (5'-3|) formglomide Fluorophore | Référence
Bac650 | Pic 2 GCCTCTTACGCACTCAAG ND Cy3 gtit;i
Plupart des
Bacteroidaceage,
plupart deg Manz et
Bac303 Prevotellaceae,| CCAATGTGGGGGACCTT 0 FITC al’
guelques '
Porphyromonad
aceae
. Cette
Bac151 Pic 4 GACCAAGTTTCCCTGGTG ND Cy3 stude
Plupart des
CFB1082 Qgggres de I 1 GGCACTTAAGCCGACAC ND Cy5 ZY?"er et
Bacteroidetes

3.3.3c. FISH a l'aide des sondes EUB338 (Cy3) +3B8qFITC) + CFB1082 (Cy5)

Tous les échantillons des élevages B, F, K et Radaée 2006 fixés au PFA ont été testés avec
le mélange de sondes EUB338 Cy3, Bac303 FITC etlOBB Cy5 a 0% de formamide.

Les résultats ont montré un signal positif avesdade générale (EUB338) démontrant que la
fixation et I'hybridation des bactéries avait faoshé correctement. Cependant, aucun signal n'a été
observé avec les autres sondes, et ce sur l'erse®bléchantillons (figure 23). Il n'y avait doras p
d'hybridation des sondes Bac303 et CFB1082. Leabigleu observé figure 23 correspond a du bruit
de fond car les sighaux EUB338 et CFB1082 ne samtcp-localisés.

Le fait que la sonde Bac303 a déja été testée lpai@chnique FISH a 0% de formamide (cf
ProbeBase + littérature) indique que ce n'est pashde qui ne s’hybride pas mais que ce sont les
groupes microbiens ciblés qui sont absents ou tecthbles dans les échantillons. On peut émettre
I'nypothése qu'il en est de méme pour la sonde G8Bbien que celle-ci n'ait jamais été testée en
FISH.

> Application of a suite of 16S rRNA-specific oligonucleotide probes designed to investigate bacteria of the phylum
cytophaga-flavobacter-bacteroides in the natural environment. Microbiol. 142: 1097-1106, 1996.

®16S rRNA-targeted oligonucleotide probes for the in situ detection of members of the phylum Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides. System. Appl. Microbiol. 23: 107-114, 2000.
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Figure 23. Hybridation in situ de 4 échantillons de bouesvaets a l'aide des sondes EUB338 Cy3

(rouge), Bac303 FITC (vert), CFB1082 Cy5 (bleu).
A. Boues activées de I'élevage B ; B. Boues actidéel'élevage F ; C. Boues activées de I'élevage K
D. Boues activées de I'élevage R.

3.3.3d. FISH a l'aide des sondes EUB338 (FITC) €& (Cy3) ou Bac151 (Cy3)

Malgré les résultats négatifs observés précédemmens avons tout de méme testé nos sondes
spécifiques sur les échantillons des élevages R, d%,R fixés au PFA en 2006. Les hybridations ont
été réalisées avec le mélange de sondes EUB338 &TBac650 Cy3 ou Bacl51 Cy3 a 10% de
formamide. La encore, la sonde générale a donrgigmal positif alors que les sondes spécifiques
Bac650 et Bac151 n'ont pas donné de signal (F2dire

Ces résultats sont en accord avec les résultaesod précédemment avec les sondes plus
générales (Bac303 et CFB1082). Les groupes cildésep 2 sondes dessinées ne semblent pas étre

visibles ou détectables dans les échantillons.
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Figure 24.Hybridation in situ d'un
échantillon de lisier brut de I'élevage
B a l'aide des sondes EUB338 FITC
(vert) et BAC650Cy3 (rouge).

L'image B.est un zoom de l'image A.

3.3.3e. Conclusion des essais de FISH

Les essais réalisés en FISH n'ont pas permis dectdétles populations microbiennes

correspondant aux pics 2 et 4.
Plusieurs hypothéses sont possibles pour expligeerésultat : probléeme de sonde,
stockage et ou de perméabilisation des échantjlidiistensité du signal, ou encore de seuil

de
de

détection. Le probleme de sonde est a exclure gnoumoins une des sondes qui a déja utilisées dans |

littérature et a donné des résultats positifs. Benm le fait que les sondes générales donnengnal i

positif en hybridation montre que le stockage st denditions d'hybridation des échantillons sont

corrects. Les deux hypothéses qui persistent s¢hj un signal trop faible pour les populations

ciblées. Ce phénomeéne pourrait étre di a un faitaebre de ribosomes dans les populations cilées

du fait que leBacteroidalessont des micro-organismes anaérobies stricts efegwemanipulation

lors des expérimentations peut avoir affecté leabilité. (2) un nombre de micro-organismes cihles

inférieur au seuil de détection de la méthode. €id&l slépend de deux facteurs : le nombre minimum

de bactéries cibles présentes dans I'échantillongi&ant de visualiser au moins 1 bactérie par ¢h
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microscopique hybridé et la proportion de cettdecdans le nombre total de bactéries permettant au
signal de fluorescence de s'extraire du bruit del féar de simples calculs des surfaces d'écluemtill
analysées, de la dilution de celui-ci et de laagfde champ microscopique observée, il apparait qu
le seuil de détection de la technique peut étruévé@aenviron 10bactéries par mL d'échantillon, avec
une cible présente a plus de 1/1000 du total. Bassonditions, nous aurions di en théorie détecter
un signal dans les échantillons de lisier brut@ti®s puisque des essais menés en PCR en terhps rée
montrent en moyenne un nombre de bactéries totalkes 18 et 10 bactéries par mL de lisier et yn
nombre deBacteroidalesd'environ 10a 16 bactéries / mL (R. Marti, communication persorgjel|
Ces proportions sont aussi en accord avec le tatlgs pics ciblés sont dominants dans les prpfils
SSCP et représentent donc selon Loéedl (2006) plus de 1% du total. En revanche, il senali
que la proportion d8acteroidaleschute rapidement en dessous du seuil de 171066s bactéries
totales dans les échantillons de boues activédss legunes, les rendant ainsi indétectables pat.FI$
Nous n‘avons donc pas d'explication rationnelle goar pour ce résultat négatif. La difficulté
de ce type d'analyse est de devoir développer amgescontre une population de micro-organismes
encore non isolée et non cultivée et que nous ne/gms donc pas optimiser les conditions
d'hybridation de maniere expérimentale puisque mmupossédons pas d'isolat de la population en

question.
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4. DISCUSSION

4.1.Parametres physico-chimiques des lisiers et effluen

Les analyses physico-chimiques effectuées sursiess et les différents effluents des filiéres
de traitement montrent une grande variabilité demdes mais qui restent dans les limites de celles
observées dans la littérature (Levasseur P., 1868anet al, 2003).

