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Liste des abréviations utilisées

ABNC : Active But No Culturable

ADN : Acide Désoxyribonucléotidique

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

ARNmM : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomal

ARNTr16S : Petite sous-unité de 'ARNr

ARNt : ARN de transfert

BST : Bacterial Source Tracking

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

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

EAEC : EnteroAgregativ&scherichia coli

EHEC : EnteroHemorragigscherichia coli

EIEC : EntérolnvasiEscherichia coli

e.g.: exempli gratia

EPEC : EnteroPathogertitscherichia coli

EPS : ExoPolySaccharide

ERIC-PCR : Enterobacterial Repetitive Intergeniai§gnsus PCR
ETEC : EnteroToxigeni&scherichia coli

FISH : Fluorescenn SituHybridization

FAO : Food and Agriculture Organization

HFERP : Horizontal Fluorophore-Enhanced Repetitixgagenic Palindromic-PCR
i.e.:id est

LSM : Least square means

ML : Maximum Likelihood

MLEE : MultiLocus Enzyme Electrophoresis

MPN : Most Probable Number

MU-Glu : 4-méthylumbelliféryl- -D-glucuronide

MUF : 4-méthylumbelliferone

NJ : Neighbor-Joining

PCR : Polymerase Chain Reaction

PFGE : Pulse Field Gel Electrophoresis

ppGpp : guanosine 3',5’-bisdiphosphate

PVD : Pays en Voie de Développement

QS : Quorum Sensing

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

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

STEC : ShigaToxirescherichia coli

STEP : STation d’EPuration

UPEC : UroPathogenigscherichia coli

UV : UltraViolet

VS: versus






VBNC : Viable But No Culturable

Unités de mesure

K : constante de perméabilité
Kb : kilobase

kD : KiloDalton

g’ : par gramme

°C : degré Celsius

] :jour

h : heure

cm : centimétre

ml : millilitre

nm : nanometre

Pb: paire de bases

Rpm : Rotations par minutes
Km : micromeétre
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Introduction générale

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

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



Bassin Rhéne Méditerranée et Corse

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

% populations associé a des UDI conformes 84,2 %

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



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

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

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

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



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



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

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

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

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

E. coli est choisi comme modéle bactérien indicateur déaoaination fécale car il est
énumeré en tant que tel pour évaluer la qualitéahniologique de I'eau. Pour disposer d’'une
référence relative au fonctionnement des populatioactériennes adaptées au milieu sol,
nous comparons le comportemenEdcoli a celui dePseudomonaspp. fluorescents. Ces
derniers correspondent a une population telluridpminante et adaptée a la rhizosphére des
graminées. lls sont en outre producteurs de phliecowls, antibiotiques a large spectre
d’action (Croninet al, 1997).
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Pour répondre a ces différents objectifs, une démeapluridisciplinaire associant
sciences du sol, écologie microbienne et agrongragtorale est mise en oeuvre. Le travall
est organisé en 6 parties :

Une synthese bibliographique porte sur la présientake I'espece bactérienne
E. coli et les facteurs contrélant sa survie dans I'emviemment. L’effort porte ensuite sur les
différents états physiologiques dans lesqéelsoli peut étre retrouvé dans I'environnement.
Enfin, la diversité des populationskd’coli dans différents environnements et les techniques

d’étude de cette diversité sont présentées.

Une partie expose les hypotheses et la démarchmgsl, formulées a partir

de I'état des connaissances réalisé dans la syntilglsographique

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

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

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

E. coli.

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

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

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






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

cours d’eau en contaminants fécaux.

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

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

I. L’especeEscherichia colj un modele écologique intéressant

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

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

Staphylococcus epidermidig/ei et al, 2006).

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

E. coli appartient au groupe des coliformes fécaux (ountb®lérants). Les
coliformes sont définis comme des bactéries aésobie anaérobies facultatives, oxydase
négatives, asporulentes et capables de fermentectese a 35°C. Ce sont des bacilles a
Gram-négatif appartenant a la classe g@sotéobactéries. Outre ces caractéristiques, les
coliformes fécaux sont également capables de erd@itr44°C et possedent une activité
catalase. En plus de I'espdgecoli, ce groupe contient les geni@grobacter, Enterobacter,
Klebsiella E. coli est cependant le seul coliforme fécal a produgd’iddole a partir du
tryptophane a 44°C, ce qui permet de le différendes autres coliformes fécaux. Il est
classiguement admis que parmi ces bactéries Eeabli est toujours d’origine fécale. En
effet, les autres membres de ce groupe peuvent aw@ origine environnementale :
Klebsiella oxytoca et Citrobacter spp. ont été isolés du sol, de végétauEmterobacter
cloacaeest retrouvé dans le sol rhizosphérique (Soritnal, 2001 ; Adachiet al, 2002 ;
Rattrayet al, 1995). Excepté le casHl' coli, la dénomination « coliformes fécaux » est donc
inappropriée et il est préférable d'utiliser I'appgon « coliformes thermotolérants »
(Foppen & Schijven, 2006).



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

Animaux E.coli | Cl perfringens | Enterococci | Bacteroides | Lactobacilli
Vaches 43 23 53 0 24
Moutons 6.5 43 6.1 0 39
Chevaux 4.1 0 6.8 0 10
Porcins 6.5 36 64 5.7 84
Volailles 6.6 24 1.5 0 85
Lapins 21 0 43 86 0
Chiens 1.5 84 76 8.7 46
Chats 16 14 83 89 88
Sous 6.8 0 19 89 9.1
Hommes 6.7 32 5.2 9.1 88

Moyenne de 10 animauy, Modifié d'aprés Rosebury, T.: Micro organisms Indigenous to
man. Mc Graw-Hill, New York 1962

Tableau 3 : Caractéres biochimiques spécifiquet especes du genre
EscherichiaE. coli, E. hermanij E. vulneris E. fergusonii. D’apres Grimont
(1987)



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

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

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

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

ou certaines souchedH’coli.

l.2. E. coli, un pathogéne humain

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






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

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

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

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

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

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

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

Actuellement, les études épidémiologiques suggeneme¢ nette augmentation

d’épidémies impliqguant des sources environnementaddentielles de contamination. Cette
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Tableau 4 : Mortalité et transfert des bactérieal#&cdans le systeme
végeétation/sol. Les principaux facteurs de contsdlet notés en italique.
D’aprés Trévisarmet al.(2002)



évolution est probablement due aux changements égme alimentaire avec la

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

potentielle de contamination.

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

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

carence en nutriments, la prédation...).

. Survie d’ E. coli dans I'environnement

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

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

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

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

Les concentrations H. coli dans les déjections animales varient en fonctiosm de
animaux allant d’environ 2.fCcellules par g de féces chez la vache a®chez le chat
(Tableau 2). Une grande variabilité des densitds. cbli dans les bouses de vaches a
également été rapportée, avec des valeurs compriges0 et 10cellules ¢ matiére séche
pour une moyenne de 1@ 10 cellules ¢ matiére séche (Muirheagt al, 2006 ; Averyet
al., 2004). Contrairement a la variabilité inter-boobserveée, les effectifs E. coli pour une
bouse donnée semblent stables dans le temps (Astlaahhy 2004). Le régime alimentaire
influe sur les effectifs de O157:H7. En effet, ddfectifs plus élevés d’'O157:H7 ont été
observés dans des déjections de bovins suivardgime alimentaire a base de mais, riche en
énergie et pauvre en fibres, comparativement abdess ayant une alimentation a base
d’herbe, plus faible en énergie et plus riche éne8 (Kudvaet al, 1997). Le changement
d’alimentation de I'herbe au mais se traduit doac yme augmentation de la densité d’'une
sous-population particuliéere. D’'une facon plus gale cette étude suggeére qu’un
changement d’alimentation, tel qu’il existe lorstdansfert des vaches de I'étable a l'alpage,
pourrait entrainer une modification de la structdes populations &. coli dans le systeme
gastrointestinal des bovins.

