N

N

Role des facteurs édaphiques et hydrométéorologiques
dans la survie et le transfert de bactéries fécales bovines,
a I’échelle bassin versant: cas de paturages d’altitude
Jean Marcel Dorioz, Philippe Quetin, Claire Prigent-Combaret, Dominique

Trevisan

» To cite this version:

Jean Marcel Dorioz, Philippe Quetin, Claire Prigent-Combaret, Dominique Trevisan. Roéle des facteurs
édaphiques et hydrométéorologiques dans la survie et le transfert de bactéries fécales bovines, a 1’échelle
bassin versant : cas de paturages d’altitude. Etude et Gestion des Sols, 2011, 18 (3), pp.217-236. hal-
02648666

HAL Id: hal-02648666
https://hal.inrae.fr /hal-02648666
Submitted on 29 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-02648666
https://hal.archives-ouvertes.fr

217

Role des facteurs édaphiques et
hydrométeorologiques dans la survie et
le transfert de bactéries fécales bovines,
a I'échelle bassin versant:

cas de paturages d’altitude

J.-M. Dorioz), Ph. Quetin), C. Prigent-Combaret, et D. Trévisany

1) INRA/Université de Savoie, UMR 0042 CARRTEL, 74203 Thonon les bains Cedex, France

2)  Université Lyon1, UMR CNRS 5557, Ecologie microbienne Lyon, Campus de la Doua, batiment Gregor Mendel, 16 rue Dubois
69622 Villeurbanne Cedex, France

Auteur correspondant: dorioz@thonon.inra.fr

*

RESUME

Lobjectif de ce projet mené dans le cadre du programme GESSOL 2 est de comprendre et modéliser la survie et la dynamique de
transfert dans les déjections, les sols et les eaux, de contaminants fécaux bovins, en relation avec les pratiques pastorales et la varia-
bilité des milieux. Les suivis sont centrés sur Escherichia coli et incluent des données sur les souches pathogenes STEC (Shiga-toxin
producing E. coli). Des suivis complémentaires portant sur Pseudomonas spp fluorescents, populations typiques des sols, fournissent
des éléments de comparaison importants. Les recherches sont réalisées dans un alpage des Alpes du nord, a I'échelle station-parcelle
et bassin versant.

Larticle présente une vue d’ensemble de la démarche d'étude, des méthodologies et des résultats obtenus, puis se focalise sur les
acquis concernant le comportement de E. coli dans les sols et sur les apports de la modélisation des transferts a I'échelle bassin ver-
sant. Les résultats sont discutés dans une double perspective, celle d’'une synthése présentant le fonctionnement du bassin versant
paturé comme un systéme de transfert de contaminants fécaux et celle de réflexions opérationnelles relatives a la gestion pastorale.

Mots clés
Bactéries fécales, Escherichia coli, Bassin versant-Alpages.

SUMMARY
SURVIVAL AND TRANSFER OF FECAL BOVINE BACTERIA AT THE WATERSHED SCALE, IN A MOUNTAIN RANGELAND AREA

This research project entitled « Pastor » is devoted to the study of the survival and dissemination of fecal bacteria contaminants origi-
nated from cattle, in soil and surface water. It focuses on microbial contamination by Escherichia coli in relationship with dairy grazing of
alpine rangelands. E. coli is considered as a global indicator of fecal contaminations.
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Studies have been carried both at the plot and at the watershed scale. They deal with:

1) the dynamics of E. coli populations, including pathogenic STEC (Shiga-toxin producing E. colj) strains, released in the mountain envi-
ronment; the objective is to characterize survival and storage compartments of E. coli in soil following their release by cattle feces; the
population dynamics of E. coli in soils is compared with dynamics of typical soil inhabitants (the fluorescent Pseudomonas spp.), in order
to reveal specific adaptive strategies of E. coli;

2) the identification and characterization of the grazing areas providing specifically a high contribution to fecal contamination of surface
water; this was carried out by quantifying and modeling E. coli transfers from soil to water, with the aim to link together E. coli fluxes
monitored at the watershed outlet, grazing conditions and hydrologic properties of the watershed.

The output of the model is of interest to identify the critical source areas. Further assessment of the groundwater compartment is needed
to improve our understanding of E. coli ecology especially with regards to the outlet peaks unrelated to stromflows.

The operational interest of « Pastor » concerns the prevention of fecal pollution of surface water and the relevance of E. coli as an indica-
tor of fecal contamination. The knowledge of critical source areas is an important information for management of pastured watersheds.

Key-words
Fecal bacteria, Escherichia coli, watershed, rangeland.

RESUMEN
PAPEL DE LOS FACTORES EDAFICOS Y HIDROMETEOROLOGICOS EN LA SUPERVIVENCIA Y LA TRANSFERENCIA
A ESCALA DE LA CUENCA VERTIENTE, DE BACTERIAS FECALES BOVINAS

El proyecto “Pastor” trata de la supervivencia y de la diseminacion de los contaminantes microbianos del suelo hacia las aguas. Apunta
la contaminacion microbiana del agua por E. coli (indicador de la contaminacion fecal) en los prados alpestres en relacion con los
pastos de lechera.

La demanda social en términos de calidad microbiana del agua estd importante, incluyendo los Alpes nortefios franceses, region de
reserva de agua. Las contaminaciones se deben en parte a las practicas de pastizales. Un inquietante desenlace esta la ocurrencia de
animales portadores sanos de E. coli potencialmente patogénicos para los humanos y cuya diseminacion por los animales de granja
esta posible. La calidad del agua en las zonas de pastizales entra en debates mas amplios sobre la gestidn sostenible de los recursos
de aguas subterraneas bajo pastos.

Las investigaciones desarrollas en el proyecto “Pastor” tratan de:

1) la dindmica de las populaciones de E. coli, incluyendo las tensiones debidas a las STEC patogénicas, una vez liberadas en el medio
ambiente montafioso; el objetivo esta caracterizar los compartimentos de supervivencia y de almacenamiento de E. coli en los suelos
después de su depdsito por las deyecciones del ganado, y comparar con la dindmica de las populaciones tipicas del suelo (Pseudomonas
spp. fluorecens) para la evaluacion de las estrategias adaptivas de E. coli.

2) la identificacidn y la caracterizacion de las zonas de pastos que contribuyen a la contaminacion fecal de las aguas de superficie en
una cuenca vertiente alpestre; Se midio la cuantidad de E. coli que esta transferida de las diferentes zonas de pastos hacia el agua,
con la finalidad de ligar el stock de E. coli y el flujo a la salida de la cuenca vertiente, al funcionamiento del pasto y a las propiedades
hidroldgicas de la cuenca vertiente.

“Pastor” incluye también un anélisis del funcionamiento de la cuenca vertiente en términos de transferencia de los contaminantes fecales
y de modelizacién del flujo bacteriano. La informacion necesaria para la modelizacion incluye los regimenes de exportacion a la salida de
la cuenca vertiente, condicion de transferencia en la cuenca vertiente, y el potencial de liberacion de las diferentes unidades de pastos.
El rendimiento del modelo estara importante para la gestion mejorada de los recursos en agua en los pastos alpestres.

La significacién practica de “Pastor” concierne la prevencion de la contaminacidn fecal del agua y la pertinencia de E. coli como indi-
cador de la contaminacion fecal. Es necesario tener una evaluacion mas precisa del compartimento del agua subterrénea para mejorar
nuestro conocimiento de la ecologia de E. coli especialmente para los picos de salida no ligados a los flujos. El conocimiento de las
zonas de contaminacion activa esta importante para la gestion de los circuitos de pastos, de las zonas de abrevadero del ganado, de
los pasos de arroyos, asi como el cierre de las zonas de riesgo. Estas medidas de proteccion estan mas bien costosas a aplicar. Sin
embargo, a pesar del hecho que una proporcion muy pequefia de contaminantes microbianos llega al agua de superficie, pueden tener
consecuencias muy significativas en términos de salud humana y animal.

Palabras clave
Bacterias fecales, Escherichia coli, cuenca vertiente, pastos.
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téries dorigine fécale représentent une problématique

mondiale pour la santé humaine. Un lien est souvent éta-
bli entre élevages agricoles et dissémination de pathogenes
dans les eaux (Oliver et al., 2005). Dans les régions de mon-
tagne tempérée, du fait notamment de localisation préféren-
tielle des troupeaux et des captages pour I'eau potable dans
les tétes de bassins versants, la contamination microbienne
fécale des eaux est souvent dépendante de pratiques pasto-
rales. Une attention particuliére est alors portée a la présence
de pathogénes entériques et notamment de souches d’Esche-
richia coli (E. coli) potentiellement pathogenes pour 'homme
(Vernozy-Rozand, 2005) tels que les E. coli producteurs de
shigatoxines (désignées sous le terme de STEC, pour Shiga
toxin-producing E. coli). La dissémination de cette souche en
relation avec les parcours des troupeaux a rarement été envi-
sageée, alors quelle a déja fait I'objet d'investigations dans les
cas d’apports ponctuels de fumure organique en conditions
controlées (Jiang et al., 2002).