En l'absence de traitement aérobie, on observe déggadation partielle de la matiére
organique des lisiers pendant le stockage qui dbradwne présence importante d'ammonium et
d'AGV dans les lisiers stockés. En présence daitetnent aérobie, I'azote ammoniacal et les AGV
sont dégradés au niveau du traitement biologiquée®tboues stockées destinées a I'épandage
contiennent une teneur réduite en NTK, ammoniurB@O. L'eau des lagunes utilisée en irrigation
contient des teneurs basses en azote et matieeigug. Elle présente un pH basique autour de 9.

Les fortes différences observées d'une annéateel'eoncernent généralement les mesures de
matieres séches et de Dg@andis que les mesures des solubles sont plusderas. Ce probleme
est une conséquence directe de I'hétérogénéitérdposition des lisiers bruts qui contiennent des
matieres de nature tres différentes et de compertervariés : matiéres solubles, particulaires et
colloidales qui décantent a des vitesses difféselte matiere organique inerte, ou plus moins
biodégradable, qui évolue dans le temps de stockiigdgré, tous nos efforts, ces éléments
concourent & des erreurs d'échantillonnage (agv@élent sur site mais aussi lors des transferts de
flacons en laboratoire) qui ne sont pas gomméedapaalisation des triplicats. Un autre parametre
important selon F. Béline (communication persom)edist le jour de réalisation du prélevement. En
effet, lors d'une étude bimensuelle de biodégréitialies lisiers bruts, menée courant 2008 pendant
plusieurs mois sur un méme élevage, il a été obsere grande variabilité des solides et donc des MS
et de la DC@, dans les prélevements en fonction du jour de peéhewnt. Cette variabilité s'explique
par les apports discontinus des matiéres de viddeg@réfosses des batiments d'élevage et des stade
physiologiques des animaux correspondants (lisiemgidaissement plus chargé que celui de post
sevrage ou maternité en fonction de l'alimentaties animaux, par exemple). Ces variations sont

beaucoup moins importantes lorsque I'on consigsrenitieres solubles (ammonium et RGO

4.2.Dénombrement des germes indicateurs et pathogeneeddlisiers et des
effluents
Peu d'études de terrain ont été consacrées attnps traitements du lisier de porcs
sur les bactéries entériques alors que cellesui sosceptibles d'étre disséminées dans
I'environnement lors de I'épandage. A notre comaaice, seules les études de GHtal,
(2006), Chinivasagaret al, (2004) et Hutchisoet al, (2004a) qui ont été menées sur un
nombre important d'élevages, permettent d'évakienveau de contamination des effluents

émis par les élevages porcins dans une région qays donné. Ainsi, Cotét al, (2006a)
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ont déterminé les concentrations En coli dans les lisiers bruts de 32 élevages porcins
canadiens et ont recherché la présenceSdenonella de Yersinia enterocoliticaet de
Cryptosporidiumqu'ils ont retrouvés respectivement dans 37%, 99%8%tdes effluents.
Chinivasaganet al, (2004) ont dénombré les coliformes fécauk etoli ainsi que 4 micro-
organismes pathogendsrysipelothrix rotavirus,SalmonellaCampylobacter jejunidans les
lisiers bruts et stockés en lagunes de 13 élevagetaliens. Alors que les rotavirus et
Erysipelothrixn‘ont pas été mis en éviden@almonellaet Campylobacter jejunont été
détectés dans 31% et 100% des lisiers. Enfin, egleferre, Hutchisoret al, (2004a) ont
étudié la prévalence de 6 micro-organismes pathesyéresponsables de zoonoses
(Salmonella,Campylobacter jejunikE. coliO157:H7,L. monocytogene<ryptosporidiumet
Giardia) dans les effluents d’élevages porcins, bovinget aviaires et ont comparé |'état
sanitaire de 126 lisiers de porcs frais a 58 ksgtockés en fosse anaérobie. Dans les lisiers de
porcs frais, la prévalence de ces 6 micro-orgarsgma¢hogenes était respectivement de 7,9%,
13,5%, 11,9%, 19,8%, 13,5% et 2,4%. Bien que lebnigues culturales utilisées et les
méthodes d'échantillonnages different d'un autelmudre, les résultats de ces trois études
soulignent I'existence d'un risque sanitaire nareseent dans le lisier frais mais aussi dans
les effluents apres stockage. Par ailleurs comord Bouligné Arrust al, (2005), le risque
sanitaire est accentué en peériode hivernale eomrail® I'augmentation de la survie des
germes a basse température.

Au cours de notre étude réalisée en Bretagne, mous sommes fixés d’évaluer non
seulement l'état sanitaire des lisiers mais aussicamparer l'impact des différentes filiéres de
traitement les plus couramment utilisées dans aét@n qui concentre a elle seule 60% de la

production porcine. Nous avons de plus évaluéetefé chaque étape de traitement sur deux années

consécutives.

4.2.1. Impact des traitements sur les germes inelica de traitement

Les concentrations eB. coli et en entérocoque observées dans les lisiers, matsprises
entre 16 et 16 germes / g, fluctuent d'un élevage a l'autre. @ssltats sont en accord avec les
valeurs tres variables observées dans les étudesesi@lans d'autres pays. Ainsi, les teneurs en
coliformes fécaux ou eR. coli varient selon les auteurs de 10 & bactéries par gramme de lisier
(Hill et Sobsey, 1998, Hill et Sobsey, 2003 ; Chasaganet al, 2004 ; Vanottet al, 2005 ; Cotéet
al., 2006). Par ailleurs, Cotét al. (2006) ont observé des écarts de 5 unités Ibgaiques des
concentrations ek. coli sur 32 lisiers issus d’élevages localisés danggibns du Québec. Hill et
Sobsey (2003) rapportent également des différetees unités logarithmiques sur des valeur&de
coli et d’entérocoques mesurées dans les lisiers biutd élevages de Caroline du Nord. Il est

cependant difficile de relier ces fluctuations aoder de conduite des élevages. Dans notre étutie, ni
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teneur en matiére seche, ni la durée de stockadesidu brut en fosse ne semblent influencer le
nombre de germes indicateurs qui ne varie pasfisigtivement entre les périodes de stockage courtes
(<1 mois) et longues (de 6 & 9 mois). Pourtantiohgement de la durée de stockage entraine une
diminution significative des teneurs en germesraqiés. Cotéet al (2006) ont en effet observé que
les concentrations ek. coli initialement comprises entre L@t 10 germes /g dans les lisiers
diminuaient de 4 log en 54 a 114 jours de stockage. Hutchisbral (2005a) qui ont ensemencé
artificiellement des micro-organismes d’origine &igque dans du lisier, ont aussi observé une
disparition progressive des bactéries avec un exhatit de 3 log aprés 2 mois de stockage. La
persistance des germes indicateurs dans les Jisignsie aprés 9 mois de stockage, n'est cependant
pas surprenante dans la mesure ou les fosses somlies séquentiellement ce qui induit
obligatoirement une surestimation de la survie giesnes comme l'ont souligné Hutchisen al
(2005b).