L’environnement extérieur influence également levieudes bactéries fécales dans la
bouse. En premier lieu, la durée de vie d’'une bassextrémement variable en fonction de
sa localisation et de la communauté d’insecteseptéssur le site de dép6t: 60 a 240 jours
dans le Jura suisse, 100 a 150 jours en GrandagBwet 300 a 450 jours au Japon, 520 jours
en Nouvelle-Zélande, 360 a 1000 jours en Califoreieplusieurs années en Colombie
britannique (Gobagt al, 1998). Assez rapidement apres le dépot de laehaune crodte se
forme en surface et favorise la protection deséves contre les rayonnements ultra-violets
(UV) (Gobatet al, 1998). Un stockage des bouses a des températdieegures a 10°C,
telles qu’elles peuvent I'étre la nuit sur un akpatavorise la survie des bactéries fécales.

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

ainsi leur survie (Bradford & Schijren, 2002).

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

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

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

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

Il.2. Survie dE. colisur les végétaux

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

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

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

E. coli O157:H7 envahit les tissus de la plante mod&iabidopsis thaliana des
racines jusqu’aux fleurs en circulant dans le syst&asculaire (Coolegt al, 2003). Suite a
une inoculation & TOUFC g* de tissu végétal (unités formant colonies), cettache cE.
coli peut se développer jusqu’a®l0FC g* de racines sur ou dans les racines et jusqu'd 2.10
UFC g de tissu végétal sur ou dans les parties aériehfesahissement des racines se fait
au niveau des zones d’émergence des racines ¢éséflr la graine 4. thaliang E. coli
0157:H7 se localise soit a sa surface soit souségpment. Différentes études ont également
porté sur les espéces végétdiedicago truncatuleet sativa (Torreset al, 2005 ; Donget
al., 2003, Charkowsket al, 2002). Contrairement au caddthaliang E. coliO157:H7 n’est
pas capable de croitre sous le tégument de laegd&ifuzerne alors que d’autres pathogenes
entérigues comm8almonella entericav. Newportle peuvent (Charkowsldt al, 2002).E.
coli O157:H7 peut également coloniser la surface,i$ssig internes et les stomates du radis
(Itoh et al, 1998). De méme, cette souche peut infecter diftér organes de la pomme
comme le tube floral ou les graines (Burredtal, 2000). Le mode de colonisation des tissus
végétaux dépend donc a la fois du végétal, dedmspt de la souche bactérienne. Deingj.
(2003) ont mené une étude portant sur la relatdreda capacité de différentes bactéries
entériques, donE. coli O157:H7 etE. coli K12, & coloniser la rhizosphére de la luzerne et
celle a coloniser lintérieur de ses tissus (endesp). E. coli K12 s’est révélé coloniser
faiblement la rhizosphére et les tissus de la hezenéme aprés des inoculations a des
concentrations supérieures & 10FC g* de tissus ; par ailleurs, il n'a pas été obsemé d
corrélation entre colonisation du sol rhizosphé&iget colonisation des tissus végétaux
aériens. A l'inverseE. coliO157:H7 colonise le sol au contact des racines gdainte et ses
tissus. Une forte corrélation entre les deux patentle colonisation est observée, sans que
I'on puisse pour autant en expliquer les mécanisiesoli O157:H7 peut donc survivre sans

étre obligatoirement en contact direct avec latplamais uniquement dans une zone sous son
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influence. Ainsi, la souchE. coli 0157:H7, inoculée & environ 10FC mL?, survit entre 25

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

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

cette espece dans la rhizosphere des plantesceseqreu exploré.

[1.3. Survie dans I'eau

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

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

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

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

& Kator, 1988) ; par contre, les plus fortes tenapéres observées en été ont un effet I1étal. De
plus, I'été, cette augmentation de températurecetapagne généralement d’une exposition a
des rayonnements UV forts qui affectent la sunee Hactéries fécales (Joretsal, 1999).
D’un point de vue physiologique, la lumiére estfacteur déterminant pouvant entrainer les
cellules vers un état de dormance (détaillé darch#pitre suivant) (Barcinat al, 1989).
Outre les stress physico-chimiques rencontrés danmilieu aquatique, les interactions
biotiques telles que prédation par les bactériophagt compétition avec la microflore
indigéne conduisent a la régulation des conceatraten bactéries fécales dans 'eau (Artz &
Killham, 2002 ; Rhodes & Kator, 1988).

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

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

sont susceptibles de contréler la survie.dol..

[1.4. Survie dans les sols

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

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

Jamieson et al., 2002...).

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

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

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

Le sol est classiquenent partag entremacro et microporosté (<50 pm). Le réseau de
tunnelsforméspar le passagedesversde terre dansle sol (la drilosphé&e) est assmilé a la
maaoporosté du sol (Joemgensen et al., 1998). Dans les maciopores, les bacté&ies fécales
introdutes peuvent(i) étre transférées verticalement avecles particules de maieresféales,
(i) adhéer aux racines des plantes, (iii) s'ad®rba aux parois desmacroporesou (iv) étre
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Figure 2 : Voies de transfert potentielles darsoledes microorganismes contenus
dans les matiéres fécales déposeées a la surfact dagres Oliveret al. (2005)



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

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

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

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

biotiques pouvant affecter la survieged’coli dans les sols.

11.4.2. Contréle abiotique de la surviek! coli

L’influence des facteurs abiotiques sur la suntiéaecroissance &. coli dans le sol,
aprés apport de matiére organique exogéene, estdoiemmentée dans les sols tempérés et
tropicaux humides mais relativement peu dans IEsesomilieu montagnard, ou pourtant les
intrants organiques peuvent étre abondants, notatdaas les zones paturées. Humidité et
constance des températures sont des facteurs ttéledavorables a la décomposition de la
matiere organique et au maintieredcoli dans les sols. Méme si la microflore indigéne est
plus apte & se procurer des nutrimentsEqwoli, cette bactérie est tout a fait capable de
survivre dans divers sols. Ses populations y saiitedirs bien installées méme si présentes a
de faible densité. Entre 1@t 10 E. coli par g* de sol sec ont été retrouvés dans différents
sols tropicaux, montrant ainsi leur capacité dededse dans des conditions différentes de
celles du tractus intestinal des animaux (Byappaltiat al, 1998, 2004).
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Il.4.2.i. Contenu en eau, humidité et oxygéne

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

L’humidité du sol est un facteur prépondérant pulisiie détermine la disponibilité en
oxygene du milieu. D’'une facon générale, I'activitécrobienne aérobie augmente avec le
contenu en eau du sol, ceci jusqu'a ce que I'emitdila diffusion et la disponibilité de
'oxygéne (Balesdenet al, 2000), rendant le milieu anaérobe. Des conditiégerement
anaérobies favorisent la persistance des bacté&ceses (Oliveret al, 2005a).E. coli étant
aérobie facultative, elle est capable de surviamsdles sols inondés ou saturés. Par contre, sa
survie est plus limitée dans des sols exondés (@tatt, 1978). Des différences de survie
d’E. coli ont été rapportées entre sol inondé et sol humidéonction de la disponibilité en
oxygene. En conditions d’oxygénation des eaux dudss niveaux de survie identiques ont
été notés que le sol soit humide ou inondé. Paireoen conditions de déficit en oxygéne,
une meilleure survie a été observée dans un sabégar rapport a un sol humide. coli
survit également bien dans des nappes d’eau apgegpldies (Hagedorat al, 1978). Ces
episodes pluvieux conduisent a la désorption desposés organiques, et augmentent leur
biodisponibilité (Balesdengt al, 2000). Une trop forte humidité des sols peut néans
avoir un effet négatif sur les populations bactéres fécales par effet de dilution des
nutriments, notamment du carbone (Chandler & Cra¥880).

I1.4.2.ii. Température

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

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

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

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

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

I1.4.2.iii. pH

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

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

Il.4.2.iv. Matiére organique

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

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

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

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

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

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

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

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

leur proximité, favorisant ainsi le maintien destiat®s biologiques dans les sols
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Figure 3 : EIéments de la structure d’'un sol. D’af@chaufour (1997)

Figure 4 : Triangle de texture. Les particules gilarsont inférieures a 0,002 mm, celles de limons
comprises entre 0,002 et 0,05 mm et celles de sabkee 0,05 et 2,0 mm



(Dommergues & Mangenot, 1970). Ainsi, dans un sobho-argileux,E. coli O157:H7 est
capable de survivre 105 j, alors que sa durée déesdépasse les 140 j dans des sols
limoneux et des sols argileux (Ogdetral, 2002 ; Fenloret al, 2000).