Face aux risques de dégradation des ressources en eau
associés a certaines pratiques agricoles par ailleurs souvent
valorisées en terme de contribution au paysage et a la biodiver-
sité, des suivis de parcelles pilotes ont été mis en place dans
les Alpes du Nord, des les années 2000 (par le « GIS Alpes du
Nord »; http://www.gisalpesjura.fr/). Les recherches menées
portent sur la caractérisation de la charge des effluents d'éle-
vage et sur les risques liés aux épandages d’engrais de ferme et
de boues de station d’épuration sur prairies (Vansteelant, 2004;
Trevisan et al., 2002). Les résultats acquis sont a I'échelle par-
celle; ils fournissent des références de base importantes mais
ne permettent pas de développer des connaissances intégra-
trices sur le devenir des micro-organismes fécaux dans I'envi-
ronnement. Or, les développements a I'échelle du territoire ou
du bassin versant sont indispensables pour élaborer les outils
conceptuels et opérationnels nécessaires a une gestion des
paturages adaptée aux enjeux de la qualité des eaux. C'est
dans cette perspective globale et pour contribuer a répondre
a ces enjeux sociétaux, que nous avons développé le projet de
recherche intitulé PASTOR (réponse a I'appel d'offre GESSOL 2).

L'ambition générale du projet est d’apporter des connais-
sances intégrées concernant le comportement dans les dé-
jections, les sols et les eaux, de bactéries fécales introduites
par I'élevage. Dans ce cadre, les objectifs spécifiques sont de
comprendre la survie et la dynamique de transfert des sols aux
eaux de E. coli, a I'échelle sol et bassin versant, pour établir
des modeles reliant le fonctionnement du milieu biophysique et
pastoral avec la qualité des eaux de surface et pour identifier,
en conséquence, les pratiques agricoles a risques, les zones
et époques critiques.

Le projet est sous-tendu par divers enjeux scientifiques.
Il s’agit tout d’abord de construire une synthése interdiscipli-
naire sur le transfert de bactéries fécales troupeau-sol-eau, a

| es contaminations microbiennes des eaux par des bac-

I'échelle bassin versant et en relation avec des pratiques de
gestion appliquées a ce territoire. Lapproche bassin versant est
classique en matiere de pollution diffuse (Gril et Dorioz, 2002)
mais assez rarement appliquée a ces polluants colloidaux que
sont bactéries fécales. La difficulté principale est de prendre en
compte, non seulement les mécanismes et facteurs de contréle
du transfert des bactéries mais aussi les effets de I'organisation
territoriale sur ceux ci.

PASTOR permet aussi d’aborder des enjeux disciplinaires
et notamment certaines questions de I'écologie microbienne
relatives a 'introduction des micro-organismes dans I'environ-
nement (Avery et al., 2004). En bref, quel que soit le mode d'in-
troduction —ici une dispersion liée a des animaux paturant- les
microbiologistes s'interrogent sur les mécanismes de survie,
I'état physiologique et les lieux de « stockage » préférentiels
des populations microbiennes introduites- ici des bactéries
co-introduites avec leur milieu de développement, la matiére
fécale.

Lensemble des enjeux, sociétaux et scientifiques, sont as-
sociés au choix des objets d’étude. Le modele de terrain choisi
est un «alpage » c'est-a-dire un espace d’altitude diversifié
mais exclusivement pastoral dont nous cherchons a formaliser
le fonctionnement en tant que systéme de transfert de bacté-
ries fécales vers les eaux. Notre modéle biologique est I'espéce
E. coli, un indicateur reconnu de contaminations fécales utilisé
pour le contrdle de la qualité microbiologique de I'eau et des
aliments (AFNOR NF T 90-414). Les données de toute nature
sur E. coli sont extrémement nombreuses. Un bref état des
connaissances ciblé, concernant son comportement dans I'en-
vironnement, sera présenté dans le paragraphe suivant. Dans
le projet, la dynamique de E. coli est comparée, au niveau du
compartiment sol principalement, a celle d’'un groupe de bac-
téries telluriques hétérotrophes de référence, les Pseudomonas
fluorescents, ceci pour mieux évaluer la spécificité du compor-
tement d’une population microbienne introduite.

Les investigations se structurent autour de quatre volets
complémentaires incluant du monitoring, quelques expérimen-
tations et de la modélisation:

- caractériser les lieux de stockage et la survie des E. coli, y
compris les souches STEC, dispersés par les activités pasto-
rales sur les divers types de sols du territoire étudié (Texier et
al., 2008; Frémaux, 2007 ; Frémaux et al., 2009)

- évaluer dans quelle mesure l'introduction des bactéries fé-
cales dans I'environnement peut conduire a la sélection de cer-
taines populations mieux adaptées au milieu et/ou a la modifi-
cation de leur état physiologique (ce volet ne sera pas du tout
développé dans ce texte, voir Texier, 2008);

- comprendre la dynamique des populations de E. coli a
I'échelle sol et bassin versant afin d’établir un modéle reliant
le transfert (hydrologie, dispersion pastorale, stockages) avec
la variabilité de la qualité microbiologique des eaux a I'exutoire
(Trévisan et al., 2010);

Etude et Gestion des Sols, 18, 3, 2011



220

J.M. Dorioz, Ph. Quetin, C. Prigent-Combaret et D. Trevisan

- reconnaitre les portions d’espace du bassin versant qui
contribuent majoritairement aux exportations bactériennes (les
« Zones sources critiques », voir Trévisan et al., 2010).

Le texte qui suit fournit une vue d’ensemble assez large des
démarches scientifiques utilisées pour ensuite se focaliser sur
les principaux résultats nécessaires pour la synthése a I'échelle
bassin versant et pour aborder les discussions opérationnelles
qui en découlent. En préalable il nous a semblé utile, dans un
contexte d'interdisciplinarité, de fournir un état des connais-
sances sélectif, développant quelques concepts et références
classiques des disciplines mobilisées dans ce projet.

ETAT DES CONNAISSANCES

Relations végétation-troupeau, faciés
pastoraux

Les interactions sols-végétations-troupeaux s'averent tou-
jours déterminantes vis-a-vis du fonctionnement agronomique
et écologique des alpages (Dorioz, 1987; Bornard et Dubost,
1992). La disponibilité et 'appétence de I'herbe orientent le par-
cours des troupeaux et les choix des bergers. En retour, I'inten-
sité et le mode de paturage modifient profondément le fonc-
tionnement du couvert végétal a moyen et court terme (effets
de refus et de fertilisation dus aux déjections). Cette dynamique
créée des gradients spatiaux de végétations constitués par des
successions de « faciés pastoraux », unités élémentaires carac-
térisées par une végétation type et un sol type. Le faciés pas-
toral traduit un équilibre sur le moyen terme (quelques années),
entre un mode de fréguentation par les animaux, un taux et un
régime de déjections, et un état trophique du sol (S/T, C/N...).

Le bassin versant, systéme de transfert de
pollutions diffuses

Les difficultés a extrapoler sur de grands espaces, les infor-
mations recueillies a I'échelle du systéme plante-sol, expliquent
le succes de I'approche bassin versant en matiére de recherche
et de mesure de la pollution diffuse agricole (Leite, 1990). Le
bassin versant est alors représenté comme un « systéme de
transfert » (Gril et Dorioz, 2002) qui produit, consomme, trans-
forme, stocke, en bref « métabolise » des polluants avant de
les transférer, en différé, a I'exutoire (Cassel et al., 2002). Les
zones du bassin ou coincident de forts stocks mobilisables et
des écoulements susceptibles de les mobiliser, constituent les
«zones sources critiques ». Ce concept peut étre en théorie
appliqué au cas de la contamination fécale: la compréhension
du transfert suppose alors d’identifier, comment s’élaborent
des stocks en fonction du parcours des troupeaux, quels sont
les lieux privilégiés de stockage, et considérer les connections

permises par |'état hydrique du systéme, le tout étant soumis a
de forts déterminismes pédologiques et topographiques.

Survie et transfert des bactéries fécales, en
particulier E. coli, dans I’environnement.

E. coli est une population de la microflore digestive de
I’'homme et de nombreuses espéces animales homéothermes
(il existe donc un bruit de fond lié a la faune sauvage). Les effec-
tifs dans les matiéres fécales sont de I'ordre de 107 E. colilg
de matiere séche de féces pour les bovins, soit 10%/10% par
jour par bovin adulte. Les structures génétiques des popula-
tions d’E. coli dans les déjections (Byappanahalli et al., 2006)
sont complexes, résultent de mécanismes adaptatifs et varient
en fonction de I'ndte, de son age, de son régime alimentaire
(Jonhson et al., 2004; Yang et al., 2004).

L’émission dans I'environnement représente pour les bacté-
ries entériques un changement radical et brutal de conditions
de vie qui peut aboutir & une sélection de certaines sous-po-
pulations mieux adaptées a la croissance dans des milieux
plus oligotrophes que le tube digestif. Mais cette adaptation
a des limites et les défauts de nutrition, les stress oxydatifs ou
hydriques se traduisent, soit par une mortalité accrue, soit par
I'entrée en état stationnaire qui produit des bactéries viables
mais non cultivables (dont le statut est encore mal défini). Il
s’ensuit a terme, dans la plupart des cas, une décroissance
de la population due a des conditions hostiles (dessiccation,
rayonnement, température...). Cette décroissance de la popu-
lation est qualifiée de « survie ». Elle varie selon le comparti-
ment de 'environnement considéré (végétations, sols, eaux) et
suit en général une cinétique du premier ordre.

