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INTRODUCTION

Lorsqu'en 1980, le Ministere de I'Environnement a lancé sur la rade de Brest
I'étude "acceptabilité du milieu marin” la question était simple : "Que peut-on rejeter comme
bactéries fécales dans une zone littorale sans qu'une contamination chronique des eaux ne
s'installe”.

Les premiers travaux sur la rade de Brest et en particulier sur l'estuaire de 'Elorn
avaient pour but de décrire la flore bactérienne de ce site, sa composition, les variations
d'abondance. Il s'agissait d'identifier les sources responsables de la contamination afin
d'envisager des mesures pour y remédier.

Une partie des résultats obtenus dans I'Elorn est présentée dans l'article 1, ci-joint,
et montre la complexité des mécanismes de contamination des eaux cotigres :

- Dans cet estuaire de trés fortes variations de contaminations fécales sont
observées dans le temps et dans l'espace. Ainsi & un point donné la contamination peut en
quelques heures passer d'un niveau faible & un niveau tres élevé. Ces variations sont dues en
partie aux fluctuations de débits de I'Elorn et aux modifications des coefficients de marée et
donc de l'amplitude du marnage. Ces facteurs conditionnent les mélanges, la stratification des
eaux et les remises en suspension des sédiments déposés dans I'estuaire.

- La flore évolue de I'amont vers l'aval. Prés de l'embouchure de la rividre les
bactéries sont abondantes et les especes entériques, dominantes. En aval, les halophiles strictes
représentent plus de la moitié€ de 1a flore bactérienne en raison de la salinité des eaux (> 30 %o)
et donc de la pression de sélection due au sel.

- Trois sources majeures de contamination sont identifiées : la riviére, le rejet de la
station d'épuration et le sédiment. Les deux premiéres sont directes et continues. La troisieme,
le sédiment est un apport indirect et discontinu. Alors qu'en période de mortes eaux et donc de
faible courant, les eaux de l'estuaire sont fortement contaminées par les apports anthropiques,
en vives eaux, les courants remettent en suspension les sédiments déposés au fond. La flore
fécale issue du sédiment est bien différenciée, son impact sur la qualité de l'eau n'est pas
négligeable.

A partir de ce travail et d'une question simple, bien des problémes fondamentaux
sont posés.

Plusieurs sites cOtiers frangais ont été étudiés pour répondre aux questions
soulevées. Les sites sont : la cOte située A I'ouest du Cotentin dans la baie du Mont Saint-
Michel, 1a rade de Brest, l'estuaire de Morlaix, 1a baie de Toulon ¢t la baie de Fort de France en
Martinique. Sur ces entités géographiques nous avons tenté d'identifier les flux, la qualité de
I'eau et les facteurs responsables du devenir des bactéries fécales rejetées en mer. Ces études
ont donné lieu & des travaux collectifs et plurnidisciplinaires, car I'approche environnementale ne
peut se satisfaire d'une seule discipline.

L'objet de ce travail est d'étudier la contamination fécale identifiée par les
coliformes thermotolérants et les streptocoques fécaux. Quelques résultats concernent
également les salmonelles. Quatre points sont développés :



- L'étude des concentrations et des flux bactériens apportés dans les zones
choisies.

- L'étude de la qualité du milieu : sur les cing sites choisis, nous avons étudié la
répartition spatio-temporelle de la contamination fécale et de certains paramétres physico-
chimiques associ€s. A travers les caractéristiques des sites, certains facteurs responsables des
variations ont été identifiés : lumiére solaire, matiére organique...

- Le devenir des bactéries en mer a ensuite fait 'objet d'études particuliéres : le
comportement des effluents & leur arrivée en mer, la décantation, la contamination du
sédiments, les remises en suspension, l'effet de la dilution et de la lumiére ont donné lieu & des
expérimentations in vitro et in situ. Ce travail a permis de hiérarchiser sur les sites les facteurs
responsables des décroissances bactériennes (effet biologique, physique).