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

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

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

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

11.4.3.i.  Compétition et antagonisme avec la microflore tejlue

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

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

microflore indigene suE. coli.

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

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

populations . colidans les sols.

11.4.3.ii. La prédation

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

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

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

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

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

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

ainsi que sa résistance aux biocides et antibiesi§gBarkeet al, 1999).

I1.4.3.iv. Le parasitisme

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

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

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

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

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

[1l.1. Croissance bactérienirevitro et phase stationnaire

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

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

Figure 5 : Synthése de phéromones impliquées dadtiff¢renciation
des cellules entrant en phase stationnaire desaruig. D’apres
Ishihama (1999)



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

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

physiologique c&. coli).

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

classiquement décrit chez d’autres microorganigWathers & Nordstrom, 1998).
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Hormis la souche DH5 toutes les souchesH’ coli, qu’elles soient commensales ou
pathogéenes, sont capables de synthétiser cettecumlésignal ainsi queSalmonella
typhimurium
Dans le cas patrticulier B. coli 0157:H7, le QS contréle négativement via la praésdiA

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

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

.2.1. L’'état viable mais non cultivable

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

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

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



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

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

sélectionner les populations bactériennes capdelegsister aux conditions de stress.

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

préférable d'utiliser le terme « actives mais naiticables » (ABNC) au lieu de VBNC
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Figure 6 : Hydrolyse dds-D-Glucuronides et du MU-Glu par &D-
Glucuronidase. Les liaisons hydrolysées par I'erzgant figurées en gras.



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

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

reste donc encore a étudier.
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Figure 7 : Représentation schématique de la stichu biofilm rhizosphérique



[1.2.2. La vie en biofilm

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

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

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

mais n’entrent néanmoins pas dans le cadre desygttieése.

1.2.3. Les cellules persistantes

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

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

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



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

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

Cet état persistant serait ufi"3état physiologique distinct des phases exponént¢l

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

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

d’E. colidans I'environnement.

1.2.4. Les marqueurs génétiques de I'état physiologiqeeEdeoli dans

I'environnement

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

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

1.2.4.i.1. RpoZ, la sous-unitevde '’ARN polymeérase

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

liant a 'ADN (Dove & Hochschild, 1998). Lors d’détale carencen vitro, ce gene serait
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Figure 9 : Transcription des gérfesetdpsau cours de la croissanceéed’colianalysée par FISH.
D’aprés Cheret al. (2004)



impligué dans la régulation de genes cibles en n&poau ppGpp (guanosine 3',5'-
bisdiphosphate), une molécule signal de la répatsegente (lgarashét al, 1989). La
réponse stringente fait référence a la capacitéedhactérie a diminuer la synthese de ses
ARNt et de ses ribosomes dans un milieu oligotropjue correspond a un stress pour les
bactéries hétérotrophes telles Eucoli.

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

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

[1.2.4.1.2. Fis, une protéine de liaison a I’ADN

Le gendfis (Factor of Inversion Stimulatigrcode une protéine de liaison a ’ADN qui
joue un réle déterminant dans la coordination deylatheése des ARNr avec la croissance
bactérienne (Nilssoret al, 1992). Cette protéine est impliguée dans litibia de la
réplication du chromosome puisqu’elle se lie aigjimre de réplicatiororiC (Filutowiczet al,
1992). C’est un régulateur positif qui augmente5da 10 fois la transcription des génes
codant des ARNr (Gosinét al, 1993; Newlandegt al, 1992). Elle régule donc la traduction
de nombreux génes en phase exponentielle de anoessaais également réprime I'expression
de genes spécifiques de la phase stationnaire ¢ZkaBremer, 1996 ; Bokat¢t al, 1995 ;
Ball et al, 1992). Ainsi, Fis intervient dans la régulatiom mhétabolisme général ' coli
(Gonzéalez-Gikt al, 1996).

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

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

septation

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

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

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

l1l.2.4.ii. Marqueurs de phase stationnaire

111.2.4.ii.1. RpoS, le facteus®

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

carence en azotes" (ou s*%) lors de choc thermiques® (ou s lors de stress

extracytoplasmiques,” (ou s2®) pour la synthése de flagelline, Fecl @) pour le transport

citrate-dépendent du fer et enfis® (ou s%)

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

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

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

encore dans la régulation de la formation des Imgfipuisque I'inactivation du gempoS
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Figure 10 : Régulation transcriptionnelle, tradotielle et
post-traductionnelle du facteur sigma S. D’apreasgeaet
Hengge-Aronis (1994)



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

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

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

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

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

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

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

Elle lui permet de stocker des ribosomes inutiliséas une forme inactive. Cette forme

38



Figure 11 : Action de RMF, le facteur de dimérisatiles ribosomes. D’apres Ishihama (1999)

Figure 12 : Régulation de la synthésamé&lors de la réponse stringente. D’aprés Izetsal. (2001)



inactive des ribosomes les protege d'une dégratq@w des protéases et nucléases dont la
synthése est fortement induite lors de la phasestaire (Ishihama, 1999).

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

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

l11.2.4.ii.3.  Dps, une protéine de liaison a 'ADN

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

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

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

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

de I'environnement considéré qui le sélectionne.

. Diversité génétique des populations . coli

IV.1. Relations phylogénétiques infraspécifiques daeeoli

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

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

Par électrophorese enzymatique multilocus (MLEE rpddultiLocus Enzyme
Electrophoresiy sur 38 enzymes métaboliques, 4 groupes phyloggmst majeurs ont été
définis chezE. coli, les groupes A, B1, B2, D, ainsi qu’'un groupe minde groupe E (Pupo
et al. 1997 ; Herzer, 1990). Cette structuration des s dE. coli est en relation directe
avec l'adaptation des souches a leur hote (Dueteal, 2001 ; Souzat al, 1999). Il est
possible de distinguer les souches appartenana@ohde ces groupes par la taille de leurs
génomes et par la présence ou lI'absence de cegaires, en particulier ceux codant des
facteurs de virulence. Les groupes B2 et D, phylégguement proches, contiennent de
nombreuses souches virulentes. La taille moyennéude génome est respectivement de
5100 kb et 5300 kb. Le gewauA, codant une protéine de transport ckezoli O157:H7, est
présent sur leur génome. La distinction entre muge B2, contenant les souches les plus
virulentes, et le groupe D peut se faire sur laebdes la présence (B2) ou I'absence (D) du
geneyjaA. La fonction de ce géne est néanmoins encore mm(Clermonet al, 2000). Les
groupes A et Bl contiennent surtout des souchesmemsales avec des génomes plus
restreintsi.e. respectivement de 4800 kb et 5000 kb en moyenas.sGuches ne possedent
pas le génehuA et portent peu de facteurs de virulence. Les pgsuA et B1 peuvent se
distinguer par la présence (B1) ou I'absence (Aindragment d’ADN nommé TSPE32
dont la fonction est également inconnue (Clerm&tnal, 2000). Un débat a émergé pour
déterminer le groupe phylogénétique a partir dutpgelgroupes actuels ont émergé. D’aprés
plusieurs auteurs (Escobar-Péraetoal, 2004 ; Lecointreet al, 1998 ; Herzer, 1990), le
groupe B2 présenterait I'origine la plus ancier@e.Wirth et al. (2006) ont montré que selon
I'algorithme utilisé pour établir les arbres phydogtiques, le groupe le plus ancien peut aussi
bien étre B2 que D et que les relations entredespes phylogénétiques divergent également.