Lentrée dans I‘environnement s'effectue toujours via une
« co-introduction » des bactéries et d’un milieu nutritif auquel
les populations fécales sont adaptées (matiéres fécales). La
co-introduction est connue comme est un facteur allongeant
la survie des bactéries introduites. La survie des bactéries fé-
cales et notamment de E. coli est d’ailleurs maximum, sur le sol,
dans les amas organiques de grosses tailles, qu'ils s'agissent
de bouses ou de masses de fumier ou de lisier (Vansteelant,
2004). Elle est minimale sur la végétation (2 a 3 semaines selon
Trévisan et al., 2002), limitée a ce niveau par la dessiccation, les
UV, la facilité du lessivage par la pluie, voire parfois des anti-
bioses (Astrém et al.,, 2006). Au niveau de la matrice du sol, la
survie est maximum dans les horizons organiques du sol en
raison d’une abondance relative en nutriments, conditions qui
permettent des survies de quelques mois (jusqu’a 2-3 mois) en
tout cas largement supérieures a celles observées dans les ho-
rizons profonds (Michel et al., 2000; Vansteelant, 2004). La sur-
vie dans le sol s’allonge également pour les conditions humides
("anaérobiose tend a augmenter la survie) et froides (paradoxal
pour des bactéries dont I'optimum est a 37°). A l'inverse, les
valeurs basses du pH (<5) sont tres limitantes. Tous ces fac-
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teurs (humidité, nutriments, UV, pH...) expliquent les différentiations
de potentiel de survie entre saisons et entre stations, en fonction des
types de sols et de topo-climat. Ce cadre général est valable pour
toutes les bactéries fécales avec bien entendu une variabilité selon les
especes (Jiang et al., 2002).

Les facteurs abiotiques évoqués précédemment agissent en com-
binaison avec des facteurs biotiques, notamment la prédation par les
protozoaires souvent considérée comme le facteur clé de la régula-
tion des bactéries fécales (Oliver et al., 2005). Les bactériophages sont
aussi parfois cités (Ascheford et al.,, 2003). La présence de racines a
un impact majeur sur ces interactions et la survie des entérobacté-
ries (Berg et al., 2005): du fait de leur effet trophique certaines rhi-
zospheres pourraient constituer un réservoir de pathogénes, d’autres
au contraire peuvent produire des conditions défavorables a la survie
(antibiotiques, acidification...).

Transfert vers les eaux

Linfiltration d’eau contaminée a travers le profil d’'un sol, assure
souvent une réduction de sa charge en bactéries fécales (Smith et
al., 1985). Cette atténuation est la conséquence de phénoménes phy-
siques assurant une rétention (1a filtration et I'adsorption). Elle dépend
de I'épaisseur suivant une loi du premier ordre. Texture et porosité sont
les paramétres clés qui régulent les distances de transfert: quelques
cm en sols argileux, quelques dm en sols sableux, suffisent pour ré-
duire la charge par 1000 a 100 000 en bactéries fécales, selon Crane
et More (1984). Il peut enfin exister des voies préférentielles d’écoule-
ments liant surface et profondeur (fissures, macroporosité résultant de

Figure 1 - Le bassin versant étudié, topographie IGN et réseau hydro-
graphique (écoulements temporaires en pointillés bleus et permanents
en trait continu bleu); échelle 1/20 000.

Figure 1 - The studied watershed, topography, hydrographic network;
scale 1/20 000.
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drainages artificiels ou autres) qui permettent des trans-
ferts plus rapides et plus profonds (Coté, 1994).

Les ruissellements constituent une autre voie de
transfert (Jamesion et al, 2004) associée aux pics de
contamination lors des crues. lls véhiculent des charges
importantes (de 104 a 107 cfu E. coli/100 ml d’eau a
I'exutoire de parcelles cultivées) qui sont susceptibles
de s’atténuer en aval, par rétention dans les bandes fil-
trantes (Cassell et al., 2002). A noter par comparaison,
que I'eau de boisson distribuée ne doit contenir aucun
E. coli/100 ml et que la potabilisation d’une ressource est
d’autant plus difficile que les charges sont élevées.

MATERIEL ET METHODES

Le site d’étude

Le site de I'étude (figure 1) est un bassin versant
a végétation quasi entierement herbacée, de 170 ha
s'étageant de 1550- 2100 m. C’est I'un des deux val-
lons constituant I'unité pastorale des Cornettes (Haute-
Savoie, pré-alpes calcaires, étage subalpin des alpes
externes). Il s'agit d’un alpage laitier portant lors de la
période d’étude environ 100 unités de gros bétail, en
2 troupeaux bovins. Le paturage est « semi-libre »: les
bergers déterminent le circuit général de péture, guident
quotidiennement les troupeaux dans les divers grands
quartiers que les animaux paturent ensuite librement.
Une partie importante environ du vallon (100 ha sur 170),
bien que constituée de prairies et pelouses, est non
paturée depuis des décennies (secteurs trop pentus ou
éloignés).

Le choix de ce site d’étude s’explique (1) par la qua-
lité des données antérieures sur la diversité des sols et
relations sols-végétations-troupeaux (Legros et al., 1987;
Dorioz et Party, 1987); (2) par sa bonne accessibilité esti-
vale pour 'implantation des dispositifs de mesure et le
bon accueil des exploitants agricoles et de la commune
(3) par I'absence d'épandage, d’habitations et de sources
de contaminations domestiques. Le cadrage agro-éco-
logique a été réactualisé récemment et complétés par
une étude hydrogéologique (Drevet, 2004). En considé-
rant les gradients régionaux, on peut estimer la pluvio-
métrie annuelle moyenne du site a environ 2000 mm au
niveau de I'exutoire. En hiver, le manteau neigeux atteint
dans les vallons 1 a 2 m d’épaisseur. Lexutoire est situé
sur un ruisseau torrentiel d’ordre 1. Lécoulement est per-
manent. Les eaux sont bicarbonatés calciques. La fonte
des neiges génere de forts débits (jusqu’a 200 I/s contre
5/s lors de I'étiage estival). Les crues estivales peuvent
atteindre 1 m¥/s.
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A I'échelle de I'alpage, sous I'effet du parcours des trou-
peaux et d’'un fonctionnement hydrique trés favorable, on as-
siste globalement a une concentration de I'eau, des produits d
érosion, des déjections et donc des nutriments, dans la partie
basale du vallon, qui, de ce fait, présente les végétations prai-
riales les plus eutrophes. Cette structure des flux détermine la
répartition des facies pastoraux. Les 4 types les plus repré-
sentatifs (90 % du vallon) ont fait I'objet de suivis stationnels
détaillés. lls sont brievement présentés ci-dessous.

- Pelouses maigres acidophiles. Il s’agit de stations sur sols
profonds (>1 m) et acidifiés (pH < 5), dominés, du fait de 'ab-
sence de restitution fertilisante, par des graminées peu ou pas
appétentes, en particulier Nardus stricta (d'ou la dénomina-
tion de « nardaie »). Les caractéristiques principales sont: une
acidification prononcée des sols, une faible valeur pastorale,
d’'ou une fréquentation épisodique par les animaux, malgré une
topographie facile (les sols sont des alocrisols)

- Pelouses moyennes a Poa alpina (désignées par « gazon »
a Paturin). La végétation est dominée par des graminées et des
plantes a forte appétence. La production en biomasse est re-
lativement élevée; la fréquentation est précoce et intense d’ol
un aspect de « gazon » et une abondance de déjections. Ces
pelouses tapissent le fond de vallon, notamment la partie ba-
sale du cone de déjection. Les sols sont calciques (de type
colluviosols et fluviosols calciques).

- Pelouses grasses mésophiles. Ce type de végétation, repéré
par 'abondance de Trisetum flavescens, est dominé par les gra-
minées fourrageres; la biomasse produite est forte bien que les
restitutions par déjection soient faibles. Ces pelouses sont dési-
gneées, du fait de la physionomie du couvert végétal, comme les
« hautes herbes » a Triséte. Elles sont localisées au niveau des
pentes d'éboulis stabilisés, associées a des brunisols saturés
et des calcisols dont la I'état calcique est maintenu grace a des
apports gravitaires de matériaux et érodats calcaires.

- Pelouses nitrophiles a Rumex alpina. Elles occupent des
zones de reposoir. La concentration des déjections confere un
caractére nitrophile prononcé a la végétation. Les sols sont de
type gley et sols pélosoliques.

- Zones humides. Il s’agit de bas-marais carbonatés fréquen-
tés sporadiquement par les bovins sauf a proximité des acces
a I'eau. Les sols sont hydromorphes, calciques et humiféres,
associés a des exfiltrations ou des concentrations topogra-
phiques d’eaux (ce sont des histosols). La végétation est de
tres faible valeur pastorale.

Démarche

Les variables enregistrées se rapportent aux entrées, stoc-
kages et transferts d’eau et de germes fécaux. Le dispositif
utilisé pour capter ces variables est organisé a 2 niveaux:

-3 I'échelle de la station, des mesures sont réalisées pour:
(i) étudier la variabilité des effectifs bactériens dans les diffé-

rents compartiments du systéme, bouse, horizon de surface
(0-5 cm), horizon de sub-surface (25- 30 cm); (i) analyser la
structure génétique des populations; (i) étudier et modéliser
I'hydrodynamique des sols; (iv) étudier par le biais de pluies si-
mulées I'émission de bactéries depuis divers états de bouses;
(v) évaluer et modéliser le régime saisonnier d’apport de bouse
par le troupeau.