- Les facteurs du stress marin ayant été identifiés, nous nous sommes
particuliérement intéress€s aux stress osmotique et lumineux (ou oxydatif) et 2 leur action
sur le métabolisme bactérien : perte de cultivabilité, effet sur les échanges énergétiques et sur
quelques activités enzymatiques.



ARTICLE 1

ETUDE DE LA FLORE BACTERIENNE
D'UN ESTVAIRE BRETON
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INTRODUCTION

La connaissance des apports bactériens A la cOte, tant sur le plan qualitatif que
quantitatif est importante pour déterminer l'impact des activités humaines sur la qualité de
l'eau.

Généralement les démarches adoptées tentent :

- d'apprécier la qualité du rejet en terme de concentration en bactéries dites
“indicatrices de pollution fécale” : coliformes thermotolérants, streptocoques fécaux et si
possible, la présence de pathogénes vrais, ou de bactéries potentiellement pathogénes :
Salmonella, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, éventuellement Listeria,
Campylobacter... ,

- de quantifier ces apports en évaluant les flux journaliers, voir saisonniers
déversés 2 la cOte. Ces flux pour étre précis doivent s'appuyer sur un ensemble de données
concernant les débits (variation saisonniere, pluriannuelle...), les concentrations (variation
journaliére et saisonnieére). Ces valeurs ne sont pas toujours disponibles. Pour pallier a ce
manque de données, des approches bibliographiques, et en particulier des études basées, sur le
recensement de la population (animale et humaine) vivant sur les bassins versants, peuvent étre
utilisées et permettent de calculer des flux potentiels.

Dans cette partie nous présenterons des résultats acquis au cours de ces
derniéres années sur différents secteurs, Ouest Cotentin, Morlaix, rades de Brest et
Toulon, et sur un site antillais : Ia baie de Fort de France. Nos recherches ont concerné
essentiellement les coliformes thermotolérants, les streptocoques fécaux et sur trois sites,
les salmonelles.

I- MATERIEL ET METHODES ¥

1. Coliformes thermotolérants

La recherche des coliformes thermotolérants autrefois appelés coliformes fécaux
(CF), a été réalisée selon les normes AFNOR 90413 (milieu liquide) ou AFNOR 90414
(filtration sur membrane) par les différents laboratoires agréés du littoral (sauf sur le site de
Toulon) ; ces laboratoires sont chargés par les DDASS (Direction Départementale de 'Action
Sanitaire et Sociale) ou les DDE (Direction Départementale de I'Equipement) des analyses
officielles concernant la qualité¢ bactériologique des eaux ; leurs résultats servent au plan
national 2 valider la potabilité de l'eau et & classer les eaux de baignade. Concernant les
coliformes thermotolérants, les deux normes peuvent étre interprétées différemment selon les
laboratoires, ce qui doit rendre prudent dans l'interprétation des résultats et surtout dans les
comparaisons d'un site 3 un autre. Nous rappellerons ci-dessous, par site, les techniques
employées. Les travaux reportés dans cette partie ont €té réalisés sur un laps de temps assez
important (1980-1994) d'ou la diversit¢ des techniques employées. Actuellement ces
techniques tendent vers une homogénéisation nationale.



Les méthodes par laboratoire sont présentées ci-dessous :

Laboratoire Départemental d'analyse, Saint-L6, Manche

Sur le site de I'Ouest Cotentin les recherches de coliformes thermotolérants ont été
réalisées par culture en milieu liquide et dénombrement direct selon le procédé NPP (Nombre
le Plus Probable) en Bouillon MacConkey (Merk - France) incubation a 30 °C durant 48 h puis
confirmation en milieu de Schubert & 44 °C durant 24 h (norme AFNOR 90413).

Laboratoire Municipal de la Ville de Brest, Finistére

Lors de I'étude sur la rade de Brest et sur l'estuaire de Morlaix, les coliformes
thermotolérants ont été€ recherchés par filtration sur membrane (S0 mi, 10 ml et 1 ml). Le filtre
est rincé avec de 'eau distillée stérile. La membrane est ensuite déposée sur une gélose lactosée
au TTC Tergitol 7 (Institut Pasteur) et incubée de 16 a 24 heures & 44 °C (norme AFNOR
90414). Lors du dénombrement seules les colonies jaunes a centre orangé sont prises en
compte. Le contrdle des colonies sur galerie API 20E a montré la prédominance des

Escherichia. coli. Quelques Enterobacter et Klebsiella ont €également été trouvées.