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

incongruence disparait en considérant les 5 garssrle (Lecointret al, 1998).
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Non pathogeéene EPEC Shigella

Autre pathogéne K1

. EHEC . EEC

Figure 13 : Répartition des différentes souchéds.doli selon leur mode de pathogénie
dans les différents groupes phylogénétiqgues majBlapres Wirthet al. (2006)



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

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

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

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

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

Milieux/Hotes Technquesutilisées

Ré&érencesbibliographques

Animaux

Hommes

Fosses
scediques

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

d’ antibiorésistance

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

MLEE

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

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

Gordon etal. (2002)




V.2. Diversité naturelle des populationd€d'coli dans I'environnement

Dans I'environnement, I'ensemble des clonds. doli, commensaux ou pathogénes,
sont soumis aux différents facteurs de stress @sdans le chapitre Il. Ces stress peuvent
entrainer une sélection de certaines populatidos, gqu moins capables d'y résister. Ainsi,
certains environnements pourraient étre le siegesélection de populations particulieres
d’E. coli. La diversité des populationsEI’ coli peut étre étudiée par différentes approches,
moléculaires ou non, notamment en utilisant I'étalde polymorphisme du gengidA A
I'heure actuelle, la majorité des approches coradria diversité des populationsEd’coli
sont basées sur I'isolement d’individus. Ce typapgroche comporte deux biais importants.
Tout d’abord, les approches par isolats ne permettbaccéder qu'a la diversité des
populations cultivables et pas a celle des pomnratinon-cultivables. Or, comme nous
'avons vu dans le chapitre III2E. coli peut étre présente sous la forme VBNC dans
'environnement. La quasi-totalité des études deerdité concernant cette bactérie est
néanmoins réalisée suite a des enrichissementsVB&KC sont donc rarement prises en
compte. Ensuite, les approches par isolats perntettanalyser uniguement les populations
majoritaires et pas les populations minoritairesirRant, malgré les défauts des approches par
isolats, les approches populationnelles sont rares.

La diversité des populations naturellesEd’coli a été étudiée dans différents
environnements par différentes techniques. Des plesd’études de diversité de souches
d’E. coliisolées de 'lhomme et d’animaux sont présentéededa 9. D’'une facon générale,
'ensemble de ces études a montré I'existence dgna@de variété de souchesEdcoli,
commensales ou pathogénes, dans les matieressféCalte variabilité est observable chez
les hdtes animaux aussi bien & un niveau intenffa8pécifigue. Un changement de régime
alimentaire des animaux conduit également a uneifivaiibn de la composition des
populations dE. coli. La structure des populations Ed’coli évolue fortement lors du
vieillissement des matieres fécales.

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

présentaient une importante diversité. Certaingsulptions dE. coli ont également été
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1692287 1690875

1694095 1692284 1690914 1689610

Figure 14 : Structure de I'opéramdABC. Le géneauidA est situé entre la position
1694095 et la position 1692284 sur le chromosorie abli K12

Figure 15 : Evénements de mutations sur le géare qui sont apparus au cours de
I'histoire évolutive du sérotypE. coliO157:H7. D’apres Mondagt al.(2001)



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

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

aux antibiotiques dans les environnements forteraethiropisés.

D’autres études sont basées sur le polymorphismegeéthe uidA, codant la -D-
glucuronidase (voir chapitre 1.2.). Nous avons shdiétudier plus en détails ces travaux dans
cette synthése du fait du réle central de cettgrarz notamment pour la détectiorEdcoli
dans l'eau (norme AFNOR NF T 90-433). L’étude duypwrphisme du génaidA est
eégalement intéressante puisqu’au cours de I'éwiuties mutations conduisant a uned-
glucuronidase non fonctionnelle sont apparues,mmaoiant lors de I'émergence du sérotype
pathogende. coliO157:H7.
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Tableau 9 :Comparaison decodons du génuidA difféerents @iez les udes E. cal
K12 et E. coli 0157:H-493-89 pos&dant I'adivité b-D-Glucuronidaseet chezla souhe

E. ooli 0157H7 ATCC 35150,b-D-Glucuronichsenégdive. D’apres Mondy et al.
(2001)



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

IV.3.1. LegéneuidA

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

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

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

chezd’autres espe@sbactérienes snt disponbles.

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

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

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

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

L'ensemble de ces études a révélé I'existenceedimportante diversité des souches
d’E. coli dans I'environnement. De plus, ces travaux ont emsévidence la nécessité
d’utiliser des approches populationnelles plutbe gles approches par isolats en vue de
I'identification de l'origine environnementale ounimale des contaminations fécales dans
'eau. Enfin, la PCR-DGGE ciblant le gén@A s’est révélé étre un outil adéquat pour ce
type d’étude.
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Hypotheses de travail et démarche expérimentale
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La syntheése bibliographique a mis en évidence stexice d’'une diversité . coli
avec des souches commensales ou pathogénes. lee milmaire dE. coli est le systeme
digestif des hommes et des animaux a sang chauahniN#ns, cette espéce bactérienne
présente des traits de vie trés ubiquistes avecguanede capacité a coloniser une variété
d’environnements, en particulier ceux présents desslifférents niveaux d’organisation des
systemes terrestres et aquatiques. Pour se maink@ms ces environnements secondaires,
E. coli met en place des stratégies adaptatives, notamgréné a la régulation fine de
'expression de certains genes, afin de répondxecantraintes liées au contexte physique et
biologique dans lequel cette bactérie est intredultoutes les souchesEd’coli ne sont

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

Nos hypothéses de travail sont de supposer que :

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

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

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

des facteurs.

- Les évolutions adaptatives se traduisent parétits physiologiques particuliers des

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

ces évolutions.

La démarche expérimentale mise en ceuvre se rattaod®4 axes de travail :

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

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

conditions contrélées.

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

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

susceptible de révéler les zones potentiellementribotives a la contamination fécale de

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

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

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

| 'alpage de Bise
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L'alpage de Bise

[. Une unité pastorale remarquable

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

typiques du milieu montagnard, des sols aux caiatitfies physicochimiques particulieres,
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Figure 16 : Département de la Haute Savoie en Eranc

Figure 17 : Carte géologique des Alpes du Nordstitjpn particuliére du Chablais



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

des populations microbiennes, introduites ou résete

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

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

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

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

[1l.2. Caractéristiques géomorphologiques

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

marque une moraine de fond, constituée d’élémeantssigrs de taille variable, englobés dans
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Figure 18 : Le site de Bise (en rouge)

Figure 19 : Carte IGN au 1/25000éme du bassin medmBise avec
ses deux sous-bassins (en rouge, sous-bassiaresbjr, sous bassin
versant ouest)



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

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

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

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

I'alpage.

[11.3. Contexte agropastoral

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

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

Le circuit de paturage est structuré par les élésnmrivants :

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

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

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

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

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

l1l.4. Relations sol-végétation

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

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

Ericacées.

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

présente plus aucun intérét pastoral.

- Pelouses moyennes séches calcicoles. Ce typarastérisé patarex sempervirens
et Sesleria coerulall est localisé au niveau des affleurements au fetrouve souvertotus
corniculatus Les sols sont humiques a régime hydrigue mésr@pkile. La productivité est
faible et valeur pastorale est moyenne. Paradoxalgroes pelouses sont reconnues d’intérét

pour la saveur des fromages.

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

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

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

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

Figure 20 : Carte représentant les différentegostapastorales : la
stationPoaen vert, la statioRumexen jaune, la statioNardusen bleu
foncé et la statio€althaen bleu clair. En rouge et en blanc sont
représentées la pente a Triséte et un epelouse sacimie.



- Pelouses nitrophiles Rumex alpinugqualifié de «Rumex ¥. |l s’agit de zones de
reposoir avec une concentration des déjectionsanfére un caractere nitrophile prononcé a
la végétation. Ces zones sont souvent localisées dias situations hydromorphes. Entre les
touffes deRumex des graminées fourrageres peuvent subsistenjicéogalement, peut étre
suffisant pour maintenir une certaine valeur padtoa cette végétation ; ceci différencie ces
stations de reposoir du véritable rumicion, lo@lé I'aval des chalets d'alpage ou le

recouvrement par IBumexest complet.

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

climatiques.

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

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

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

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

[11.5.1. La stationPoa

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

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

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

1.5.2. La stationRumex

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

intense écoulement de nappes perchieamexoxydeé).

[11.5.3. La stationCaltha

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

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

[11.5.4. La stationNardus

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

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

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

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

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

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

fonctionnement du systéme étudié reliant le trougebeau.

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

Le suivi de la dynamique H: coli dans I'eau a I'exutoire a été réalisé dans leealr
projet Pastor (programme GESSOL2, MEDAD). Ce prajgtour but d’étudier I'impact du
fonctionnement du systeme agropastoral du basgisane sur les flux bactériens et les
conségquences sur la dégradation de la qualité matogique de I'eau. Pour ce faire, deux
approches ont été réalisées. L% IJprésentée dans ce manuscrit de thése, était sasée
I'étude dE. coli, indicateur de contamination fécale. L%®2 reposé sur la recherche des
STEC, lesE. colipathogénes et producteurs de shigatoxines (Frér2@ox).