-au niveau du bassin versant, les travaux portent sur des
enregistrements relatifs au bilan hydrologique et a la qualité
chimique et microbiologique des eaux, ainsi qu'au paramé-
trage d’un modéle de transfert des bactéries fécales.

Recueil et traitement des données

Bien que cette publication ne présente qu'une partie seu-
lement de résultats obtenus dans Pastor, il nous a semblé utile
de fournir une vue d’ensemble trés simplifiée mais quasi ex-
haustive des méthodologies utilisées, en espérant ainsi mieux
éclairer certains commentaires.

Le tableau 1 présente donc I'ensemble des parametres
enregistrés et des informations recueillies avec un rappel des
objectifs spécifiques et les références des méthodologies uti-
lisées. Pour plus de détails, on se référera au rapport du projet
Pastor (Dorioz et al., 2008) et / ou aux théses et articles cités ci
dessous. Les méthodes utilisées relevent de plusieurs champs
disciplinaires:

- les effectifs de E. coli et Pseudomonas spp sont dénom-
brés en microplaques de ftitration par détection d’activités
enzymatiques microbiennes (E. coli non pathogenes) ou de
genes (E. coli 0157H7, Frémaux, 2007); ces méthodes rendent
compte de I'existence d’organismes « actifs » mais non forcé-
ment cultivables ; Pseudomonas spp est détecté par un milieu
électif enrichi en antibiotiques (Texier, 2008);

- la structure des populations d’E. coli dans les différents com-
partiments du bassin versant est étudiée par DGGE (électropho-
rése en gradient de gel dénaturant), ciblant le géne uidA étudié
sur les E. coli cultivables et non cultivables (Texier, 2008);

- modélisation des transferts par ruissellement (Trévisan et al.,
2010). Les efforts ont porté sur le transfert lors des périodes
de ruissellement. Lespace est discrétisé sous forme de cartes
« raster » pixellisées (figure 2). Létat de chaque bouse est éva-
lué individuellement, ce qui permet de rendre compte de la
complexité des phénomenes en termes de localisation et de
dessiccation-fragmentation des bouses. Le modéle calcule
chaque jour j la quantité totale NTj de bactéries transmises a
I'exutoire selon I'équation (1):

NT=N S Sju EiG

ou i est le nombre de pixels qui ruissellent et sur lesquels une
bouse est déposée; k le nombre de classes de bouses homo-
geénes en terme d’'age de dépot et de stock de bactéries mobili-
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Tableau 1- Vue d’ensemble du dispositif d’étude et d’échantillonnage.
Table 1- General overview of methodologies and sampling strategies used
Echelle de
Objets Objectifs Méthodes et dispositifs mesure
références
bibliographique
Reglmes pluylometrlques Station météorologique
et évaporatoires
Eau s , Bassin versant
Quslite de feau de Analyses physico-chimiques et
surface et de sources, . ,
: dénombrement E. coli
entrant dans le bassin
Entrées
Suivi ” s Dénombrement des effectifs
uivi de l'intensité et ; :
Déjections de la distribution des de bpuses Qans divers ﬁtatlons Station
restitutions au paturage représentatives des facies
pastoraux types
Cinétiques de survie Dénombrement dans différentes
E. coli dont STECS, et stations pastorales, a divers
Escherichia coli Pseudomonas spp nive'aux (bouse, sols, sous—spls) Station
Pseudomonas sp etﬂdlvers dates, durant la saison de
fluorescents paturage Van'steelant, 2004
Texier, 2008
Evolution de la structure Extraction ADN et typologie des Frémaux , 2007
des populations d’E. coli | populations d’E. coli
Stocks
Suivi d’humidité TDR en
Connaissance de I'état continu dans diverses unités Station et
Eau hydrique des sols et des | géomorphologiques bassin versant
connexions hydrologiques | Cartographie du réseau
hydrologique
Interaction stocks — | Mesures de la mobilité du | Echantillonnage de ruissellements | Station
écoulement stock de bactéries artificiels sur des déjections Vansteelant, 2004
Détermination de la - dénombrement E. coli
qualité bactériologique - physico-chimie
et chimique de I'eau selon normes AFNOR sur:
- échantillons ponctuels aux
exutoires de sous-bassins Bassin versant
Qualité des eaux: Concentrations et flux de | - des échantillons intégrés a
E. coli bactéries I’exutoire général, hebdomadaire
. et pour la chimie, journalier pour la
Sorties | physico-chimie bactériologie
exutoire - échantillons/2h, a I’exutoire Texier et al., 2008

Evolution des populations
bactériennes

général, lors de crues types.

Typologie des E. coli a I'’exutoire

Dorioz et al., 2008

Flux d’eau

Connaissances des
régimes hydrologiques

A I'exutoire général, mesure des
débits en continu durant la période
printemps-automne

Bassin versant
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Figure 2 - Modélisation du transfert bactérien: bases conceptuelles.

Figure 2 - Organization of the studied system and model development at the watershed scale.

Zones Sources Critiques

temps

Signal exutoire

sables, S la quantité de bouse, E la teneur moyenne en bactérie
mobilisables des bouses et G une fonction de transfert bac-
térien rendant compte des phénoménes de mobilisation des
bactéries et de leur rétention lors de leur trajet vers le réseau
hydrographique.

La mise en ceuvre du modéle demande de définir des fonc-
tions relatives, a la localisation et a I’évolution des bouses,
a I'émergence du ruissellement et au transport bactérien
(figure 2). Le ruissellement est déduit d’'une modélisation du
fonctionnement hydrique de la couverture pédologique sous
SMDR, 2003 (Soil Moisture Distribution and Routing model).
Le transport bactérien est évalué a partir d’équations diffé-
rentielles rendant compte des phénomenes d’émission de
bactéries a partir les bouses et de leur rétention ultérieure le
long des pentes depuis les pixels émetteurs jusqu’a I'exutoire
du bassin.

Les informations récoltées pour ce projet sont donc a la
fois qualitatives, semi-quantitatives et quantitatives. Les don-
nées quantitatives brutes sont exprimées dans des unités aussi
différentes que: des débits (I/s), des nombres/ha (bouses), des
concentrations mg/| (chimie de I'eau) et des nombres de bacté-
ries déterminés en cfu (Colony Forming Unit) par volume d’eau
ou poids de sols ou d’eau (cfu/g ou cfu/l). Les limites de détec-
tion pour les bactéries sont de 102 cfu/g de sols ou de déjection
pour E. coli et Pseudomonas spp et de 1 cfu E. 0li/100 ml d’eau.

Au stade des comparaisons entre sites et époques et pour
linterprétation et la modélisation des relations entrées-sorties,
ces données sont transformées en stocks (quantité/ha) et en
flux (quantité/heure). A noter qu'il est peu fréquent de raisonner
en flux pour des bactéries (Cassel et al., 2002).
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Figure 3 - Concentration en
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RESULTATS COMMENTES

Ordres de grandeurs et variabilités de la
contamination fécale des eaux

Toutes les eaux du bassin étudié (ruisseaux, sources, ruis-
sellements, pluies, neiges) sont, quelque soit I'époque de I'an-
née et 'hydrologie, trés pauvres en nutriments. Les teneurs et
flux a I'exutoire se situent dans la gamme du bruit de fond natu-
rel, y compris pendant la période pastorale (Dorioz et al., 2008).
Les activités pastorales, bien qu’anciennes, n’affectent donc
pas significativement la physico-chimie des eaux. La situation
est toute autre au plan microbiologique: la présence de trou-
peaux sur le bassin versant accroit la charge fécale des eaux de
surface, comme le montrent les prélevements ponctuels réalisés
pendant les 3 années de suivi (figure 3). Au cours de la saison
pastorale, les teneurs en E. coli a I'exutoire du bassin varient
avec des maxima en crue (jusqu’a atteindre 5.10° cfu/100 ml).
En basses eaux, elles fluctuent autour de 20 cfu/100 ml. Par
contraste et hors du territoire exploité par les bovins, le bruit
de fond, évalué par des prélevements simultanés dans des
sous-bassins versants amonts, reste toujours trés bas (<10
cfu/100 ml) et ce malgré la faune sauvage (micromammiféres...).

Qualité microbiologique en basses eaux

La réponse de la qualité microbiologique des eaux, a I'arri-
vée et au départ des animaux dans le bassin versant est ra-
pide: il suffit de quelques jours pour passer, a I'exutoire, a bas

débit constant, sur une vingtaine de prélevements ponctuels
quotidiens consécutifs, de 0-10 a 10-100 cfu/100 ml ou réci-
proquement (tableau 2).