Institut Océanographique Ricard, Laboratoire d'Hydrologie, USTL (Montpellier)

Sur le site de Toulon les coliformes thermotolérants sont recherchés par filtration
sur membrane, dénombrement sur gélose au TTC Tergitol (Tergitol 7 agar SBL). L'incubation
sest faite 24 h a 445 °C. Des contrles ont montré que 80 % des souches isolées
appartenaient au groupe des coliformes thermotolérants avec prédominance d'E. coli (soit
75 % des souches) (rapport IFREMER, 1987).

Laboratoire Départemental d'Hygiéene de la Martinique, Fort de France.

La recherche et le dénombrement des coliformes thermotolérants se sont faits par
une technique en microplaque (Diagnostic Pasteur), le milieu liquide est additionné de
4-méthylumbelliferyl-B-D-glucuronide ; lincubation est réalisée pendant 48 h 2
445 °C (Hernandez ef al., 1991).

2. Streptocoques fécaux

Laboratoire Départemental d'analyse, Saint-L6, Manche

Comme pour les coliformes thermotolérants, la technique NPP a été utilisée pour
le dénombrement des streptocoques du groupe D : test présomptif en milieu de Rothe avec une
incubation de 48 h a 37 °C puis confirmation en milieu de Litsky & 37 °C durant 24 h (norme
AFNOR 90411).



Laboratoire Municipal de la ville de Brest, Finistére

La méthode employée est la filtration sur membrane : filtration de 50 ml et 1 ml
d'eau de mer. Aprés ringage a l'eau distillée stérile et dépdt de la membrane sur mulieu de
Slanetz, les boites sont incubées 48 h 4 37 °C. Les streptocoques fécaux se multiplient sous
forme de colonies rouges cu marrons.

Inst. Océanographique Ricard, Laboratoire d’"Hydrologie USTL (Montpellier)

Les streptocoques fécaux sont recherchés sur le site de Toulon par incorporation
en gélose D-Coccosel (Biomérieux) incubée 24 h 3 37 °C.

Laboratoire Départemental d’'Hygiéne de la Martinique, Fort de France

Les streptocoques fécaux (streptocoques du groupe D) ont été recherchés par la
méthode en microplaque (Diagnostic Pasteur). Le milieu liquide est additionné de
4-méthylumbelliferyl-B-D-glucoside. L'incubation est réalisée 48 h & 37 °C (Hernandez et al.,
1993).

3. Salmonelles

Sur trois sites la recherche de salmonelles a été réalisée par deux techniques
différentes.

Sur le site du Cotentin : la recherche a été effectuée par enrichissement direct dans
4 000, 400 et 4 m] d'eau en présence du milieu de Rappaport modifié (Merk-France) incubé
24'h a 37 °C, puis isolement sur gélose XL.D et hektogn 24 h & 37 °C. L'identification
biochimique a été effectuée sur galerie rapide d'identification API 20E et sérotypage.

Sur les sites de Morlaix et Toulon aprés enrichissement en bouillon séiénite
(Biomerieux) additionné de Prill ® et de novobiocine et incubation 24 heures 3 43 °C, les
isolements ont ét€ effectués sur gélose Salmonella-Shigella (Biomerieux) et incub€s 24 heures

a 37 °C. L'identification a ét€ réalisée a l'aide de galeries API 20 E. Cette technique (Baleux
et al., 1988) a ét€ utilisée en semi-quantitatif.

4. Autres parametres

Certains parametres physico-chimiques ont été également mesurés selon les
méthodes décrites par Aminot et Chaussepied (1983).

La salinité a été mesurée en laboratoire avec un salinomeétre Beckman RS9,

La turbidité a €1¢ mesurée avec un turbidimeétre HACH Model 2100A.