Indépendamment du niveau initial en germes indicatel’effet cumulatif de la digestion
aérobie du lisier suivie du stockage entraine wean de concentration 10 & 100 fois plus faiblesdan
les boues destinées a I'épandage. L'abattemertateentrations est plus élevé p&urcoli que pour
les entérocoques comme l'ont aussi rapporté HiSaisey (2003). Il faut toutefois souligner dtie
coli n’est pas toujours l'indicateur le plus sensi#lesi, Plachaet al (2001) rapportent une survie
des entérocoques inférieure a celle des colifofiémmux dans la fraction solide d’un lisier mainténu
21-22°C alors que Pourchet al (2005) ont observé une survie identique des dedicateurs au

cours du compostage de boues de station d'épuration

Enfin, méme s'il est observé une diminution desmger au cours des traitements et ceci,
quelles que soient les études citées dans laalitter, il est difficile d’énoncer des régles gélesra
d’efficacité des traitements. Ainsi pour les 10valges de types 1 a 4 possédant un traitement
biologique de l'azote, les abattements des coramtis entre les lisiers bruts et les boues stackée
varient de 1,6 a 2,6 lggpourE. coliet de 0,3 a 1,9 lggpour les entérocoques sans que I'on puisse
associer ces différences aux types de procédémitiermtent. Ces données sont en accord avec les
résultats de Chinivasagaah al. (2004) qui ont comparé les teneurskercoli dans des lisiers bruts et
dans des lagunes de stockage de 13 élevages engéigalement observé des abattements trés
variables d’'un élevage a l'autre (de 0.67 a 3.9Jo®e méme, Hill et Sobsey (2003) qui ont comparé
I'état sanitaire de 4 lisiers bruts a celui degets traités par digestion anaérobie ou stockage en
lagune, ont observé des abattements de 1,5 & @gadour E. coli et de 1 a 1,9 lag pour les

entérocoques.

Si les différences de concentrations entre lesriset les boues sont relativement faibles, les
deux autres sous-produits sont en revanche nettengns contaminés. Six des huit lagunes étudiées
présentent des concentrationsEencoli et en entérocoques inférieures ou égales a 20egefmL.

Dans les 2 autres lagunes, les teneurs en indisatea dépassent pas 4,5%Igermes / mL.
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L'abattement global des concentrations des deuxateblirs entre les lisiers bruts et les laguneg var
de 3,4 a4 5,5 selon les élevages. L'absence oadddible teneur des deux indicateurs peut s’enetiq

par I'action conjuguée de plusieurs facteurs teks la durée du stockage dans la lagune qui excéde 9
mois, la faible quantité d’éléments nutritifs, défeable a la croissance des germes entériquefgt!’ef
inhibiteur des UV, ou la présence d'une chainehiayee comprenant notamment des protozoaires
bactériophages. L'abattement important des gersigsétieur a 2,7 lag dans les refus solides est
probablement d0 aux températures élevées, de ¢'atdr70°C, relevées lors des prélevements. Le
simple stockage en tas du refus de centrifugattidespendant plusieurs semaines, semble conduire a
une hygiénisation de ce sous-produit. Il est taigeinportant de souligner qu'en absence de montée
en température du refus de séparation, les col@srfécaux et les entérocoques survivent plusieurs
semaines. Plachet al (2001) ont ainsi observé un abattement de ces gieumes ne dépassant pas 2

log,o apres 76 jours de stockage a température ambiante.

L’absence d’abattement des sporesCd@erfringenset leur présence dans les lagunes et dans
3 des 4 refus de séparation confirment la plusdgraasistance de ces germes au cours du traitement
du lisier comme l'ont rapporté Hill et Sobsey (2D03e type de comportement souligne l'existence
d'un risque microbiologique associé aux formesédistance telles que les kystes@lardia et de
Cryptosporidiumdont la présence a été mise en évidence dansiesliHutchisort al (2004a) ont
ainsi détecté de€ryptosoporidiumdans 13,5 % des lisiers bruts et dans 5,2 desslisieckés en

fosse.

L'impact de chaque étape de traitement sur lesetdrations en germes entériques, a été estimeé
en 2007 et 2008 sur les effluents liquides et sslide 4 types de filieres (stockage, digestionkégro
séparation mécanique et digestion aérobie de d¢didraliquide du lisier suivie d’'une décantation ou

d’'un pressage des boues).

La disparition progressive des teneurderoli et en entérocoques traduit un impact modéré de

chaque étape du traitement, qu’elle soit mécamgugiologique.

Les concentrations moyennes observées dans iess llsruts erk. coli et en entérocoques,
respectivement dex2(’ et 1,310" germes/g en 2008, sont trés proches des valeses\@es en 2007
qui étaient de 410" E. coli/g et de 4,%10" entérocoques /g. Ces données traduisent uneitgtatail
la charge bactérienne des lisiers bruts pour umagée donné comme l'ont également observé
Chinivasaganet al (2004) qui ont suivi pendant 3 mois les concéiaing enk. coli dans un effluent

d’élevage.

Le stockage du lisier en fosse anaérobie ainsi lquéigestion aérobie entrainent une
diminution des teneurs df coli et en entérocoques de 1 a 2;4ofje stockage final des boues a un
impact plus faible sur les concentrations en geraves un abattement qui ne dépasse pas 0,8 Ibg
a été rapporté des abattementsEdecoli de 1,6 a 4,2 log aprés 20 jours de digestion anaérobie

psychrophile de lisiers (Cott al, 2006b) et des abattements de coliformes fécauk 4l log, dans
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les boues biologiques d'un pilote de nitrificatiasienitrification (Vanottiet al, 2004). Toutefois, ces

données ont été obtenues en laboratoire et emsydermé. Il apparait clairement que les systémes
ouverts a alimentation séquentielle tels gu'ilssteat actuellement en Bretagne contribuent a
maintenir un niveau élevé de germes entériques léansous-produits destinés a I'épandage malgré

des durées de stockage pouvant atteindre 9 mois.