Ces valeurs d’étiage représentent les niveaux de base de la
qualité microbiologique dans cet environnement. Au cours
de la saison pastorale (figure 4), a I'exception de quelques
rares montées sporadiques des teneurs en E. coli (sans
lien avec le débit), ce niveau de base ne s’accroit pas bien
que les surfaces ayant recues des déjections augmentent.
Les sources de contamination seraient donc limitées mais
renouvelées en permanence et rapidement épuisables en fin
de saison. Une contribution des apports directs de déjections
bovines aux eaux de surface est probable. L’observation
du terrain montre qu’elle se réalise surtout dans les lieux ou
fréquemment les troupeaux traversent les ruisseaux (sous
la conduite des bergers) ou s’abreuvent. D’apres un calcul
élémentaire quelques bouses (environ 5) suffiraient a entretenir
un flux quotidien au niveau observé.

En hiver (tableau 2, figure 3), la charge en E. coli a I'exu-
toire est toujours trés faible mais ne disparait pas totalement.
Le flux s’accroit notablement lors des épisodes de fonte de
neige, périodes ou les surfaces saturées et ruisselantes ont
une extension maximale ce qui assure une interaction maxi-
male entre écoulements et stocks résiduels (sols ou résidus
de déjections).

Pics de charge fécale en crues

Chaque crue survenant lors de la saison pastorale et enre-
gistrée a I'exutoire & partir de suivis en continu et de préléve-
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Tableau 2 - Variabilité saisonniére de la teneur et des flux en E. coli des eaux a I'exutoire du bassin, hors période de crue
(prélevements ponctuels 2004-2005).

Table 2 - Seasonal variability of the numbers and fluxes of E. coli in waters at the outlet of the studied watershed, during low flow
periods (mean values obtained from grab samples, from 2004 to 2005).

Période (Q en I/s)
Parameétres mesurés Couverture Fonte des Saison pastorale Automne
neigeuse neiges juin-septembre octobre-
décembre a mai mai-juin novembre
Q=5-80 Q= 100-300 Q=10-100 Q= 50-100
Nombre d’échantillons 10 5 39 13
Min-max (cfu/100 ml) 0-2 0-12 10- 200 0-20
Flux moyen (102 cfu/heure) 15 000 360 000 3 000 000 300 000

Figure 4 - Evolution du débit et des effectifs de E. coli a I'exutoire du bassin versant de juin a octobre 2005 (prélévements intégrés et
débit moyens, sur 8 h.).

Figure 4 - Numbers of E. coli (CFU) and water discharge (Q) at the outlet of the studlied watershed from June to October 2005

(8 h mean discharge; 8 h composite water samples).
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Tableau 3 - Valeurs des paramétres des modéles d’évolution du stock de déjection a I'échelle station, pour les différentes situations

pastorales de I'alpage.

Table 3 - Parameters of the regression models describing the seasonal evolution of cowpats numbers at the plot scale, for the 4 main

vegetation types of the studied rangeland area.

Situations pastorales Modeéle d’ajustement Entré?ngﬂrz)éfg.nﬁaie.z]E;)uses r2

Nardaie (7) 5,9 0,82
Haute herbes a Triséte (7) 5,9 0,43
Gazon a Paturin (8) 10,1 0,65
Bas marais (7) 16,5 0,69
Rumex (8) 49,7 0,70
Chemins du troupeau (7) 0,22 0,85

ments automatiques, s'accompagne d’un net pic de concen-
tration en E. coli (jusqu'a X100 en teneurs et X3000 en flux,
exemple figure 4). |l apparait au total une assez bonne corréla-
tion globale teneurs entre teneurs en E. coli et débits (figure 5).
Dans le détail, pour les classes de débits de crue < 100 1/s, la
variabilité reste forte et peu organisée par le débit, comporte-
ment qui évoque I'existence d’une quantité mobilisable limitée
mais variable. Lajustement teneur/débit est significatif surtout
au dela de 150 I/s (selon: cfu = 0,01Q2- 0,8Q ; R*=0,75). Un tel
ajustement suggére I'existence d’un réservoir non limité (dans
la gamme des débits observés) et une capacité de mobilisation
croissante avec l'intensification du ruissellement (qui pourrait
résulter d’'une double augmentation, a la fois des surfaces
contributives et des capacités d’extraction).

Lors des fortes crues, le pic de teneurs en E. coli coincide
globalement avec le pic de débit puis décroit en général, trés
rapidement. Par analogie avec le comportement des formes de
phosphore particulaire lors des crues (Dorioz et al., 1998), on
peut penser que cette évolution montre (1) que le transfert ne
se limite pas a une mobilisation de stocks de bactéries accu-
mulés d’une maniére ou d’une autre dans le réseau hydrogra-
phique permanent (sédiments, déjections, bio-films) (2) que
les ruissellements de sub-surface (descente de crue) sont peu
significatifs en terme de charge fécale (3) que le ruissellement
de surface est le phénoméne dominant expliquant les flux. Un
transfert préférentiel ne provenant que du chenal et de sa zone
riveraine, pourrait cependant étre le fonctionnement dominant
lors des plus petites crues.

Réservoirs bactériens du bassin versant et
acquisition de la charge en E. coli des eaux

La connaissance de la distribution spatiale des déjections
dans I'alpage est un préalable indispensable pour caractériser
les entrées a I'échelle station et a I'échelle bassin versant.

Les entrées de E. coli dans I’environnement pastoral

Dans les stations paturées, la quantité de déjections pré-
sentes varie au cours de la saison. Un simple comptage permet
de saisir cette évolution qui résulte d’un bilan entrée/ dispari-
tion. Lentrée correspond aux apports par les bovins et la dis-
parition est I'aboutissement d’une évolution de I'état physique
des bouses associant dessiccation, fragmentation et disper-
sion sous l'effet de la pluie et d’activités biologiques (insectes
coprophages notamment). Ces 2 dynamiques inverses sont
contrblées en grande partie par les facteurs du milieu qui,
par ailleurs, déterminent le faciés pastoral des stations (place
dans le circuit de pature, accessibilité pour les animaux, sols
et topo-climat). Lévolution des quantités de déjection (figure 6;
tableau 3) au cours de la saison se différencie donc selon les
caractéristiques stationnelles. On distingue ainsi:

1) Les stations dont la quantité moyenne de déjections, tout
en restant basse, s'accroit régulierement suivant le modéle
(7); le paramétrage de ce modele est variable selon les facies
pastoraux concernés (tableau 3). Il s’agit de stations ou la fré-
quentation des animaux est limitée soit par I'accessibilité (cas
des hautes herbes a Trisete), soit par le mouvement (zones de
chemins ou se déplacent collectivement les troupeaux), soit par
I'inappétence marquée et constante de la végétation (cas des
nardaies ou des bas-marais). En fin de saison les bouses oc-
cupent une part faible de la surface (<1% au maximum). Le mo-
deéle d’ajustement traduit pour I'essentiel que 'accumulation de
déjections n’interfére pas avec la disponibilité des ressources
fourragéres ou I'usage de la station.

2) Les stations dont la quantité moyenne de déjection est éle-
vée mais variable dans la saison. Il s’agit des zones reposoir
et des gazons a Paturin (zones fréquentées quotidiennement
du fait de leur appétence et de leur accessibilité), qui sont
les véritables lieux d’accumulation de I'alpage. Au-dela d’'un
maximum de densité occupant jusqu’a 3 % de la surface de la
station, le stock de déjections décroit lentement. Nos observa-
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Figure 5 - Débit et effectifs de E. coli a

I'exutoire du bassin versant (2005; Q 6000
moyen et échantillons intégrés sur 8 h).
Figure 5 - Numbers of E. coli and water
discharge(Q) at the outlet of the studied
watershed.
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Figure 6 - Les deux modeles types d’évolution de la quantité de déjections bovines a I'échelle station, dans 'alpage étudié; les
ajustements présentés correspondent aux comptages réalisés dans un faciés a hautes herbes (7) et un faciés a Paturin (8) (j: jours;

S(j): nombre de bouses. ha™' - début des observations j = 0, le 29 juin).

Figure 6 - Typical regression models describing the seasonal evolution of the cowpats numbers at the plot scale in the studied
rangeland area; two cases of decreasing (8) and constant (7) deposition rates, are shown, with the model (thin line) fitted to

observations (j : days ; S(j); numbers per ha - j=0, june the 29).
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tions montrent que cette évolution résulte principalement d’une
géne pour I'accés aux ressources fourragéres ou a la place
de couchage, due au salissement de I'herbe et du sol par les
déjections. Cette dynamique s'ajuste sur le modéle (8) de fagon
globalement satisfaisante (compte tenu des incertitudes sur les
dénombrements).

Partant des modeles développés pour rendre compte des
distributions temporelles des divers faciés et de la cartogra-

phie des faciés végétaux, il est possible de simuler, a I'échelle
de l'alpage, la distribution (figure 2) et I'état de vieillissement
physique de I'ensemble des déjections (Trévisan et al., 2010).