IT - OUEST COTENTIN

1. Généralités

Cette partie de la cdte ouest du Cotentin est alimentée par cing fleuves ou
ruisseaux (fig. 1) : La Sienne et la Soulle qui se jettent dans le havre de Regnéville, Les Hardes
et la Vanlée dans le havre de la Vanlée, et enfin le Boscq qui regoit les rejets sommairement
épurés (traitement physico-chimique) de Granville ; les caractéristiques des bassins versants
sont reportés sur le tableau 1.

Bassin versant Source Superf}cie débit moyen sgécifique Débits
(km ) Is'km (m’/s)

Boscg-Vanlée | Inventaire 81 * 87 36,8 32

" Inventaire 82 * " 6,9 0,6

Sienne Inventaire 81 568 19,8 11,3

" Obaton 84 " 15,3 8,7

Soulle Inventaire 81 187 59,0 11,0

! Obaton 84 " 17,2 3,2

" SRAE BN 84 * " 16,0 3,0

Sienne + Soulle | Inventaire §1 755 ND ND

Tableau 1 : Caractéristiques des bassins versants [* Alméras (1985)]

Sur ces bassins, la population est trés dispersée, avec un assainissement collectif
peu développé, l'assainissement individuel présentant en milieu rural la meilleure formule
d'épuration. Les deux villes principales, Coutances et Granville sont équipées de station

d'épuration.

Pour certains bassins, l'activité agricole a été calculée et reportée sur le tableau

suivant,
Bassin Superficie | Nombre de | Cheptel (pour 100 ha SAU) Culture (% SAU)
versant km® COMInUNEs
Bovins | Porcins | Velailles | Céréale | Fourrage STH
Soulle + 433 45 183 19 306 1 9 83
Sienne
{amont)
Soulle + 322 33 175 17 99 2 13 84
Sienne
(aval)
Soulle + 755 78 , - - - - -
Sienne
Boscg- 87 11 144 11 199 2 12 79
Vanlée

SAU : Surface Agricole Utile.
STH : Surface Toujours en Herbe.
Tableau 2 : Activité agricole (1982)
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Dans cette €tude, l'appréciation des concentrations en coliformes thermotolérants
(CF) ou streptocoques fécaux (SF) a €t€ complétée par une recherche semi-quantitative de
salmonelles ; I'étude des flux a été approchée par deux techniques : des mesures sur le terrain
(janvier 1990 - décembre 1991) et une étude bibliographique (calcul & partir de recensement
des populations humaine et animales).

Concentrations et flux en coliformes bactériens : flux mesurés

Les concentrations ont €té mesurées sur des prélévements bimensuels sur la
Stenne, la Soulle et le Boscq en 1990-1991 et sur les Hardes et la Vanlée en. Les prélévements
ont ét€ effectués a basse mer, les salinités étant alors inférieures & 2 %o. Les variations de
concentration observées ne sont donc pas imputables & une dilution des eaux douces dans les
ecaux de mer. Les débits ont été mesurés ou calculés par le SRAE (Service Régional
d'Aménagement des Eaux) ; les concentrations sont exprimées en UFC/100 ml, les flux en
CF/s ; les résultats sont reportés sur les figures 2, 3, 4, et les tableaux 3, 4. Pour le Boscq les
années 1990 et 1991 sont présentées ; pour les autres rivieres seule I'année 1991 est reportée.

La Sienne (fig. 2) : sur les deux années de I'étude, le débit de la Sienne est resté
remarquablement faible (< 5 m?/s) pour tous les prélévements sauf 4 prélévements début 1990
et en janvier 1991 (résultats non reportés). Cette remarque sera générale pour toutes les
riviéres : le cycle de prélévements s'est déroulé sur une période particulierement déficitaire en
précipitations (données SRAE). Les teneurs en coliformes thermotolérants se situent entre
10UFC/100 ml et 10° UFC/100 ml avec quelques valeurs plus élevées en fin 1990
(10* UFC/100 m! a 10* UFC/100 ml) en liaison avec une faible remontée du débit. La moyenne
annuelle pour 1990 est de 3.10° UFC/100 ml. En 1991, les valeurs sont légérement plus stables
(avec une moyenne annuelle identique). Les concentrations en streptocoques fécaux sont
légerement plus faibles que celles en coliformes thermotolérants (1 Logarithme d'écart en
moyenne) et fluctuent de maniere trés similaire aux coliformes thermotolérants,