Les teneurs en germes indicateurs dans les dagxioins issues de la centrifugation sont
comparables a celles du lisier brut. Légeremers plavées dans la fraction solide dont le taux de
matieres seches est de 36%, les concentrationsvébsesont du méme ordre de grandeur que celles
rapportées par Plachet al (2001) qui ont dénombré dans des refus de séparantre 16 et 16

coliformes fécaux et entérocoques.

La filtration des boues entraine une augmentaties gbncentrations en germes indicateurs
dans la phase solide. Ce phénomene peut étre e&pliy la nature des boues qui sont constituées de
flocs possédant une forte capacité d’'adsorption nesro-organismes. Celle-ci est d'ailleurs

augmentée par I'addition de polyméres qui amélm@mpaction des boues.

4.2.2. Concentrations en Salmonella et prévalemck.anonocytogenes dans les effluents

d’élevages porcins

Salmonella bactérie pathogéne couramment associée au péte, détectée a une fréquence
relativement élevée de 59% dans les lisiers br@tsmme pour les concentrations en germes
indicateurs, les données concernant la prévaleaa djerme sont trés dispersées. A titre d'exemple,
les salmonelles ont été détectées a des frequelecés% (6/380) (Holzel et Bauer,2008) et 7,9%
(10/126) (Hutchisoret al, 2004a) dans les lisiers frais et a des fréquedees,2% (3/58) (Hutchison
et al, 2004), 31% (4/13), (Chinivasagagh al., 2004), 39% (7/18) (C6tét al, 2006a) et de 71,4%
(10/14) (Watabeet al,, 2003) dans les lisiers stockés en fosse. Undeétoenée par Fablet al
(2006) en Bretagne a l'intérieur de 50 batimerdkedage indique une prévalence des salmonelles de
12% dans le lisier stocké en pré-fosse, ce gyilastfaible que les données obtenues dans notle.étu
La plupart des données de la littérature correspraind des prévalences et il existe peu de données
guantitatives sur les concentrations en salmondhes les lisiers. Les concentrations observées dan
notre étude, toujours inférieures a 3 germes /ogt plus faibles que celles rapportées dans la
littérature. Ainsi Fableet al. (2006) ont observé des concentrations de 2,Da86téries / g de feces
et de 1,6 a 110 bactéries/ mL de lisier frais. illSobsey (2003) ont dénombré entre 12 et 100
Salmonelles / mL de lisier brut. Vano#i al. (2004) ont observé des valeurs plus élevéegattet
7,7 16 salmonelles dans un lisier destiné & alimenterpilote de traitement biologique. Les
concentrations ealmonelladépendent de nombreux facteurs dont I'état semitis porcs, ce qui
explique la variabilité des fréquences de déteatiercette bactérie dans les différents élevages. Le
facteurs ayant le plus d’influence sur la survis dalmonelles sont la température et la durée de

stockage mais le pH et la concentration ens Némblent aussi jouer un role sur la persistanceede
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germe (Hutchinsoet al, 2005a). Dans notre étude, aucune corrélatiogta'anise en évidence entre
les parametres physicochimiques mesurés, la caatient germes indicateurs de traitement et la
présence de salmonelles. La détectionSdémonelladans 20% des boues stockées confirme les
données de Hill et Sobsey (2003), Hutchinebal (2005), Vanottiet al. (2004) et Coté&t al (2006)

qui ont également observé que les salmonellesnétzapables de résister au stockage ou au traitemen
biologique du lisier. Par ailleurs, toutes les égidnenées sur la survie de souches de salmonelles
artificiellement ensemencées dans du lisier degpandiquent que la survie de ces bactéries dépasse
en général 30 jours lorsque la température estiéniie a 26°C et que leur persistance est d'aptast
importante que la température est basse (Aetus, 2006, Plachat al, 2001, Nichcholsomt al,
2005, Fablett al, 2006; Mannioret al, 2007).

Les sérotypes des souchesSmmonellaisolées des 10 lisiers dans lesquels ce germé a ét
détecté, correspondent majoritaireme®admonellaDerby (retrouvé dans 40% des lisiers analysés) et
dans une moindre mesure a S. Anatum. Ces résattafsment la prédominance du sérotype Derby,
fréequemment retrouvé dans les élevages porcingé@oet al, 2002, Watabet al, 2003; Fableet
al., 2006).

La fréquence de détection de monocytogenequi correspond a 29% des lisiers, est plus
élevée que celle rapportée par Beletibl (2003) qui ont détecté ce germe dans 15% des\&ats
d'élevage porcins. Leur présence dans 20% des befléte également leur capacité de résistance au
cours du traitement. Toutefois, leur présence pastcorrélée a celle des salmonelles. Contrairemen
a ces derniéres qui ont été largement étudiéedpl@sées sur la survie e monocytogenedans les
lisiers sont rares et concernent le comportemesbdehes ensemencées artificiellement. Hutchéson
al. (2005a) qui ont ensemengélmonellasp. etL. monocytogenesans du lisier stocké ont observé un
abattement similaire des deux germes, de l'ordrg Idgo en 2 mois. Grewadt al. (2007) ont simulé
plusieurs types de traitement (stockage du ligigtide en anaérobiose et en aérobiose, compostage a
55°C et a 25°C) et ont suivi le comportement dexdsouches de S. Typhimurium et de
L. monocytogenedAprés 28 jours de stockage, les deux souchesnétaiises en évidence dans les
lisiers stocké a 25°C mais sellemonocytogenestait encore détectée dans le lisier composté@.55
Bien qu'ils aient observés des différences de compent entre les deux souches, les auteurs

soulignent I'effet majeur de la température a 5&iJ'élimination des deux germes pathogénes.

Enfin, il est important de souligner que les sasctel.. monocytogeneisolées des différents
élevages appartiennent aux sérotypes 1/2a, 4b ébvrte2 (1/2a et 4b) sont fréequemment impliqués

dans les cas de listériose humaine (Farber etkitet&f91).