Les déjections, stock primaire de E. coli

Les déjections sont des lieux de survie et de stockage
significatifs (figure 7A) mais transitoires d’E. coli (1 a 2 mois
I'été, puis le cas échéant persistance hivernale sous le man-
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Figure 7 - Dénombrements des populations d’E. coli et Pseudomonas fluorescents (bactéries cultivables) dans les différentes stations
pastorales au cours de (A) I'été (juillet & octobre 2005) (prélevements a -5 cm), (B) I'hiver (février 2006) sous le manteau neigeux
(prélevements & -5 cm) et (C) : aprés la fonte des neiges (mai 2006) (prélevements a -5 cm). Les traitements présentant des différences
significatives (ANOVA, P < 0,05) sont indiqués par des lettres différentes. Les résultats sont exprimés en log du nombre de cellules par
gramme de sol sec et représentent la moyenne de tous les échantillons de la période considérée (de 3 en hiver a plus de 250 en été).
Figure 7 - Numbers of Escherichia coli and fluorescent Pseudomonas spp in the top soil layers (-5¢cm) (A) during the pasturing season
(July —octobre 2005) (B) in winter under snow cover ( February 2006), (C) just after snow melting (May 2006) and for each type of
pasture unit studied . Results are expressed as log cells g-' dry matter and represent the means + standard deviations for all the periods
considered. The statistical relationship between the treatments for each sampling (ANOVA, P<0.05) are indicated by letters a, b, and c.
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Figure 8 - Teneurs en E. coli du
ruissellement sous pluie artificielle, 8 -
en fonction de I'état physique des

déjections; comparaison avec un 7 1 .l—-//\——‘*-\.\_
témoin, une surface de sol exempte

de déjections (site: gazon a Paturin,
le temps est mesuré depuis le début
du ruissellement).

Figure 8 - Numbers of E. coli in
surface runoff waters generated

by artificial rainfall events applied

to fresh, crusted, and desiccated

E. coliLog(cfu/100 ml)
N
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cowpats and a control without 21
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teau neigeux, jusqu’au printemps). Les teneurs globales en E.
coli des bouses restent élevées (107 cfu/g matieres séches)
-quasiment aussi élevées que dans le rectum des animaux-
tant que I'amas organique qui les contient persiste. Un phé-
nomeéne assez similaire est observé pour les populations de
STEC (Fémaux, 2007): les effectifs qui sont, dans les bouses
fraiches, de I'ordre de 10* & 10° cellules/g ms ne diminuent que
faiblement lors des suivis (en 1,5 mois, diminution de seule-
ment 1 log/g ms). Si en surface des déjections la dessiccation
et les effets des UV (exposition forte en montagne) provoquent
probablement une forte mortalité des bactéries fécales (Kress
et Gifford, 1984), dans la masse de la matiére fécale, la situa-
tion reste donc favorable a la survie. La survie s'accompagne
d’évolutions des caractéristiques génétiques des micro-orga-
nismes. On observe ainsi, dans nos sites, avec le vieillissement
des bouses, une certaine réduction de la diversité génétique
des populations d’E. coli mise en évidence par les techniques
moléculaires (Texier 2008).

Au total, & teneur constante, les stocks diminuent sous
I'effet de la diminution de la masse organique due a la com-
binaison dessechement, fragmentation, dispersion. En été, le
volume des bouses et de leurs stocks en E. coli se réduit de
90 % en 2 ou 3 semaines. Le matériau résiduel une fois sec
est relativement hydrophobe, ce qui est déterminant pour les
interactions ultérieures avec le ruissellement.

Les populations d’E. coli dans les sols, des stocks
secondaires

La suite du travail a consisté a s'intéresser aux stocks
secondaires issus d’une introduction récente, ou ancienne,

depuis les déjections vers les horizons de sol sous-jacents.

Le dispositif de suivi révéle une étonnante stabilité des
effectifs d’E. coli: (1) dans les premiers cm de sols (préleve-
ments vers -5 cm, voir figure 7) ceci indépendamment de I'état
trophique (G/N, pH) (2) dans des horizons plus profonds (pré-
levements autour de -25 cm) quand il s’agit de sols argileux et
confinés (circulation d’eau lente et temporairement anoxique).
Les teneurs observés sont de l'ordre de 3,5 log & 4 log cfu E.
coli/lg de sol sec, durant toute I'année, que les prélévements
soient effectués sous une bouse récente ou dans une zone de
la station non affectée par les déjections de I'année. Les ap-
ports cumulés de déjections au cours de la saison ne modifient
pas cette tendance a la stabilité de fagon significative, quel
que soit le faciés. A l'inverse, dans les horizons profonds et fil-
trants, la présence d’E. coli est sporadique et liée a I'existence
de déjections récentes. Les procédures et résultats détaillés
sont disponibles dans Texier et al., 2008. Les populations STEC
sont beaucoup moins rémanentes dans les sols qu’E. coli et ne
sont détectées dans les sols (a -5 et -25 cm) que directement
sous des matieres fécales contaminées par ces populations
(Frémaux, 2007 ; Frémaux et al., 2010).

Avery et al. (2004) dans une des rares études, a notre
connaissance, consacrée a la survie de bactéries fécales en
zone péturée, enregistre une persistance d’E. coli dans le sol
pouvant atteindre 5 mois. Le résultat inattendu n'est donc pas
la survie préférentielle d’E. coli dans la zone de surface riche
en racines et matieres organiques et dans les horizons de sub-
surface argileux, mais la stabilité des teneurs enregistrées
et donc des stocks, tout au long de la saison, hiver compris,
indépendamment du type de station, de la densité et la proxi-
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Figure 9 - Flux bactériens calculés et observés lors de neuf
averses, durant la saison pastorale (Trévisan et al., 2010).
Figure 9 - Fluxes of E coli observed and predicted, 9 storm
flows events during pasturing season.
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mité des déjections. Létude de la structure génétique de ces
populations stabilisées montre qu'il s’agit de populations spé-
cifiques, différentes de celles des bouses et des déjections des
mammiféres sauvages testées (détails dans Texier, 2008). Tout
ceci permet de proposer I'idée que les stocks secondaires du
sol sont constitués de E. coli fixés pour de longues durées ou
« naturalisés ». Cette possibilité pour E. coli de s'installer dura-
blement dans 'environnement est encore trés peu décrite dans
la littérature (Byappanahalli et al.,, 2006; Ishi et al., 2006).

Le concept de capacité biotique, qui rend compte de
I'existence, pour certains types de microorganismes, d’un
équilibre dynamique associé a une capacité d’accueil limitée,
semble convenir pour rendre compte de cet état de quasi-sta-
bilité des E. coli du sol, observé durant 2 années consécutives.
Une inoculation supérieure a cette capacité limite la survie
des populations introduites en raison de contraintes d’acces
aux nutriments et d’'un déplacement des populations vers les
macropores ou elles sont plus exposées aux lessivages et a la
prédation. Inversement, au dessous d’une certaine densité la
population peut se développer si les ressources nutritives et
hydriques sont satisfaisantes, d’ou la stabilité des teneurs dans
les milieux adaptés. La capacité biotique associée a la natura-
lisation des E. coli semble dépendre de caractéristiques parti-
culiéres des horizons concernés (matiéres organiques, argile,
confinement). Ces caractéristiques suggerent un effet de fac-
teurs structuraux favorables créant des microsites « refuges ».

Pseudomonas fluorescents se comporte différemment
(figure 7). Cette bactérie tellurique type présente des effectifs
1021000 plus élevés que ceux d’E. coli dans les mémes situa-
tions. Les effectifs sont trés fluctuants, trés élevés en été et
en hiver, tres bas au début du printemps (par exemple entre 4
et 8 log cfu/g de sol sec, dans le sol sous Rumex), variabilité
qui traduirait une stratégie différente, de type « opportuniste »
inféodé a I'activité du systeme racinaire (Roszack et Colwell,
1987 ; Texier, 2008).

Acquisition de la charge en E. coli

des eaux de surface: les transferts réservoirs
environnementaux (stocks) - écoulements-
exutoire

Flux verticaux

A I’échelle du profil

Lacquisition d’une charge en bactéries fécales lors de la
percolation de 'eau dans des sols ayant regu des fertilisants
organiques est de longue date bien documentée dans la biblio-
graphie (voir, 'excellente revue de Oliver et al,, 2005). Les mou-
vements hydriques verticaux de bactéries peuvent s’effectuer
sur des profils entiers (>1 m) ; ils sont d’autant plus rapides que
la texture est grossiere et sontsouvent associés a des effets de
flush. De tels transferts hydriques, depuis les déjections vers
les horizons profonds, expliquent le régime de contamination
observée dans les sols filtrants de notre site d’étude (il s'agit
de sols sur matériaux alluviaux ou colluviaux & forte porosité
d’assemblage ou encore sols acidifiés micro-agrégés per-
méables). Dans les horizons profonds de ces sols a fonction-
nement ouvert, les stocks d’E. coli sont transitoires, liés aux
périodes pluvieuses et a la présence simultanée de déjections
a la surface des sols échantillonnés. Les profils génétiques des
populations bactériennes détectées dans de telles conditions,
ont des caractéristiques phylogénétiques semblables a celles
contenues dans les matiéres fécales fraiches (Texier, 2008).
Les E. coli STEC dans les mémes conditions, persistent tant
que des matiéres fécales contaminées sont présentes a la
surface du sol (Frémaux, 2007 ; Frémaux et al.,, 2010). De tels
fonctionnements supposent, un lien de transfert direct avec
les déjections récentes, donc une dynamique verticale et des
conditions de survie trop précaires pour permettre une instal-
lation durable a des teneurs supérieures au seuil de détection.