Le flux moyen en coliformes thermotolérants est de 2.108 CF/s en 1990 et 1,2.10°
CE/s en 1991 ; des pics sont observés a 10° CF/s et correspondent, la plupart du temps, & des
augmentations du débit; le maximum observé est de 3.10° CF/s, le 27 novembre 1990, lors
d'une remontée du débit aprés une période assez longue d'étiage de la riviere.

La Soulle (fig. 2) : le débit moyen de la Soulle lors de nos mesures est en 1990 de
1,29 m¥/s et en 1991 de 0,98 m¥/s ; ces débits correspondent & ceux observés les années séches
(1985-1989), soit des valeurs 3 a 4 fois inférieures & celles d'années pluvieuses (1979-1981-
1982).

Les concentrations bactériennes sont, comme pour la Sienne, plus stables en 1991
qu'en 1990 : moyennes 8,4.10° UFC/100 ml en 1990 et 6,4.103 UFC /100 ml en 1991, avec
des remontées en période de débit élevé (maximum observé : 105 UFC/100 ml). Ces moyennes
sont légérement plus élevées que celles observées sur la Sienne : cela s'explique par l'apport du
rejet de la ville de Coutances qui s'ajoute aux apports du bassin versant agricole.

Le flux moyen en coliformes thermotolérants par seconde est de 7.6.107 CF/s en
1990 et 5,7.107 CF/s en 1991 avec des maxima liés & des augmentations de débit. Ces flux sont
légerement plus bas que ceux observés sur la Sienne bien que les concentrations soient plus
fortes. Ceci est di a la différence de débits des deux rivieres.
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Le Boscq (fig. 3)

En raison du rejet des eaux usées de Granville dans le Boscq et malgré des débits
trés faibles (0,31 m?/s en 1990 - 0,17 m¥/s en 1991), ce rejet présente les concentrations en
coliformes thermotolérants, streptocoques fécaux et les flux les plus importants de la cote.
Ainsi, en 1990 la moyenne en coliformes thermotolérants est de 6.107 UFC/100 mi et en 1991
de 8,5.107 UFC/100 ml, avec des pointes de 10% UFC/100 ml, voire 10° UFC/100 ml. Ces
valeurs correspondent pratiquement a un rejet d'eaux usées brutes non dilué. Rappelons que les
concentrations dans une riviére comme la Sienne (type bassin versant agricole) sont de 'ordre
de 10°2 103 UFC/100 ml avec un maximum de 4.10% UFC/100 ml lors d'un lessivage.

Le flux bactérien moyen a été, en 1990, de 1,9.10° CF/s et 8,35.10!°CF/s en 1991.
La question reste posée sur I'importance de ce flux lors d'un orage qui a pour conséquence
d'apporter trés rapidement cette eau brute, présente dans les réseaux, a la mer.
Malheureusement, les conditions météorologiques de 1990-1991 n'ont pas permis d'étudier ce
cas de rejet ; néanmoins on a pu observer un flux maximum de 102 CF/s le 16 septembre 1991,
sans augmentation de débit, ce qui donne une idée des dépassements que l'on peut attendre de
ce rejet.

La Vanlée (fig. 4)

Vingt prélévements ont été réalisés sur la Vanlée en 1991 au niveau du Pont de
Fer, généralement aux alentours de la basse mer ; dans ces cas, la salinité était inférieure a 2 %o
(sauf les 1.4.1991 et 16.9.1991) ; ces mesures permettent donc d'évaluer un flux d'eau douce
contaminée. La charge bactérienne est assez constante (moyenne 5.103UFC/100 mi), le
maximum €tant observé lors du dernier prélévement de décembre 1991 (4,6.10¢ UFC/100 ml)
simultanément & une augmentation du débit.