4.3.Analyses moléculaires des communautés microbienndss effluents
Il n'existe a ce jour que trés peu d'études deamiclogie moléculaire sur la caractérisation
des lisiers et des effluents d'élevage en génkeming et Topp, 2001 ; Whitehead et Cotta, 2001 ;

Cottaet al, 2003 ; Chachkhiamt al, 2004 ; Ziemeet al, 2004 ; Snell-Castro R., 2004 ; Snell-Castro
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et al, 2005 ; Pelet al, 2006). Ceux-ci sont en effet souvent assimilda #ore fécale animale.
Pourtant les conditions environnementales de stecka de traitement des déjections animales sont
tres différentes de celles des tubes digestifs ammlil semble alors évident que cette flore évolue
pour s'adapter a son nouvel écosysteme qui, seltérét du traitement appliqué, vise a éliminer le

pathogénes, éliminer I'azote ou produire du biogaz.

Dans cette étude notre objectif était d'utilisexr ¢aitils de biologie moléculaire pour suivre
I'évolution des effluents des élevages porcinsentet de détecter samspriori la persistance de
groupes microbiens dominants du lisier au travessfilieres de traitement développées pour éliminer

l'azote et le phosphore.

La techniqgue de PCR-SSCP permet d'obtenir dedlgpdds communautés microbiennes de
n'importe quel type d'échantillon biologique. Noasons fait I'hypothése que cette approche
permettrait d'identifier rapidement des populatiarisrobiennes dominantes dans les lisiers et de les
suivre au travers des filieres. Les points posdiéscette approche ont été la possibilité de predui
rapidement et de maniére automatisable un grandmoufe profils d'’ADN. La limitation, qui est
rapidement apparue, a été l'analyse des profisuout la difficulté a quantifier la "ressemblahce
entre les profils. Nous avions jusqu'alors tragadiésentiellement de maniére qualitative et pdysama
visuelle. C'est pourquoi nous avons été conduittdliger le logiciel Safum et a produire son extens
Safus. Au fur et a mesure de I'analyse de noslgrofius avons pu valider cet outil en comparast le
conclusions obtenues traditionnellement par aliggrgrdes profils avec les résultats générés pasSafu

de maniére statistique.

Les résultats obtenus montrent une forte homotdés profils de Bactéries totales obtenus
sur les lisiers bruts et les lisiers stockés ersdodkn effet, méme si des difféerences existent d'un
élevage a l'autre, tous les profils de Bactériemds présentent des proportions similaires auanive
des groupes dominants ddostridium de Bacteroideset de bactéries lactiques. De plus, 4 pics
dominants sont présents dans la majorité des pidillisier brut. lls ont été affiliés a @hostridiacea
isolé a partir de sédiments (pic 1) et tr8acteroidalesobservés dans un rumen (pic 2), un sol
rhizosphérique (pic 3) et un digesteur anaéroli4p Cependant, les essais réalisés pour quamtifi
la survie des populations microbiennes correspdndar pics 2 et 4 par FISH se sont révélés
infructueux. L'hypothése la plus simple est quepmsulations sont présentes en dessous du seuil de

détection de la méthode.

Concernant I'impact des systemes de traitemerlastommunauté microbienne du lisier, les
résultats obtenus démontrent un impact importaritaitement aérobie. En effet, les profils SSCP des
Bactéries totales obtenus pour les lisiers brutsselisiers stockés en fosse correspondent aedgsst
de stockage allant de 1 & 9 mois. Leur grande aiitdilmontre un faible impact du simple stockage
anaérobie sur la communauté microbienne dominamtésibr. Les étapes de séparation de phase

mécanique des lisiers (décanteur centrifuge) obdess (décanteur, filtre a bande) n'ont pas déinpa
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sur la structure de la communauté microbienne e@dtservation est logique car ces systémes ne sont
pas sélectifs vis-a-vis des différentes populatimigobiennes du lisier ou des boues. Leur impsict e
donc quantitatif et non qualitatif. Une Iégére éiffnce est observée entre les phases liquideiés sol
du décanteur qui peut étre liée a la présenceatesp dominance planctonique par rapport a celles
attachées aux flocs. En revanche, les effluentsnoist apres passage du lisier brut au travers des
systémes de traitement aérobie présentent deslsptofis différents, quel que soit le type de
traitements 2, 3 ou 4. Ces résultats sont en a@ard les travaux de Leung et Topp (2001) qui ont
comparé I'évolution de la communauté microbienoa diéme lisier porcin par technique moléculaire
dans deux réacteurs de laboratoire conduits enbiad8m et en anaérobiose. L'évolution de la
communauté microbienne du lisier débute dans Isimataération mais les changements les plus
marqués surviennent principalement pendant le atpcképaré des effluents sous la forme de refus de
séparation, de boues et d'eau de lagune. Il seaitdenc que l'impact des filieres de traitememtiau
communauté résulte d'une combinaison de changerdengsrametres environnementaux (oxygeéene,
pH, température, nutriments), d'activité microbier{boue aérobie, boue anaérobie, lagunage) et du
temps de stockage. Cette observation est logiqusguee I'aération du lisier doit entrainer la
disparition des groupes microbiens anaérobiegdseicfavoriser l'installation des groupes aérobiges
anaérobies facultatifs. Elle pourrait s'expliquar e fait que la communauté microbienne du lissr
dominée par des bactéries de la flore digestivpata, principalement anaérobie. Lors du traitement
aérobie, I'équilibre de cette flore serait rompu, déautres bactéries prendraient l'avantage et
supplanteraient celles de l'appareil digestif poroCes changements importants sont clairement
visibles au niveau de la persistance des populat@minantes des lisiers bruts au travers des
différents types de traitement. Les quatre picsontajres observés dans plus 80 % des lisiers bruts
frais ou stockés ne persistent pas dans de tellgsogions dans les effluents des procédés de

traitement aérobie.

Méme si les perspectives ouvertes par cette appreant encore flous, la capacité a pouvoir
produire, analyser et quantifier I'évolution desmamunautés d'un grand nombre d'échantillons est une
recherche actuelle importante dans le domaine &wldgie microbienne (Dunbaat al, 2001 ;
Dollhopf et al, 2001 ; Ramette A., 2007 ; Talbet al, 2008). Les applications les plus directes de
cette approche sont la comparaison de filiéresidentification d'échantillons inconnus. Dans le
premier cas, nous pouvons imaginer appliquer catfgoche sur une chaine de process industriel
(production et distribution d'eau potable, d'ain, dlaliments par exemple). La réalisation de ofil
SSCP aux différentes étapes de la chaine (supgbagehe) pourrait permettre de vérifier la qualité
microbiologique du produit et la présence de "8fitetroduisant une variation dans le systéme. Dans
le second cas, nous pouvons imaginer, a l'invétse,capables d'identifier l'origine d'un prélévatne
par comparaison avec des profils connus et répestoDans le cas de notre étude, méme si les

résultats ne sont pas aussi tranchés qu'il faudraemble possible de différencier en aveugle les
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échantillons de refus solides, de ceux du grouper§ + boues. Les échantillons de lagune en

revanche sont trop dispersés.