A I’échelle basin versant

Durant la saison pastorale, I'écoulement de base du bassin
étudié, alimenté par des infiltrations survenant en partie dans
les zones paturées, représente environ 80 % du volume d’eau
acheminé a I'exutoire, mais sa contribution au flux d’exporta-
tiondeE. colin'est que de 5 %. Il estimpossible de faire la part,
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dans cette charge de basses eaux, entre celle
provenant de transferts hydriques verticaux a
travers sols et sous-sols et celle qui provient
d’apports directs de déjections dans les ruis-
seaux. Ni la présence réguliere de STEC a
I'exutoire, ni les quelques tragcages génétiques
réalisés sur les E. coli de I'exutoire en basses
eaux et montrant des populations trés appa-
rentées a celles déjections récentes (Texier,
2008), ne permettent de trancher.

Flux latéraux : effets du ruissellement
sur les divers types de stocks et relations
flux-stocks

Les mouvements latéraux de I'eau sont a
I'origine de I'essentiel du flux bactérien a I'exu-
toire. lls correspondent majoritairement a des
transferts associés au ruissellement de sur-
face.

A I’échelle station

Les stocks de E. coli susceptibles d'intera-
gir avec les ruissellements se trouvent dans les
déjections aux divers stades de dessiccation-
fragmentation et dans I'horizon de surface du
sol de la zone paturée. Les teneurs en E. coli
de ces 2 réservoirs restent assez élevées tout
au long de I'année mais les conditions de leurs
mobilisations sont trés variables comme le
montre les expérimentations de ruissellement
artificiel réalisées sur site. Lintensité d’extrac-
tion des E. coli des déjections par le ruisselle-
ment dépend de leur état physique (figure 8).
L'’émission est plus forte quand la déjection
est récente; les teneurs des eaux ruisselant
sur des bouses fraiches atteignent 7.5 log
cfu/100 ml, contre 3 & 4 log seulement pour
les matériaux desséchés. Sur les surfaces
exemptes de déjections de la méme station, la
charge du ruissellement reste, tout au long de
I'expérience, bien en deca des valeurs précé-
dentes (<200 cfu/100 ml). Ceci montre que le
stock spécifique aux horizons de surface des
sols (les E. coli naturalisés), malgré son impor-
tance quantitative, est trés peu mobilisable par
le ruissellement. La baisse de I'extractibilité
observée lors du vieillissement des déjections
a été aussi décrite par Kress et Gifford (1984)
et Adam (2005).

Les prélevements ponctuels réalisés lors
de la fonte des neiges dans la zone paturée
complétent la gamme des situations testées

Figure 10 - Organisation générale du systeme de transfert de E. coli a I'échelle
bassin versant.
Figure 10 - Schema of the transfer system of E coli at the watershed scale.
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lors de ces expérimentations. Le ruissellement provenant des névés et s'‘écou-
lant sur des sols contenant encore des résidus de déjections automnales,
contient 10-200 cfu/100 ml (8 observations, mars 2005). En I'absence de résidu,
dans une situation équivalente, simultanément la charge de I'eau ruisselante est
toujours trés basse (<10 cfu/100 ml, 5 observations)

A I’échelle basin versant

Le ruissellement se manifeste a I'exutoire soit en période de fonte des
neiges, soit lors des crues pluviales. Il est marqué par des évolutions classiques
débit-conductivité et débit-concentrations de traceurs (PO4, NO3, SO4) ainsi que
par un accroissement systématique et marqué des teneurs et flux de bactéries.

Lors de la fonte des neiges, les volumes d’eau transférés a I'exutoire sont
importants (le débit moyen est pendant plusieurs semaines de l'ordre de gran-
deur de celui des crues estivales). Les teneurs en E. coli (fableau 2) sont relati-
vement faibles (<10 c¢fu/100 ml) bien que le ruissellement sur la zone paturée soit
alors généralisé et qu'il subsiste sur les sols de nombreux résidus de bouses
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(densité en résidus évaluée en moyenne a 1 par 300 m? dans
les gazons a Péaturin). Un effet de dilution ne peut étre évoqué
pour expliquer les valeurs relevées puisque de telles teneurs
s'observent depuis la fin de I'automne précédent (figure 3). En
fait, pendant la fonte des neiges, les eaux de ruissellement se
chargent peu au contact des réservoirs de E. coli alors dis-
ponibles, c’est-a-dire les zones rhizosphériques et les résidus
de bouse, du fait de la faible mobilité des E. coli que ceux-
ci contiennent (voir ci-dessus). Limportance quantitative des
stocks et la saturation générale en eau des sols ne sont donc
pas des conditions suffisantes pour générer des flux et des
teneurs importants.

La mobilité des E. coli est également un des éléments ex-
plicatifs clé de la variabilité des transferts vers I'exutoire lors
des crues estivales, comme le montre la modélisation mise au
point, dans le cadre de Pastor, par Trévisan et al., (2010). Le
modéle reproduit de facon trés satisfaisante les flux a I'exu-
toire en période de crue (figure 9). Les calculs (voir équation 1)
rendent compte : du fonctionnement hydrologique majeur du
bassin (concentration des flux d’eau latéraux dans des situa-
tions topographiques de bas de versant, saturation des sols
et ruissellement qui en résulte), de la distribution spatiale des
déjections et enfin, de la mobilité des E. coli associés a celles-
ci. La composante mobilité s’avere toujours nécessaire pour
obtenir un modeéle pertinent. Dans le modele mis au point, la
mobilité integre, en plus de I'effet de I'état physique des déjec-
tions sur la mobilité hydrique initiale des bactéries, I'existence
d’une rétention non négligeable a la surface et/ou dans les sols
(apres ré-infiltrations) durant les trajets des écoulements entre
zones de contamination du ruissellement et réseau hydrogra-
phique.

Les simulations réalisées sur ces bases confirment que:

1) l'essentiel de la charge est acquis au voisinage méme du
réseau hydrographique (dans un environnement de quelques
metres a décametres),

2) les déjections récentes contribuent pour plus de 90 % du
flux total de E. coli & I'exutoire du bassin versant; selon les
averses, 80 a 95 %, des bactéries mobilisées ne parviennent
pas a I'exutoire, du fait de rétentions et/ou de ré-infiltrations.

Les bactéries n'étant pas des colloides inertes; la rétention
pourrait, au moins partiellement s’expliquer par une fixation sur
du matériel minéral ou organique, en relation avec les proprié-
tés de surface des cellules. Ce processus pourrait intervenir
dans les sols au niveau des zones de ré-infiltration de la lame
ruisselante et constituer un possible mode d’entrée dans les
stocks rhizosphériques.

L'approche quantifiée des liens entre stocks bactériens
associés aux déjections (quantité, mobilité) et flux a I'exutoire,
met en évidence deux caractéristiques clés de la relation qua-
lité des eaux-troupeaux:

1) le planning de paturage est le déterminant majeur de la forte
variabilité a I'exutoire: la quantité totale de bactéries suscep-

tibles d’étre extraites par les écoulements demeure tres élevée
pendant toute la période estivale en raison d’un apport quoti-
dien en bouses fraiches; elle décroit rapidement des le départ
du troupeau, avec la dessiccation des bouses; ces évolutions
déterminent la forte et rapide réponse en terme de qualité mi-
crobiologique des eaux de I'exutoire, a la présence ou absence
du troupeau.

2) Les zones sources critiques sont de taille restreinte: elles
ne correspondent en fait, dans la zone étudiée, qu'a quelques
dizaines voire quelques centaines de bouses (soit au total des
surfaces < 3 ha par rapport aux 100 ha paturés), situées, selon
le débit et I'état des sols, soit aux franges du réseau hydrogra-
phique, soit dans les zones de fonds de talwegs saturées par
des apports d’eau du versant; la quantité de E. coli exportée
a I'exutoire, ne représente donc qu’une part tres faible du total
des E. coli potentiellement mobilisables au moment des crues
dans I'ensemble du bassin versant, a peine quelque %o.

CONCLUSION-DISCUSSION

Parameétres et systéme de transfert d’E. coli
a I’échelle bassin versant

D’un point de vue général, le transfert d’'un polluant dans
un bassin versant vers son exutoire, résulte du couplage entre,
des processus qui assurent la dispersion et la répartition du
polluant dans 'espace et dans le temps, des processus qui
controlent son stockage (fixation plus ou moins irréversible
dans des réservoirs), sa transformation éventuelle et enfin,
des processus réalisant le transport hydrique vers I'exutoire.
L'application de ce schéma au cas d’'une contamination des
eaux par la bactérie E. coli en zone de paturage est présen-
tée par la figure 10. La circulation des troupeaux détermine la
distribution des entrées via les déjections; cette co-introduc-
tion crée divers types de réservoirs environnementaux plus ou
moins durables et mobilisables (déjections récentes, résidus
de déjections apres dessiccation, certains horizons de sols...).
Pendant la phase de stockage, divers processus biologiques
a cinétiques lentes (de I'ordre du mois) peuvent se développer
(survie/mortalité mais aussi adaptations éco-physiologiques,
modifications génétiques des populations...). Ces processus
biologiques sont importants a considérer, certes parce qu'ils
atténuent le signal d’entrée mais aussi parce qu'ils le trans-
forment, ouvrant ainsi la perspective de tracer la contribution
d’un réservoir particulier. Dans le cas étudié, les données gé-
nétiques disponibles (Texier, 2008) montrent que les contami-
nations a I'exutoire, lors des prélévements, sont trés largement
dues a des déjections récentes.