Le flux moyen rejeté par cette riviere est de 5,6.108 CF/s, le maximum étant atteint
le 11 décembre 1991 avec une concentration de 7,9.107 CF/s.

Les Hardes (fig. 4)

Comme la Vanlée cette riviere a ét€ échantillonnée en 1991 ; la concentration
moyenne en coliformes thermotolérants est de 6,7.10° UFC/100 ml. Le maximum observé est
de 2,3.10* UFC/100 ml, soit des niveaux de concentrations identiques a ceux mesurés dans la
Vanlée et la Sienne.

Le flux moyen en coliformes thermotolérants pour 1991, sur 13 observations, est
de 2.108 CF/s avec un maximum observé égal a 1.107 CF/s,

2. Calcul des flux potentiels
2.1. Protocole adopté

Les années 1990-1991 ayant €té déficitaires en eau, pour compléter l'information
obtenue sur le terrain, une étude bibliographique basée sur les recensements de population a
été réalisée. Ce travail a l'avantage de s'appuyer sur des données en principe facilement
accessibles ; elle présente cependant de nombreux biais :



12

- la date des recensements n'est pas toujours aussi récente qu'il le faudrait. Pour la
population humaine, seul le recensement de 1982 était disponible. Pour la population animale
agricole, nous disposons du recensement 1988 - DRAF ; des informations complémentaires ont
été fournies par les rapports : DDASS/IFREMER (1988) et DDASS-IFREMER-ABSN,
(1989, 1992), DDASS (1988), IFREMER (1992).

On ne prend pas en compte les phénomeénes d'infiltration ou d'auto-épuration dans
les ruisseaux.

D'autre part, cette approche globalise l'information : l'essentiel des flux serait, en
effet G aux premiers écoulements liés & de fortes précipitations ou & des crues d'orage. Que ce
soit par le calcul ou par la mesure, ces premiers flux sont trés difficilement mesurables.

Dans cette €tude, le calcul des flux a €té€ fait par commune et globalisé par bassin
versant : le Boscq inclut 5 communes, le bassin de la Vanlée 6 communes ; la Sienne et la
Soulle 33 communes.

Protocole d'étude du flux : le calcul se fait en équivalent/habitant (E.H.) unité de
pollution qui correspond, pour l'homme, & un rejet journalier de 10'° coliformes
thermotolérants par personne (pour 100 litres d'eau), soit un flux de 1,16.10° CF/s.

L'équivalent pour les animaux est présenté ci-dessous (données DDASS) :

1 Bovin ou 1 Equidé = 15 EH
1 Veau ou 1 Porcin = 3EH
1 Ovin ou 1 Caprin - = 1 EH
1 Volaille ou 1 Lapin = 0,18 EH

2.2. Résultats

Les deux années de prélévements se situent dans une période météorologique
particulierement seche ; les données de débits fournis par le SRAE le confirment : les débits
moyens annuels de la Soulle en 1989-1990-1991 sont inférieurs a ceux mesurés depuis 1979 ;
la méme observation est valable pour la Sienne dont on posséde les débits depuis 1986.

Si l'on compare les débits moyens journaliers mesurés lors de nos prélévements, au
tableau 3, ol sont reportés les maxima instantanés et journaliers observés pour les années
précédentes, on constate que les débits peuvent étre 2 4 3 fois supérieurs aux maxima que nous
avons en 1990 ; ceci n'est pas sans conséquences sur les flux. On peut donc estimer que les
flux moyens mesurés en 1990 et 1991 (tab. 4) sur les riviéres sont des flux minima pour
des années séches. Les flux maxima mesurés en 1990 et 1991 peuvent étre dépassés lors de
pluies d'orage ou de remontées brutales du débit.
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SOULLE
1986 1987 1988 1989 1990 1991
Moyenne annuelle 3,44 2,69 2,75 1,17 1,51 1,26
I/Max 15,9 17,6 22,7 12,2 ND 21,2
J/Max 14,7 15,8 21,6 11,1 11,7 19,2
SIENNE
Moyenne annuelle 8,2 8,28 9,87 471 6,33 5,41
[/Max 63,0 47,1 95 55,5 80,0 50
J/Max 54,0 46,7 75 52,5 79,0 49,2
BOSCQ
Moyenne annuelle ND ND ND 0,24 0,324 ND
Max ND ND ND ND ND ND
J/Max ND ND ND 2,26 5,80 1,05