5. CONCLUSION

Les communautés microbiennes des lisiers et desertfs de 17 élevages ont été analys
selon deux approches de microbiologie, une cukuealune moléculaire. Ces approches utilisent

outils tres différents qui donnent des informatioomplémentaires (dénombrements des indicatel

ées
des

rs et

pathogenes / profils SSCP de la diversité micraoi@gn L'approche culturale classique permet

d'accéder aux groupes microbiens sous-dominar@sietdénombrement des bactéries indicatrice
pathogenes. Elle permet de calculer un abatteneées filieres considérées. L'approche molécul

permet la mise en évidence de micro-organismes radors qui persistent au travers des filiereg

traitement des déjections sans avarmtiori sur leur identité et indépendamment de notre dpac

les cultiver. Cependant, comparée a I'approcheralét, cette approche n'est pas quantitative enel
permet de visualiser que les populations microlgerires dominantes dans I'écosystéme (de I'ord
%).

Les deux approches se rejoignent dans leurs comeigjui montrent que les traitemer
appliqués aux effluents d’élevages porcins, iretiant mis en place pour éliminer I'azote et
phosphore, permettent un abattement de la chaértemne beaucoup plus fort que le tradition
stockage en fosse des lisiers. Cet abattementessintportant lorsque les filieres se terminentypa
compostage et un lagunage des phases solidesugtebqdu lisier traité, respectivement. Il n'
toutefois pas suffisant pour obtenir une hygiémsatompléte des produits. Il existe donc un dar

potentiel de dissémination de micro-organismesquathes dans l'environnement.

Plus en détail les résultats majeurs de I'étude:so

- une variabilité des concentrations en germescatdurs dans les lisiers bruts. Cette variabilég
transparait pas dans les profils moléculaires amsnmunautés microbiennes totales des lisiers
visualisent les populations dominantes et qui pagdit plutét stables.

- un impact limité du stockage en fosse des lisiedeépendant de la durée de stockage qui se tr
en approche culturale par : (1) un faible abattardamombre de germes avec le temps de stock
(2) une stabilité des concentrations d'une anré&ithie pour un élevage donné. Cet impact limité
aussi observé en approche moléculaire avec unée féNolution des profils des communau
microbiennes pendant le stockage et la présencéénsg8que de populations dominan

apparemment communes aux lisiers bruts et auxdisteckés.

- un effet inhibiteur des quatre filieres de traigat sur 'ensemble des germes cultivés qui seiitrad

au niveau de l'approche moléculaire par des chamgesmmportants des profils moléculaires
communautés microbiennes et la disparition de lgonité des populations dominantes des lis

bruts et stockés.
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- la présence dans les lisiers et leurs sous-podigstinés a I'épandage de germes pathog

présentant des sérotypes impliqués dans les tfedtions alimentairesS@imonellaTyphimurium,

enes

Infantis, Hadar et L. monocytogenes 1/2a, 4b etAeajoter que I'approche moléculaire suggére aussi

la présence de populations dominantes du lisiepgtsistent au travers des filieres. Cependant
identification montre qu'elles appartiennent a desupes deClostridium et de Bacteroidalesnon
pathogenes.

- une différence de survie des trois germes indigatau cours des traitements, qui n'a été reche
que par l'approche culturale.

- une impossibilité dans le cette étude de quantgar technique FISH la survie de deux populat

dominantes des lisiers au travers des filieresaiement.

Si les traitements biologiques et physiques apgBgau lisier entrainent bien un abattem
desE. coli et des entérocoques, ils ne sont cependant pésasts pour éliminer totalement I¢
salmonelles eL. monocytogenese qui implique I'existence d’'un danger potentel disséminatior
des germes pathogenes. Cependant, il serait isédriede mesurer le bruit de fond de ces germes
I'environnement, surtout pour. monocytogenesgui semble relativement ubiquiste, de maniér
mieux évaluer le danger que représente cette comason.

Au regard des résultats obtenus dans cette étudaaqurent clairement que I'apport contil
de lisier dans les fosses de stockage augmeniegigersanitaire et en s’appuyant sur les don
bibliographiques qui soulignent toutes l'influemeajeure de la température et de la durée de stec
il apparait important de proposer des solutionbrtiggies permettant de diminuer les concentrat
en germes entériques. S'il n'est pas envisagealtecalt raisonnable de réguler la températuesti
en revanche possible de modifier le systéme d'aliation séquentielle des fosses de stockage.
nécessite l'utilisation d'une fosse supplémentaireserait remplie en une seule fois et dans lée|le
lisier ou les boues issues du traitement seraitatkées plusieurs mois entre chaque pér

d'épandage. Cette proposition avait déja été farenpar Bisailloret al en 1984.
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ANNEXE 1