La matiere organique des déjections et celle humifiée des
horizons rhizosphériques, jouent un réle clé dans I'élabora-
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tion et I'évolution des réservoirs environnementaux d’E. coli.
Elle permet des stockages de relativement longues durées
au niveau des déjections (de I'ordre du mois en été, de la sai-
son sous manteau neigeux) et est associée a la capacité des
horizons rhizosphériques d’assurer des stockages de tres
longues durées (années) de souches de E. coli. Ce phéno-
mene de survie longue durée dans les sols est peu reconnu
et documenté. Les mécanismes de la rétention et surtout de
la naturalisation de ces bactéries introduites dans les sols
restent a éclaircir.

Les réservoirs de E. coli d’un bassin versant sont intercon-
nectés a I'échelle de la station, grace a des transferts hydriques
locaux (infiltration ré-infiltration) et biologiques (brassage par la
faune du sol). Pendant les périodes d’écoulements d’eau sur et
dans les sols, seuls certains réservoirs sont facilement mobi-
lisables (stocks actifs, figure 10) et sont donc susceptibles de
fournir un flux d’exportation significatif, s'ils se situent dans
une zone hydrologiquement active et sont connectés a I'exu-
toire (zone source critique). Les transports par les écoulements
se caractérisent par des cinétiques rapides, des durées de
I'ordre de la journée, insuffisantes pour que I'état biologique
des populations bactériennes se modifie; dans ce contexte les
bactéries peuvent alors étre considérées comme de simples
colloides chargés, tendant plus ou moins a se fixer, a coaguler,
décanter et a s'agréger a des composés organiques et miné-
raux (notamment argiles).

Tous ces fonctionnements, lents et rapides, contribuent au
systeme de transfert et a la variabilité des flux exportés. La mo-
délisation développée dans Pastor rend compte avec succes
de cette variabilité a I'exutoire lors des crues, en quantifiant et
spatialisant les composantes prépondérantes du systeme: la
dispersion des entrées, I'état et la mobilité des stocks dans les
réservoirs, les ruissellements.

Dans le milieu prairial, le ruissellement se développe prin-
cipalement sur les zones imperméabilisées du fait du piéti-
nement et sur les sols saturés en eau (bas de versant). C’est
I'agent essentiel d’extraction des bactéries fécales. Les prin-
cipaux stocks actifs, mobilisables lors des crues sont surtout
les déjections récentes. Leur abondance dans les zones hy-
drologiquement actives est donc un facteur explicatif clé de la
variabilité des charges en E. coli observées a I'exutoire. Cette
prédominance du ruissellement n’exclut pas une contribution
de l'infiltration dans le cas de sols et sous- sols perméables et
des apports directs au réseau hydrographique par les animaux
se révélant en basses eaux.

Lefficacité des extractions par I'eau, quelle soit ruisse-
lante ou percolante, dépend de la relation bactéries-supports.
Lextraction peut étre notamment trés faible malgré des stocks
quantitativement élevés. Ainsi, les eaux de ruissellement se
chargent peu au contact des stocks secondaires contenus
dans les horizons rhizosphériques ou les déjections seches,
ceci malgré leur contenu élevé en E. coli. La microporosité des

sols, les phénomenes d’adhésion, la cohérence physique et la
mouillabilité des matériaux, sont autant de phénomenes sus-
ceptibles d’expliquer une forte rétention et des faibles rende-
ments d’extraction par les écoulements.

Portée opérationnelle des résultats

La présence des troupeaux, sur le bassin versant étudié,
est toujours associée a une charge significative en E. coli et
plus généralement en bactéries fécales (Texier, 2008) dans
les eaux de surface. Par contraste, hors du territoire paturé
ou hors des périodes de paturage, les teneurs sont toujours
basses ou négligeables. Un tel constat n'est ni récent ni spéci-
fique a notre site d’étude: une relative dégradation de la qua-
lité microbiologique des eaux en relation avec le paturage, est
couramment mise en avant par les professionnels de l'eau, y
compris régionalement (Schaffter, 1999). Le risque en résul-
tant s'avérant actuellement difficile a maitriser, il est souvent
envisageé, dans le cadre des protections de captage, de sou-
mettre les exploitants agricoles a des contraintes difficilement
acceptables car remettant en cause les fondements de leurs
systemes d’exploitation, méme quand il sagit de parcours ex-
tensifs. Larrét total du paturage dans ces zones de protections
est parfois préconisé ce qui pose d’autres problémes, environ-
nementaux et économiques.

Une meilleure connaissance du systéme de transfert
peut probablement aider a construire des scenarios alterna-
tifs en renforgant, a l'aval, la pertinence des contréles en ce
qui concerne les eaux captées et a 'amont, en améliorant la
gestion des territoires pastoraux grace a des aménagements
mieux ciblés et spatialisés. Notre projet apporte quelques élé-
ments de réflexion opérationnels sur (1) la valeur indicatrice
d’E. coli en tant que traceur environnemental des contamina-
tions fécales (2) la détermination de périodes a risques et la
délimitation des zones sources critiques.

Intérét d’E. coli en tant qu’indicateur de
contamination fécale

E. coli est considéré comme un indicateur idéal de conta-
mination fécale car présent spécifiquement dans le tractus
intestinal des animaux a sang chaud, fortement excrété dans
les matieres fécales et présentant une survie transitoire mais
suffisamment longue, dans I'environnement. Nos observations
montrant ["aptitude de populations d’E. coli a survivre durable-
ment (plusieurs années) dans certains sols tendraient a priori
a remettre en cause cet indicateur. En fait, I'existence de ce
stock n'affecte pas fondamentalement la valeur indicatrice
d’E. coli puisque les populations en question sont peu extrac-
tibles par les écoulements et ont donc une faible probabilité
d'étre transférées vers les eaux. Les profils génétiques de ces
populations n'ont d'ailleurs pas été retrouvés a I'exutoire du
bassin étudié. Un autre cas reste a envisager, celui de trans-
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ferts érosifs exportant des particules de terre avec un contenu
éventuel en E. coli. Dans ce contexte, en cas de doute, ou pour
appliquer le principe de précaution, il est possible, pour les
contréles de qualité microbiologique de I'eau, d’associer au
dénombrement classique des E. coli, une détection molécu-
laire des STEC car ces sous-populations ne semblent pas pré-
senter I'inconvénient de persister durablement dans les sols
(Frémaux et al., 2010).

Caractériser des zones sources critiques

Les niveaux élevés de E. coli & 'exutoire sont liés aux
crues; la charge bactérienne fécale provient alors de zones
sources critiques, variables dans la saison en localisation
et extension, mais toujours de superficies relativement res-
treintes (< 2% dans notre cas) et trés découpées, soit a forts
périmetres. Ces zones coincident soit avec des secteurs as-
sociés a l'accés du bétail a I'eau, soit a des bas de talweg,
de cone de déjections ou de solifluxions. Dans ces stations,
le stock de déjections est renouvelé en permanence et un
risque se maintient donc a un niveau élevé. Il est important de
noter que les zones sources critiques présentent un régime
hydrique favorable a I'nerbe et sont donc souvent aussi des
stations fourragéres intéressantes (fournissant parfois des
ressources fourrageres a des périodes clés, en début et fin
de saison). Cette contradiction est trés liée au comportement
animal dans le contexte de parcours extensifs. Il s’agit d’une
situation probablement assez courante puisqu’il existe un lien
assez général, au moins dans les Alpes, entre valeur pasto-
rale, état des sols et régime hydrique.

Compte tenu des longueurs des rives ou des interfaces
concernées, du caractére collectif des déplacements et de
I'ampleur des moyens a mettre en ceuvre pour empécher les
contacts troupeau - cours d’eau, il n'est pas facile de proté-
ger systématiquement toutes les zones sources critiques, ou
d’empécher l'acces direct du bétail aux ruisseaux, par des fils
de ceinture (ce qui serait I'arme absolue). On peut envisager
une maitrise relative et raisonnée du probléme par des aména-
gements ciblés visant les zones critiques correspondant a des
secteurs d’abreuvement et de déplacements collectifs pour
la traite ou I'acces aux quartiers supérieurs (Meals et Brown,
2006 ). Dans la pratique, I'installation d’abreuvoirs ou 'aména-
gement des zones de franchissement des cours d’eau princi-
paux, facilite largement le contréle de ce probleéme (Godwin et
al., 1996). Les autres protections ciblées permanentes envisa-
geables sont celles des zones humides de type marais tour-
beux (aucune valeur fourragere).

Une modification globale des itinéraires de parcours est
une alternative pouvant contribuer a limiter les risques. Il s’agi-
rait alors de concevoir des parcours éloignant au maximum
les animaux des zones contributives estivales saturées en eau
pour des précipitations faibles, tout en maintenant le poten-
tiel fourrager global. Ceci suppose une meilleure valorisation

de secteurs a bonne valeur pastorale situés hors des zones
contributives estivales (voire en introduisant une fertilisation
minérale). Bien entendu tous ces scénarios sont a étudier au
cas par cas, les mesures de protection étant trés dépendantes
de l'organisation et des conditions d'utilisation des surfaces
pastorales.
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