Tableau 3 : Débits moyens annuels, maximum instantané (I/Max) et moyennes
journaliéres maximales (J/Max) de la Sienne & Sey, la Soulle & Saint-Pierre
de Coutance et du Boscq (données SRAE)

Sur le tableau 4 sont reportés les flux mesurés et calculés. Les résultats appellent
certains commentaires :

- La surévaluation systématique des flux calculés par rapport aux flux mesurés
s'explique par le caractére non conservatif de la pollution bactérienne (surestimation du flux
calculé) et par le fait que les prélévements ont surtout été réalis€s en période séche. Ainsi dans
les bassins versants agricoles, les flux calculés peuvent ée 100 & 1 000 fois supérieurs aux flux
mesurés. Ces chiffres élevés sont toutefois intéressants et peuvent étre retenus en cas de pluie
brutale : orage ou premiers lessivages ot les phénoménes d'auto-épuration n'ont pas le temps
de jouer. Il s'agit 1a d'un calcul de flux potentiel pouvant expliquer certaines contaminations
observées sur la cote aprés un orage.

- Les mesures concernant le Boscq sont plus nombreuses, mieux réparties dans
I'année. Pour ce rejet, le flux urbain est majoritaire. De plus l'infiltration ne joue pas et l'auto-
€puration n'a pas le temps de se réaliser (circuit urbain trés court). On peut noter alors que flux
mesurés et calculés sont du méme ordre de grandeur. Le Boscg, qui recoit les effluents de la
ville de Granville aprés une épuration des plus sommaires, représente le flux bactérien le plus
important de la cote étudiée.

- La situation estivale (juillet-aofit) ne semble pas jouer un role important sur les
flux car la pollution principale est issue de I'agriculture : par exemple dans la Vanlée en hiver,
90,7 % du flux bactérien est d'origine animale contre 76,7 % en été (données recensement), la
population touristique ne semble donc pas modifier de fagcon prépondérante les flux.
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BASSIN FLUX POTENTIELS FLUX MESURES
VERSANT CALCULES 1991
Période Période Moyenne Minimum Maximum
normale estivale

Sienne aval | 8,96.1010 CF/s | 9,40.1010 CFss | 1, 7.108 CF/s 7,4.106 CF/s|  1,5.109 CF/s
+ Soulle

Vanlée + 6,65.10% CF/s 7,85.109 CF/s | 7,6.106 CF/s 3,4.105 CF/s| 8.107 CF/s
Les Hardes

Boscq 5,35.109 CF/s | 7,29.109 CF/s | 8,35.1010CF/s | 107 CF/s 1012 CF/s

Tableau 4 : Bilan comparatif des flux potentiels calculés (populations recensées)
et des flux mesurés en 1991.

3. Conclusion
Les conclusions que I'on retiendra sur ce site sont les suivantes :
Le havre de Regnéville

Le flux moyen mesuré issu en 1990 et 1991 de la Sienne et de la Soulle est du
méme ordre de grandeur que celui des mesures antérieures (données DDASS - IFREMER),
avec des flux minima et maxima également assez concordants ; par contre les flux calculés
restent plus élevés par rapport aux flux mesurs pour les raisons précédemment évoquées
(infiltration, auto-épuration...).

Dans le cadre d'une simulation de rejets, on pourrait retenir les flux suivants :

Flux moyen : 108 CF/s

Flux maximum ; 5.10% CF/s correspondant 2 une journée de débit maximal
observé en 1990.

Flux potentiel de crue : =10'° CF/s, le débit dans ce cas 1a étant 3 & 4 fois plus
élevé que le débit maximum observé en 1990-1991.