Caractéristiques physico-chimiques des 40 prélevemis étudiés en 2006

NTK NH4+ DCO DCO AGV
Type Code Temps de stockagedu pH T°C MS totale  soluble totaux
d'élevage  d'élevage Prélevement lisier (mois) en% QON/L gN/L g0,/L g0,/L g/L
0 B lisier brut stocké 12 8 6,7 3,1 3,6 2,7 34,5 10,6 3,0
0 C lisier brut stocké >6 7,7 9 5,0 5,5 4,0 61,6 11,3 1,8
0 D lisier brut stocké 10 7,8 8 3,6 3,2 2,2 44,1 ND 0,6
0 E lisier brut stocké < 3 (frais) 74 11 45 47 3,1 66,1 ND 8,8
0 G lisier brut stocké 6a9 75 10 5,8 4,2 29 64,9 6,7 0,0
moyenne 77 89 44 4,2 3,0 54,2 9,5 2,8
1 H lisier frais la2 76 10 49 43 3,1 59,6 10,4 2,2
1 | lisier frais la2 77 12 24 372 2,6 31,4 4,5 0,9
1 o lisier frais <1 78 15 20 30 2,5 13,6 4,3 0,1
1 P lisier frais <1 77 196 41 46 3,2 58,0 11,6 14
2 F lisier frais <1 79 11 4,3 3,9 2,6 39,4 5,9 0,6
2 J lisier frais 1 79 13 51 4.2 2,7 82,9 10,1 2,5
2 L lisier frais <1 79 15 60 58 4,2 16,0 16,0 5,8
3 K lisier frais <1 76 ND 40 44 2,8 37,7 9,3 2,5
3 M lisier frais frais 79 15 41 41 3,2 37,0 7,8 5,9
3 N lisier frais la2 78 16 6,1 5,6 3,7 81,1 17,1 5,0
4 Q lisier frais <1 78 21 50 44 3,0 50,2 8,5 14
4 R lisier frais <1 ND ND 60 40 2,2 67,5 7,7 0,7
moyenne 78 148 45 43 3,0 47,9 9,4 2,4
1 H boues stockées 6a7 75 10 4,0 15 0,3 35,8 34 0,3
1 | boues stockées 6a8 7,6 10 2,8 1,1 0,5 27,5 2,1 0,1
1 (6] boues stockées 3 8,2 15 1,9 0,9 0,3 14,4 1,5 ND
1 P boues stockées ND 73 19,6 4,0 1,6 0,2 38,9 1,8 ND
2 F boues stockées >6 7,3 6 9,1 2,7 0,4 73,5 3,2 ND
2 J boues stockées 8a9 7,2 11 9,0 3,0 0,5 40,0 3,1 0,2
2 L boues stockées 6a7 7,1 14 6,8 2,7 0,7 70,6 3,0 0,4
3 K boues stockées >6 74 ND 58 2,3 0,3 35,3 1,9 0,2
3 M boues stockées >6 7,7 135 54 2,8 0,8 47,5 2,4 1,0
3 N boues stockées 1 7,9 16 2,3 1,2 0,1 23,1 2,0 0,0
moyenne 75 128 51 20 0,4 40,7 2,4 0,3
2 F lagune >6 91 ND 08 01 0,0 2,1
2 J lagune >6 91 22 08 01 0,0 3,2
2 L lagune >6 93 ND 08 01 0,0 3,0
3 K lagune >6 95 22 07 0,1 0,0 2,1
3 M lagune >6 89 21 07 0,1 0,0 14
3 N lagune >6 94 ND 08 01 0,0 2,4
4 Q lagune >6 94 26 07 0,1 0,0 1,1
4 R lagune > 6 96 21 06 00 0,0 0,0
moyenne 93 224 0,7 0,1 0,0 1,9
3 K refus séparation >3 ND ND 44,0 17,3 7,2
3 M refus séparation >3 ND ND 351 159 6,2 99,0
3 N refus séparation >3 ND ND 36,5 17,3 6,6 216,0
4 Q refus séparation <3 ND ND 398 9,9 3,4 352,0
4 R refus séparation <3 ND ND 247 75 0,7 437,1
moyenne ND ND 13,3 49 1,7 86,3

ND : Non Déterminé
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ANNEXE 2

Caractéristiques physico-chimiques des 22 prélevemis étudiés en 2007

NTK NH4+ DCO

DCO AGYV totaux

Type Code Temps de stockage pH T°C MS totale soluble
d'élevage d'élevage Prélévement du lisier (mois) en% gN/L gN/L g0,/L g0 /L gL
0 B lisier brut stocké 12 765 11 4,6 46 3,0 61,0 20,2 9,6
moyenne 77 110 46 46 30 61,0 20,2 9,6
0 B lisier frais <1 7,35 11 9,4 5,4 29 84,1 15,5 8,9
2 F lisier frais <1 79 16 54 45 29 511 7,7 1,8
3 K lisier frais <1 7,72 46 41 26 51,0 8,1 2,3
4 R lisier frais <1 7,32 155 522 41 26 328 18,8 5,1
moyenne 76 142 62 45 27 548 12,5 4,5
2 F boues activées <1 789 15 48 14 0.2 6,0 2,9 0,1
3 K boues activées <1 8,13 20 39 00 191 2,0 ND
4 R boues activées <1 801 24 184 0,7 01 123 0,7 0,0
moyenne 80 195 29 20 01 125 1,9 0,0
3 K Sortie centri liquide 8,0 1,9 3,6 2,5 23,3 0,9 2,3
4 R Sortie centri liquide 75 150 3,3 42 2,7 431 13,3 ND
moyenne 7,7 150 2,6 3,9 2,6 33,2 7,1 2,3
3 K Sortie centri solide 358 13,7 4,1 89,1 NR ND
4 R Sortie centri solide 322 NR NR NR NR ND
moyenne 34,0 13,7 41 89,1
2 F boues liquide <6 788 16 12 02 00 6,6 NR ND
2 F boues solides <6 7,25 13 7.4 24 03 657 ND 0,1
4 R Sortie presse liquide 8,42 20 0,64 0,07 002 0,2 ND ND
4 R Sortie presse solide ND ND 14,27 7,9 0,1 54,2 NR ND
2 F boues stockées >12 718 15 103 21 0.3 51 2,5 0,07
3 K boues stockées > 6 ND ND 588 22 03 500 2.2 0,04
moyenne 72 150 8,1 2,1 0,3 27,6 2,4 0,06
2 F lagune >6 876 15 08 03 ND 2,6 1,7 0,03
3 K lagune >6 8,81 0,5 0,2 ND 2,1 NR ND
4 R lagune >6 889 15 04 01 ND 9,2 0,5 ND
moyenne 88 150 0,6 0,2 4,6 1,1 0,03
3 K refus séparation stocké >3 ND 359 17,1 6,4 4007 ND ND

NR : non réalisé ou non réalisable

ND : non détecté
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ANNEXE 3

Caractéristiques physico-chimiques des 22 prélevemis étudiés en 2008

NTK NH4+ DCO totale DCO  AGV totaux

pH T°C MS soluble
Type Code Temps de stockage gN/L gN/L g0 ,/L g0,/L g/L
d'élevage d'élevage Prélevement du lisier (mois) en %
0 B lisier brut stocké 12 7,5 19 3,2 2,6 23,0 14,3 6,5
moyenne 7,5 19 32 26 23,0 14,3 6,5
0 B lisier frais <1 7 86 59 36 96,0 26,3 6,7
2 F lisier frais <1 785 NR 46 43 29 50,8 NR 0,1
K lisier frais <1l 7,76 16 25 3,2 2,1 26,9 6,8 3,1
4 R lisier frais <1 8 17 4 3,7 2,4 42,0 13,7 3,8
moyenne 7,7 16,5 49 4.3 2,7 53,9 15,6 3,4
2 boues activées <1l 7,93 NR 49 15 0,2 47,0 3,3 ND
3 K boues activées <1 7,92 14 19 09 01 15,1 1,6 ND
4 R boues activées <1l 8,39 33 25 08 01 12,5 0,6 ND
moyenne 81 235 31 11 0.1 24,8 1,8 ND
3 K Sortie centri liquide 7,95 18,0 16 2,7 2,0 16,4 8,0 3,0
4 R Sortie centri liquide 7,8 17,0 32 35 24 31,4 NR 1,0
moyenne 7,9 17,5 24 31 2,2 23,9 8,0 2,0
3 K Sortie centri solide NA 18,0 289 100 34 317,7 NA NA
4 R Sortie centri solide NA NR 358 89 28 482,7 NA NA
moyenne 32,4 94 31 400,2