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

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

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

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

sousPoa

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

susceptibles étre mobilisés en fonction de I'hygiraaniques des sols.

61






Chapitre 2 :

| es effectifs bactériens dans les bouses et les

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

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

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

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

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

populations contaminantes et résidentes.

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

concernant les effectifs des populationdPdeudomonaspp. fluorescents au sein des mémes
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compartiments. Enfin, la®3® partie discute des possibilités d’'interactionsreeit. coli et
Pseudomonaspp. fluorescents dans le sol.

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

d’E. coli est généralement observé.
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L es efectifs bactériens dans lesbouses etesdifférents sds du

bassin versant del'alpage de Bise

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

|.1. Abstract

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

repreentingan environmentd resevoir of E. coli.

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

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

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

al. (2004), which evidenced fedal coliin soil up to 168 days after short-term grazing.
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Figure 24 : Geographic location of the Bise watedsland of theCaltha (1), Poa (2),

Rumex3) andNardus(4) grasslands.



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

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

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

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

taxonomy (Soil survey staff, 2006)

Poagrassland Rumexgrassland Calthagrassland Nardusgrassland
0-5cm 5-25cm 0-5 5-25cm 0-5cm 5-25cm 0-5cm 5-25cm
cm Oxidized reduced
Clay (%) 429 32.0 59.6 27.2 59.2 349 19.0 31.2 132
Silt (%) 42.2 37.6 38.0 49.3 36.6 40.5 29.7 52.2 .948
Sand (%) 14.9 30.4 2.4 23.5 4.2 24.6 51.3 16.6 19.0
Texture Silty clay Clay loam Clay Loam Clay Clayio Loam Silty clay  Silty clay
loam loam
Organic carbon (g 85.4 22.8 58.4 31.1 43.0 142 25.4 96.5 17.0
kg™)
C:N ratio 10.7 9.5 105 10.0 9.5 11.6 11.7 11.0 011.
Cationic exchange 22.3 20.8 33.9 6.4 35.0 56.1 15.6 9.8 7.9
capacity (cmdl kg
Y
Base saturation 98 100 100 81 100 100 100 44 11
(%)
AI** (cmol* kg?) 0.16 0.02 0.03 1.46 0.03 0.07 0.03 1.11 7.62
pH 5.0 8.1 6.9 4.8 6.7 6.8 7.3 4.7 4.0
Presence of roots Many Some Many Few Few Many Few Many Many
Poa alping Festuca Rumex alpinusAgrostis tenuis Caltha palustris Nardus stricta; Arnica
rubra; Cynosurus Phleum alpinumTrifolium pratense Chaerophyllum montana; Gentiana
cristatus Plantago major hirsutum Mentha purpurea;
Vegetation andP. montanaTrifolium sylvestris Rumex Deschampsia flexuosa;
campestre, T. pratense alpinus Senecio Campanula barbata
andT. repens alpinus
typic haplocryept typic epiaquept typic typic humaquept spodic dystrocryept
Soil taxonomy High gravel fraction and  well oxygenated endoaquept  high water and organic soil acidity
(soil survey staff, high saturated subsoil layer poorly contents
2006) and main permeability (K=127 mm subsoil acidity oxygenated
hh subsoil layer

characteristics




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

of water quality were also considered.

[.3. Material and Methods

1.3.1. Site description

The study took place in the mountain pasture okt Risrench Alps, Haute-Savoie;
Figure 24) located on a 4-Rnwatershed. The altitude is between 1500 and 20GMhanthe
soil is covered with snow during 6 months. Relatlips between soil, vegetation and cow
grazing have been described by Dorioz and Part7)19n the first part of the Z0century,
the Bise pasture was an important forage resoawrcthé farming systems of the surrounding
valleys; 350 cows used to migrate up there for samasture exploitation has diminished in
the 1950’s and currently only 80 dairy cows grazetbis area, from mid June to mid

September.

[.3.2. Pasture units

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

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

surface covered by cow pats on a selected 400-e& &tom mid June to the end of August.
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—— Rumex grassland —&— Caltha grassland

Covered area (nf)

Figure 25 : Soil coverage by cow pats’in a plot of 400 rhfor each pasture unit studied.



1.3.3. Sampling of soil and cow pats

Soil samples were cored horizontally with an au@ecm in diameter x 20 cm long)
from a 20 cm-wide trench. For each soil sampleeef0-cm soil cores were mixed together
in a sterile plastic bag. Soils were collected vethanol-treated clean tools and stored at 4°C
overnight before analysis. Cow pat material (106 pen pat) was collected with clean gloves
and stored in sterile bags at 4°C overnight bedmaysis.

1.3.4. Synchronic assessment

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

subsoil) and in the peripheral, convex area (atbog&umefoxidized subsoil).

[.3.5. Diachronic assessment

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

Soil samples were taken in the soil layer (0-5 omjediately under cow pats (“topsoil”) and
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B E. coli

O FluorescenPseudomonas

Bacterial number (log cells/g dry pat)
o = N w EEN (6] (o)) ~ oo O

2 days | 16 days | 30 daysl

Figure 26 : Numbers dE. coli and fluorescenPseudomona@means * standard deviation; n
= 24 cow pats) in cow pats in the Bise watershemraling to pat age. The same cow pats
were sampled at the three dates. Results are sepres log cellsidry matter to permit the
comparison with soil. At each date, the statisticalationship (ANOVA) between both

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



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

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

material was left.

[.3.6. Bacterial enumerations

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

E. coli populations were enumerated using 96-well micteglaEach well, which
contained dehydrated 4-methylumbelliferyD-glucuronide (i.e. MU/Ec) medium (obtained
from 100 | of fresh medium), was inoculated using 200f sample dilution (16 wells per
dilution), as described (Hernandetzal, 1991). After 36-72 h at 44°C, the plates weralrea
under UV illumination (365 nm). Blue fluoresceneNg were scored as positive. To check
the specificity of MU/Ec medium to enumer&ecoliin soils and cow pats from Bise, 100 pul
of MU/Ec cultures were collected from each of threells of the first dilution (18) and
pooled, and 200 ul was inoculated in 2 ml of liguigria-Bertani medium (Bertani, 1951).
After overnight incubation at 37°C, genomic DNA wesdracted from the liquid culture with
the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel EURL, HibeFrance) and 16S rRNA was
amplified with eubacterial primers pA (5-AGA GTTGA TCC TGG CTC AG-3') and pH
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Figure 27 : Numbers d&. coli and fluorescenPseudomonam the topsoil layers (downhill

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

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



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

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

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

1.3.7. Phylogenetic relationshipsbetween partial uidA sequences

recovered from cow pat and soil total DNA

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

bootstrap replicates.
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1.3.8. Statistical analyses

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

[.4. Results

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

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

E. coliwas enumerated using MU/Ec media, which was ap@tepsince the 16S rRNA
sequences obtained at Bise showed more than 97€8éptei one case, 91%) identity with
sequences of establishEdcoli or Shigellaannotated. coli (not shown). When the bacterial
content of specific cow pats was monitored in tiheppeared th&E. coliremained at about
10 cells/g dry fecal matter throughout the one-maquethiod (Figure 26). Similar levels were
found for the fluorescent pseudomonads. Althougtidseal concentrations fluctuated little in
time, total bacterial stocks strongly decreasedtdysat decay. Indeed, the volume of one pat
(fenced to facilitate monitoring) decreased fro . 0.07 liter within 30 days (i.e. 98% loss

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

Pasture unit E. coli FluorescenPseudomonas
Rumexgrassland 3.24Db 4.62 b
Poagrassland 3.28 ab 5.48 a
Calthagrassland 3.73 a 5.89 a

Nardusgrassland 3.26 a 5.36 b




1.4.2. Persistence of culturabke coliin topsoil layers of different pasture

units (synchronic assessment)

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

fluorescentPseudomonathan theNardusgrassland.

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

different pasture units in two successive yearadlionic assessment)

In summer 2005 (first year of the study, samplingrg two weeks)E. coli contents
in cow pats (about £ao 10 cells g* dry matter)were always higher than those found in
topsoil or in subsoil, where the maximum value 88 cells g* dry soil (Figure 28A).
Whatever the pasture uni, coli contents were not significantly different in topg0-5 cm),
subsoil (5-25 cm) (both under cow pats) and dowmddsoil layers (without cow pat cover).
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MANOVA did not show any significant effect of tim@ = 0.34), soil layer® = 0.26) or
pasture unitP = 0.43) onE. colinumbers (Table 12).

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

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

The numbers of fluoresceRseudomonasm cow pats and soils were similar in 2006 to ghos
found in 2005 (Figure 29B), with frequently higherlues in cow pats than in soil. Numbers
were not higher in topsoil layer below cow patsntha downhill topsoil layer, except in
August and September in tR@agrassland (Figure 29B). They were higher in topkgiérs
than in subsoil layers in October in tiRumekeduced andRumexoxidized grasslands.
MANOVA indicated thatPseudomonasontents irPoaand Rumexoxidized grasslands were
similar, but they were slightly greater than thas&umekeduced grassland® = 0.008). In
addition, the soil layer effect was highly signéit ¢ < 0.0001) (Table 13 and Figure 30B).

74



Table 13. Least square means (LSM)Eorcoli and for fluorescerffseudomonasm the different
pasture units (analysis A; 3 treatments) and irdifferent soils layers (analysis B; 12 treatments)
during pasture season 2006. For each type of liactiee statistical relations between treatments i
indicated using letters a, b, c and d (MANOWAL 0.05).

E. coli FluorescenPseudomonas

Comparison of pasture unit (analysis A):

Rumexreduced grassland 3.75a 430b
Rumejyoxidized grassland 2.16b 458 a
Poagrassland 3.37b 4.68 a

Comparison of different soil layers (analysis B):

Rumexreduced topsoil 3.82a 4.96 ab
downhill topsaoil 3.97a 472 b
subsoil 3.67 a 412c
downhill subsoil 3.62a 3.40d

Rumejoxidized topsoil 414 a 4.87 ab
downhill topsaoil 3.62a 5.17 ab
subsoil <2c 4.09c
downhill subsoil <2c 4.23 bc

Poa topsaoil 412 a 5.19a

downbhill topsoil 3.83a 4.89 ab
subsoil 2.07b 4.35 bc

downhill subsaoil <2c 4.28 bc




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

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

[.5. Discussion

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

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

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

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

This suggests that cow pats are the main sourEe @dli contaminants in Bise pastures.

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

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

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

pats) and third hypothesis (i.e. winter eliminat@frE. coli fecal contaminants). In contrast,
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the number of fluorescerPseudomonasn the topsoil was higher but fluctuated more,
pointing to a more opportunistic lifestyle.

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

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

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

1.5.3. Potential transfer and subsequent persistende. abli in deeper

soil layer vary according to soil conditions

In contrast to topsoil layers, the numbers Ef coli (but not of the fluorescent
Pseudomongsshowed significant variability in subsoil layerfo reach the subsoil layer,
fecal bacteria can be disseminated through raimwwgf pat and/or transfer of pat pieces by
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insects and worms (Williamet al, 2006; Artzet al. 2005; Gobatt al, 1998; Joergensest
al., 1998). This is likely to be strongly influencey Wwater dynamics in the solil. In our study,
three type®f subsoil situations with different water flux pahs were encountered during the
pasture season 2006.

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

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

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

Pseudomonargesponded little to these different conditions.

1.5.4. The soil as aik. colireservoir: conclusion and implications

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

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

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

versant.

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

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

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

Différents échantillons de bouses et de sols sacents soudNardus et sousPoa ont éte
collectés. Des?seudomonafiuorescents PhlDont été trouvés dans tous les échantillons a
des valeurs en majeure partie comprises enttd@cellules ¢ de matiére séche dans les
bouses et entre 1@t 10 cellules @ sol sec dans les sols sdlardusetPoa.

La Figure 32 synthétise les résultats obtenusdersette étude préalable, i.e. sur les effectifs
en Pseudomonasotaux (A),Pseudomonaspp. fluorescents (B) et enfiRseudomonaspp.
fluorescents PhID(C).

II.2. Des stocks surprenants dans les bouses

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

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

vérifiée et ce sujet mériterait un approfondissemen

I1.3. Evolution des stocks dans les différentes rhizogsh@u cours de I'année
2006

LesPseudomonaspp. fluorescents ont été trouvés dans tous lemnétions collectés
dans les 4 stations. Les plus fortes valeurs ahtnétées dans les statioBaltha Poa et
Rumex(entre 6.10et 4.1 cellules/g sol sec). La station aciardusprésentait les effectifs
les plus faibles (entre 2.16t 16 cellules/g sol sec) ce qui n’est guére surprenantecpH de
ce sol (pH=4 ,8) correspond a un pH qui limite éeeloppement déBseudomonadurant la
fonte des neiges en mai, les concentrations chdirrlement dans les statioRea et
Caltha pour rejoindre des niveaux semblables a cetix doli (soit 1d cellules ¢ sol sec)
alors que les effectifs demeurent stables dargtdi®nsRumexetNardus
Les populations dBseudomonaspp. fluorescents sont connues comme capablesaiaser
de facon efficace la surface racinaire des grarmsiriBersgma-Vliamet al, 2005) dont sont
majoritairement constituées les prairies alpinesy@dft et al, 2004). Il n'est donc pas
surprenant de trouver d&seudomonaspp. fluorescents dans I'ensemble des échantillons
collectés. Ces bactéries telluriques sont capatdgserdurer dans la rhizosphere méme sous
le manteau neigeux lorsque la litiere végétaleersiécomposition (Lipsoet al, 1999). Par
contre, lors de la fonte des neiges, une chute iitapie des effectifs est notée dans les deux
stations les plus filtrantes alors que ce phénonmémeas été observé dans les situations ou
les flux d’eau sont limités. Durant la période dente des neiges, on sait que la
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rhizodéposition est faible (Lipson et Schmidt, 200k qui induit probablement une perte
d’adhérence deBseudomonasur les racines, ceux-ci pouvant alors étre famlet entrainés
par les flux d’eau tres intenses durant cette dérae fonte du manteau neigeux. Le reliquat
de Pseudomonaserait alors localisé dans la microporosité duetohon soumis aux flux

d’eau, avec un comportement équivalent a cekldi dolidans I'horizon de surface.

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

de la saison de paturage.

Durant les étés 2005 et 2006, les concentratiofsdadomonaspp. fluorescents ont
étée évaluées dans les différentes stations deafjalet a différentes profondeurs de sol. La
1lére année de suivi, le pas de temps entre ledvpréents était de 2 semaines. Comme pour
E. coli, peu de différence entre les différents typestiiétillons a été notée en 2005. Que ce
soit dans les bouses, dans les différents typewlidet dans les différents horizons de sol, les
concentrations relevées sont relativement sim#a{gix environs de fellules g sec),
excepté dans la stati®umexou un niveau plus élevé a été détecté dans inigolsphérique
immédiatement sous la bouse et a la fin de I'édlhamage. Les analyses MANOVA ont mis
en évidence les plus fortes concentrations danst&®nsPoa et Calthatout au long de la
saison P=0.0017). Aucun effet « temps » ni d'effet « horiz de sol » n'a été détecté
(respectivemenP=0.34 etP=0.056). Les tests MANOVA ont toutefois confirméeuplus
forte concentration efPseudomonaspp. fluorescents dans la statiBumexdans le sol
rhizosphérique sous la bous&=0.011) par rapport aux autres situations sdusex.

Comme aucune différence entre les horizons et lgalesnps n'a été détectée année,
le pas de temps entre les prélévements a été allari"™ année d’échantillonnage. Un délai
de 4 semaines entre chaque échantillonnage addi®ua été respecte, les échantillons ayant
été collectés durant 4 mois, avec au total 2 pedents réalisés lorsque les bouses sont
présentes en surface et 3 prélevements une fdisuae disparue de la surface. Seules les
stations les plus paturéeBoaet Rumex ont été conservées durant €8 €uivi. D’une fagon
générale, les concentrations Reeudomonaspp. fluorescents dans le sol rhizosphérique ne
sont pas affectées par la présence ou l'absentz lmise. L'apport par la bouse de matiére
organique exogene n’influence donc pas les nivegRseudomonaspp. fluorescents dans
le sol. Ces résultats sont équivalents a ceux deet.ial. (2007), obtenus dans le cadre
d’amendement par compost. Le sol rhizosphériqusemté des effectifs plus importants que
les horizons plus profonds, notamment a la fin 'dehlntillonnage (environ £0vs 5.1C¢
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cellules/g sec). LeBseudomonaspp. fluorescents étant principalement associésysteme
racinaire des plantes, la densité racinaire deitba profond (environ 20 cm), relativement
plus faible que celle présente en surface, expligaelus faibles teneurs en profondeur de

ces populations bactériennes rhizosphériques darteur.