2 F boues liquide <6 NR NR NR NR NR NR NR NR
2 F boues solides <6 NR NR NR NR NR NR NR NR
4 R Sortie presse liquide 8,48 18 0,9 0,24 0,02 3,83 1,26 NR
4 R Sortie presse solide NA NR 166 58 0,1 97,7 NA NA
2 F boues stockées > 12 7,14 13,9 98 30 05 22,5 3,5 ND
3 K boues stockées > 6 10 31 18 0,2 38,0 1,9 ND

moyenne 8,6 13,9 65 24 03 30,2 2,7

2 F lagune >6 8,39 12 0,8 01 0,0 2,5 1,7

3 K lagune >6 8,7 11 16 02 0,0 15 NR
4 R lagune >6 9,49 NR 0,7 00 0,0 0,8 0,6 ND

moyenne 8,9 11,5 10 01 1,6 1,2

3 K refus séparation stocké >3 NA NR 356 133 49 277,6 NA

NR : non réalisé ou non réalisable
ND : non détecté
NA : non applicable
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ANNEXE 4

Protocole PCR pour la recherche du genklyA

Une suspension dense de bactéries est réaliséadddieau distillée stérile, a partir
d'un isolement sur milieu non sélectif incubé 24drhe a 37°C.

Une extraction de I'ADN est réalisée selon le prok® suivant : centrifugation de 1
mL de la suspension a 5000 g pendant 5 minutessAgiimination du surnageant, le culot
bactérien est repris dans 1 mL de Tampon PBS-T\a@l| 8g/L ; KCI 0,2g/L ; NgHPO,
1,44g/L ; KHPO, 0,24g/L ; 0,05% Tween 80 (p/v)) et les cellulemtstysées par une
incubation a 100°C pendant 5 minutes. Le lysatestrifugé a 12 000 g pendant 5 minutes,
puis le surnageant est récupéré dans des tubeggrop

Les amorces DO (5-GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC-3) eGO (5'-
GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG-3") ont été utilisées poutibler le genehlyA
L’amplification a été effectuée par la Rex polymérase (Stratagene). Le mélange
réactionnel est le suivant : 5uL de tampon 10X RedT0,20 mM de dNTP ; 2,87 ng.iL
d’amorce DO et 3,76 ng.ffLd'amorce GO ; 0,1 unité de Rexpolymérase ; complété & 49
puL par de I'eau ppi (Aguetan), auquel 1uL d’ADNatiogst ajouté. Les conditions de réaction
sont : 5 minutes de dénaturation initiale a 941yiss de 35 cycles comprenant 1 minute de
dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation a 68t@ minute d’élongation a 72°C. La PCR
se termine par une élongation finale de 10 minaté2°C.

La taille des produits de PCR (400 pb) a été \éipar électrophorese en déposant 10
% du produit de réaction sur un gel d’agarose aa2é€ un marqueur de taille (100 pb ladder

Promega).
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ANNEXE 5

Protocole de FISH

Préparation de la solution d'hybridation

Nous travaillons a 20% de formamide pour I'enserdbkesondes, par défaut. La composition
de la solution d'hybridation est la suivante :

180 pL de NaCl5 M
20 uL de TrisHCI 1 M
200 pL de formamide
600 pL d'eau nanopure
2 uL de SDS 10%

Préparation de la solution de rincage
La composition de la solution de rincage est laante :
1 mLdeTrisHCI1M
2150 pL de NaCl 5 M
2,5mLJdEDTAO0,1 M
QSP 50 mL d'eau nanopure
50 puL de SDS 10%

Hybridation in situ

Déposer 20 pL d'échantillon dans chaque puitseedame de microscope.

Placer la lame au minimum 30 min au four a 46°Cr@écher les échantillons.
Placer la lame 3 min dans 3 bains d'éthanol suésegthanol 50%, 80% et 96%.
Ajouter 10 puL de solution d'hybridation dans chaguis.

Ajouter 1 pL de chaque sonde dans chaque puits.

Imbiber un morceau de papier absorbant avec le desta solution d'hybridation.
Placer le papier et la lame dans un tube de 50trfdrmer.

Placer le tube au four a 46°C durant 1h30.

Rincer la lame avec un peu de solution de ringage.

Placer la lame dans le tube de solution de ringagkposer I'ensemble dans le bain-
marie a 48°C durant 10 min.

Rincer la lame a lI'eau et la sécher.

Monter la lame avec une goutte de citifluor dansqete puits et déposer une lamelle
et la scotcher.
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ANNEXE 6

Principe de la PCR

La PCR repose généralement sur une succession 8633@ycles, chacun composé de trois phases
(cf. Figure 1):

Séguence 3 &'
)
cible 5' K \
1) Dénaturation I 9 °C
S emr——— ——
ediobn N
- 55a65°C
2) Hybridation Amorces
TR T LT
¢ Cycle 1
O R R
) —>
3) Elonga‘tmlon 79 20
LR R AT I
fwv»\.'v\.-u\.--x PR N

1 Cycle n

Figure 1 : schéma de principe de la PCR

- 1) La dénaturation : montée de la température a 94 ou 95°C afin dareépes deux brins des
ADN.

- 2) L’hybridation : la température est diminuée a une températurérgkement comprise entre 55 et
62°C. Elle permet I'hybridation des amorces. Laeuvalde la température est définie comme devant
étre 5°C inférieure a la celle du Tm des amorcesn{érature de demi dissociation) qui dépend de
leur séquence.

- 3) L'élongation : La Taq polymérase reconnait I'extrémité 3' de I'amorce ceée le brin
complémentaire du brin auquel est fixée I'amorca.témpérature optimale de I'élongation est de

72°C. La durée de cette étape dépend de I'acti¢itéenzyme et de la taille du fragment a amplifier

A partir du 2™ cycle d’amplification, on obtient des fragmentsidi@ brins comprenant uniquement

la séquence ciblée, délimitée par les séquenceandeses.

L’amplification est exponentielle c’est-a-dire quéhaque cycle, la quantité d’ADN amplifié est
doublée. Aprés 35 cycles, on obtient ainsi plu84lenilliards de fois le nombre de copies initiales.
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