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

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

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

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

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

Ce chapitre a deux buts. L& st d’évaluer I'impact de l'origine environnemdatales
souches . coli sur leur capacité d’adaptation au sol. &zt de mettre au point des outils
moléculaires pour évaluer I'état physiologique detbries dites contaminantes. €oli) et
des bactéries résidentes et adaptéssydomonaspp. fluorescents).

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

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

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

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

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

|. Introduction

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

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

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

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

exponentielle de croissance gipS dpsetrmf en phase stationnaire de croissance.

. Matériels et méthodes

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

de souches &. coli présentant des origines environnementales diffésen

II.1. Inoculation en milieu nutritif liquide riche

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

congelés dans I'azote liquide puis conservés aE8lisqu’a extraction des ARNS.

[1.2. Inoculations en microcosmes de sol

11.2.1. Origine des souches
La soucheE. coli K12 DH5 a été utilisée comme souche de laboratoire. Ritsisouches

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

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

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

Chaque souche a été mise en culture en milieu p8idr d’une préculture. Aprés croissance
sur une nuit a 37 °C, la ) nma eté mesureée et les cultures centrifugées a pehdant

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

cellules par ml (soit 1 unité D) nr.

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

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

rhizosphérique souBoa, et sousfkumex50 % bouse fraiche/50 % sol).

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

quotidiennement 12 h, a 20 °C et 12 h a 4 °C denfacsimuler I'alternance des températures
existant entre le jour et la nuit dans l'environm@&t Les microcosmes ont ensuite été
analysés aux temps Oh, 3h, 18h, 24h, 48h, 7 ja&&h), 10 jours (240h), 14 jours (336h), 28
jours (672h) et 60 jours (1440h).

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

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

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

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

Sé&uence (5® 3) Longueur amplifiée T° d’ hybridation

A.E.cdl
rpoSforward (267) CTCTCGCCGCCGGATG

reverse 646)  TCGTAAAGGAGCTGAACGTTT 265 59°C
rmfforward (35) CACATCAACGTGGTTATCAG ]
reverse 025) CATTACTACCCTGTCCGC 170 56°C
dps forward (85) ACAGTAGAGTTGCTGAATCG
reverse (295) ATCCAGATGATCGATCAGTG 1%0 56°C
rpoz forward (4) GCACGCGTAACTGTTCAGG
reverse 03)  GCAGCGCGATTACAGTGGT 180 60°C
ftsZforward (245) ~ GATGAGGATCGCGATGCA
reverse (482)  GATCACTGAACTGICCAAGC 220 60°C
fis forward (135) GGATGTGAATGACCTCTATG ]
reverse (345) TTAGTTCATGCCGTATTTTTTC 190 49°C
B. Pseudomorasspp
rpoSforward (219) ~ GCCGGGTTTGACATCGACG
reverse 638)  CAACACAAATACATTGATTACAC 300 59°C
rmfforward (3) GAGAAGACTTAAGCGTGATCCG
reverse 230) GTGCCRGTSAKRCCGACCGAGTTG 205 53°C
dps forward (1) ATGGMAATCRATATYGGWTTCMG
reverse @84) GSTGACRTTCCAGTGRAAG 160 45°C
rpoZ forward (58)  ATGGCCCGCGTMACYGTTGAAG
reverse @65)  CGGTHGGYTTGTCGTTTTCCCA 185 60°C
ftsZ forward (70) CAAGCGCATGCAGATCG
reverse (262)  GATCACTGAACTGTCCAAGC 1% 53°C
fis forward (20) TGAAACAGCACCTCAMYA CSOCG
210 56°C

reverse (253) GTCTGGTITSCCCTTSACGTRGTTC




I1.3. Extraction des ARNSs et rétrotranscription

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

deétaillé en annexe). Brievement, les culots coresedav-80 °C ont été broyés a froid (2 fois 2
minutes) dans une solution de resuspension, ereqmésd’EDTA (0,5 M), a l'aide d’'un
vibro-broyeur (Thermo Fisher Scientific Inc, lllklr, France). Les ARNs ont ensuite été
extraits en présence de trizol et d'un mélangerofdome/alcool isoamylique (CAl) 24/1
(V/IV). Apres précipitation des ARNs a l'isopropanias culots ont été repris dans du tampon
Tris-EDTA (1 mM) puis traités a la DNase (Ambionp@lied Biosystems, Foster City, USA)
de facon & éliminer 'ADN restant. La pureté desNsRa été vérifiée par dépbts sur gel
d'agarose 1,2 % et par dosage au NanotDp000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware USA). Enfin, une PCR sur le ggpeSd’E. coli a été réalisée (Tableau 14) pour
vérifier gu’aucune trace d’ADN n’était présente.I&IPCR se révélait positive, un nouveau
traitement DNase était réalisé jusqu’a ce que IR Bait négative.

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

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

sec avec des billes de zirconium, directement dantampon de lyse (500 pL de solution
d’extraction et 500 uL de phénol chloroforme alcmaamylique 25/24/1 viviv). Suite a ce
broyage, les échantillons sont centrifugés a 1@0Q@&ndant 10 minutes et a 4 °C, le
surnageant est récupéré puis uf& éxtraction est réalisée. Ensuite, les résiduséjmoes
sont éliminés par traitement au CAl. Aprés une mdflavcentrifugation a 16000g a 4 °C
pendant 10 minutes, le surnageant est récupérg, IBsiacides nucléigues gu’il contient sont
précipités avec de l'isopropanol a température anibi Le culot est récupéré et nettoyé 2
fois a I'éthanol 70 % froid. Il s’en suit une étade purification des ARNs sur colonne

95



log E. coli/g sol sec

log E. coli/ml

R PR

Tps en heure

Figure 33 : Cinétique de croissanc& dcoliDH10B en milieu LBm a 37°C. Les fleches en noires
correspondent aux différents temps auxquels les ARMNeté extraits. En rouge, ceux traités a la
rifampicine. Les concentrations sont expriméesogrel colipar ml de culture.
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Figure 34 : Cinétiques de survie des souchEs ablid’origine différente dans des microcosmes de sol
de surface prélevé sousPaa(A) et leRumeXB). En bleu : souche DH5 en rose : souche isolée
d’'une bouse, en jaune : souche isolée d’'un sol Boasen violet : souche isolée d’un sol sGusmeet

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

g de sol sec.



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

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

échantillons extraits a différents temps au coessainétiques de survie.

Il.4. Marqueurs moléculaires de I'état physiologique

11.4.1. Analyses phylogénétiques
Les génomes séquenceés utilisés dans cette étyltmyphétique sont disponibles dans la base

de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI)

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

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

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

cette étude sont récapitulés dans I'annexe llI.

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

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

et la méthode du maximum de vraisemblanceMaximum Likelihood ML, qui compare,
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Figure 35 : Arbres phylogénétiques obtenus pardthode du plus proche voisin (NJ) sur les diffésent
marqueurs de I'état physiologique : A pour le ggrusS; B pour le génanf; C pour le géndps; D pour le
genéefis; E pour le génepoZ; F pour le genétsZ



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

Les analyses de bootstraps (probabilité pour gelmbranchement existe) ont été effectuées
pour vérifier la robustesse de chaque topologi@. &bres ont été calculés pour la méthode
NJ et 100 arbres pour la méthode ML. Les arbredMeront ensuite été dessinés avec le
logiciel ATV (http://www.genetics.wustl.edu/eddw8t et les arbres en NJ avec le logiciel
MEGA3.1. Toutes les valeurs de bootstraps inféegura 50 (c’est-a-dire que
I'embranchement existe dans moins de 50 % dessyrong été éliminées.

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

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

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

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

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

I1l.Résultats

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

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

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

En microcosmes de sol, pour chaque souche inoculée,phase de déclin a été
observée pendant 7 & 14 jours aprés l'inoculaties €ffectifs passent de 2.8 environ 16
UFC g* de sol). Pour chaque sol, des différences comperitales peuvent étre observées en
fonction de l'origine environnementale de la soublaetérienne. En effet, dans le sol sous
Poa la souche DH5 ne survit pas. On note une décroissance continuaesdisparition au
bout de 2 mois, la limite de détection étant d’emwil0 UFC g de sol. Au contraire, les 3
autres souches (issues d’'une bouse, du sol Boagt sousRumek se maintiennent a des
effectifs de I'ordre de T010° cellules ¢ de sol durant les 2 mois de I'expérimentation.

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

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

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

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

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

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

Pseudomonadaceakes différents arbres obtenus par la méthodeoNtiésentés Figure 35

et ceux obtenus par la méthode ML en annexe lll.

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

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

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

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

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

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

En ce qui concernéisZ alors que les groupes des et b-protéobactéries sont tres
robustes avec de fortes valeurs de bootstrapg, detgrprotéobactéries ne I'est pas avec de
faibles valeurs de bootstraps et de grandes lomgudi branches. Par contre, nos familles
d’intéréts, a savoir leEnterobacteriaceaet les Pseudomonadaceaéorment des groupes
tres robustes avec des valeurs de bootstraps praleh@00 (en particulier pour la méthode

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

En conclusion, pour chacun des 6 génes, nos famllietérét sont monophylétiques.
A partir des alignements des séquences nucléo&djql est ainsi possible d’envisager le
dessin d’amorces amplifiant spécifiquement ces g@m&rqueurs de I'état physiologique des

bactéries.

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

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

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

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

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

vice-versaComme attendu, aucune amplification croisée téabservée.

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

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

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

réponse différentielle entre les différents échiemmnis.

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

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

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

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

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

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

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

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

signal moyennement positif, + signal faiblementitifost — absence de signal

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

B. cenocepacia - +




Les marqueurs spécifiques de la phase exponentéglendent de facon contrastée.
L’ADNCc du genefis n’est jamais détecté dans les 65 échantillonsDIN& du géndtsZ n’est
détecté qu'une seule fois dans un échantillon prane du mélange entre le sol et les
populations indigenes d’une bouse fraiche, apred’'iBhubation, ce qui correspond, d’'apres
la cinétique de survie présentée Figure 34, a é&@kexponentielle de croissance. L’ADNc du
generpoZ est plus fregquemment amplifié puisque qu’un sigrisdlobservé au moins une fois
pour chaque condition (réplicats d’extraction oplicats de microcosme) et plus souvent a
partir de 48h d’incubation. En ce qui concerne tearqueurs spécifiques de la phase
stationnaire, le genenf est rarement détecté (1 microcosme sur 3 poeoli DH5 et pour
la souche issue de la bouse dans le sol Boas 48h et 2 microcosmes sur 2 pour la souche
issue du sol souBoa dans leRumexa 0Oh). Le transcrit du gempsest observé dans un plus
grand nombre d’échantillons mais au maximum, danmnaitié des échantillons d’'une méme
condition (réplicats d’extraction ou réplicats deicrmcosmes) (Tableau 17). Si l'on
s'intéresse aux rapports d’expression entre le gené (phase exponentielle) et le gemeaf
ou dps(phase stationnaire), une cohérence de réponsdbsstvée dans certaines situations.
Par exemple, pour un méme échantillén ¢oli DH5 dans leRumexa 48h), un signal est
obtenu soit pourpoZ soit pourdpsou rmf. Dans d’autres cas, les ADNc gdeZ et dedps
sont détectés en méme tempg(E. coliissu de la bouse dansRemexa 48h et 7j).

. Discussion

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

sol.
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les génes dpset rmfet (B) deP. fluorescenspourle géne tsZ (phaseexponentielle). Pour
(B) une souche d'Eoli et de I'eau distillée (T) sont dili sés comra €moins ngatifs



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

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

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

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

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

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

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

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

terrain et approche en microcosmes.

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

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

In vitro, 'expression des marqueurs n'a pas tout a faitespondu a celle décrite dans la
littérature. Pour les marqueurs de phase expotientie croissance, le transcrit du géisZ a
eu détecté tout au long de la phase exponenti@lecrdissance et en début de phase
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Figure 39: Exemple des ésultats des ER obtenus dans lesionocosnes de Paavec la soucte DH5 , la souche
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Figure 40: Exemple des ésultats des ER obtenus dans lesionocosnes de Rimex avee les soubes DH5 ,
issue d'unéous d du sol sous Poa, 2h @ 48h d’incubatio, pou les magueurs dps, rmfftsZet rpaZ.
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stationnaire. Or, sa transcription est corrélée r@plication du chromosome et est cyclique au
cours de la division cellulaire. Une fluctuation diveau de transcrits était donc attendue.
Cependant, vu le pas de temps de I'expérimentatitie fluctuation n’a peut-étre pas pu étre
visualisée. Il est donc probable que toutes ldsleslde la culture ne soient pas synchrones et
présentent des cycles de réplication déphasés.tré&eren phase stationnaire n’est pas
forcément coordonnée pour I'ensemble des cellul@sedculture, ce qui pourrait expliquer
I'expression observée en début de phase statienrf@our le gendis, d’aprés Cheret al.
(2004), un pic de concentration de transcrit doi ébservé dans les toutes’ heures de la
croissance, ce qui n'a pas été le cas dans nogtiomscexpérimentales. Enfin, le gerpZ a
répondu comme décrit dans la littérature par Taver Muskhelishvili (2005) puisque le
signal était plus fort au début de la cinétiqueéssance qu’a la fin.

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

valider I'utilisation de ces marqueurssitu.

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

ou de niveaux de transcription des génes tropeaibl
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Tableau 17 :Résultat destests ce RT-PCR sami-quantitative réali sés sur £s maqueus dephases @
division (ftsZ, rpoZ et fis) et sationnaire (dpset rmf) dans kesmicrocosmes de sol (sous Pagt sous Rume
inocuks par @s souhes de Abortoire (DH5 ), environnementales (souchsissuesles solssaus Poa et
Rume) et par despopukbtions indigers dune bouse Par temps d'€hanillonnage, deix ou tros
microcosmnes (noés e 1 a 3) ontéte échantillonnés. Burun méne microcosme, 2 8 extradions dARN
ont et parfois réalisées Gignifiées pa des«/»). - pas de sjnal, + signd de faible intenste, + signal
d’intensté moyenne & +++ signal de forte intensté. * pour s sgnaux obtenus gres (+1) cycle
d’amplification par rapport ala description du natériel et méthodes

Marqueurs de phase exponentielle Marqueus ce phasestationnaire
Soude Sol Tenpsd'incubation ftsz poz fis dps rmf
1 2 3|1 2 3]123[1 2 3|1 2 3
() )
on 0 0
” () (+) () ()
£ 3h () (+) () Q)
oA () (+) () )
() (++) () )
10 48h () (++) () )
fa) () (+) () Q)
() Q) () )
3h () (++) () )
3 () Q) () )
o () (++) () )
48h () Q) (+4) )
(@) (*) 8 8
on (+4) 0
() )
3h () )
% ) ()
S () BHED*H* OO0 | O ()
8 o 48h () BHED*H 06 OO ()
§ () ) 0 (& 0
. () () () () ()6 () (+4) () ()
7 () () (++) () ()6 () (+4) ()0
() () () () ()6 ) O 06
() () () (+4)
S 48h () () (++) )
. () (+4) ) ©)
++ ++
o o)
g o) ()
£ 3h (++) )
& () ()
§ () (++4) () )
48h () () () ()
() () () ()
. () (+4) () )
g 48 () 0 0 0
() ©) ) ©)
" OGO NNONONC) OOE |OE® QIQONQ:
S 3 % 5 3h OEOE O®HE OOE |OE® QICNQ!
8 g o £ OO OO0 OOE 10606 ()66
gg% & . OO HHE®H 0606 |06 06
-5 7] OO O66 OOE 606 06
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