Le havre de la Vaniée

Les flux mesurés en 1990 et 1991 sont nettement plus faibles que ceux calculés,
aussi bien pour les flux moyens que pour les flux maxima : en fait les résultats obtenus
antérieurement sur la Vanlée correspondent & des analyses réalisées dans des conditions
météorologiques différentes : pluie le jour ou les jours précédent le prélévement (Etude
DDASS-IFREMER-ABSN, 1989).
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D'aprés l'ensemble des études, on pourrait retenir les flux suivants pour des
simulations :

Flux moyen : 107 CF/s
Flux maximum : 4,5.108 CF/s
Flux minimum : 2.10% CF/s

Ce flux maximum est trés certainement sous-€valué. Les conditions
météorologiques régnant en 1990-1991 n'ont pas permis, comme cela devait étre prévu,
d'étudier les conséquences d'une pluie d'orage ou d'une remontée brutale des eaux. La mesure
précise de tels flux reste indispensable pour connaitre I'impact sanitaire réel de ce bassin
versant sur la zone mytilicole.

Le Boscqg

Les flux mesurés en 1990 sont concordants avec ceux estimés (2 a 5.10° CF/s) ;
par contre en 1991 le flux moyen, 8.3 10!° CF/s, dépasse tous les flux déja mesurés ou méme
calcul€s ; ce chiffre moyen trés €levé est certainement di 2 la mesure de septembre 1991 ot le
flux, au moment du prélevement, était de 10'? CF/s. La possibilité de vidange par le Boscq de
quantités de bactéries fécales aussi importantes certainement sur des temps trés courts mérite
d'étre retenue ; des études plus précises devraient &tre mises en oeuvre pour connaitre
I'occurrence d'un tel événement ; pour des simulations, on pourrait retenir les flux suivants :

Flux moyen : 8.101°CF/s
Flux maximum : 1002 CF/s
Flux minimum ; 107 CF/s
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III - LA RADE DE BREST

1. Généralités

Le site d'étude est la partie Nord de la rade de Brest, caractérisée par la présence
d'une riviere 'Elom et de trois importantes sorties deaux d'égout de la ville de Brest
(150 000 habitants) : I'émissaire (39bis), la station d'épuration de la zone industielle et
portuaire (ZIP) les deux se déversant dans la forme de Radoub et les ruisseaux du Moulin
Blanc (Vallon et Costour) (fig. 5) (CNEXO-COB, 1983 ; Pommepuy, 1987). Les principales
caractéristiques de ces rejets sont les suivantes :

Le rejet de la station d'épuration de la zone industrielle et portuaire (ZIP)

Cette station de type boues activées moyenne charge a au moment de l'étude
(1980-1981) une capacité de 85 000 EH avec les caractéristiques moyennes suivantes : débit
journalier 12 750 m’/j, charge DBOS5 : 5 950 kg/j, charge matiéres en suspension (MES) :
7 650 kg/j.

Les normes de rejets imposés sont : DBOS (30 mg/l), MES (30 mg/l) et DCO
(90 mg/l). En régime normal, cette station traite 17 000 a 20 000 m’/j soit 130 & 150 % de sa
capacité hydraulique ; le réseau unitaire soumet la station a de trés grandes fluctuations du
débit. Un traitement par le chlore est rajouté en période estivale ; pendant notre €tude les
mesures ont ét€ réalisées lors de périodes sans chloration.

Le rejet d'eau mixte n° 39 bis

Cet émissaire qui €vacue les eaux pluviales regoit également des eaux usées. De
débit généralement faible (180 m’/j en juin 1980), il a cependant des pointes en période de
pluie (1 800 m’/j). Son flux de pollution n'est pas négligeable et peut représenter jusqu'a 1 300
équivalents-habitants,

Les ruisseaux du Moulin Blanc

Les ruisseaux du Vallon et du Costour drainant chacun un bassin versant de 4 km”,
se déversent au niveau de la baie du Moulin Blanc ; leur débit moyen, de l'ordre de 5 000 m’/j,
peut subir de trés fortes fluctuations lors des pluies.

Au niveau de I'émissaire des deux ruisseaux, venaient s'ajouter a I'époque de
I'étude, en cas de panne des stations de relevage ou de pluies importantes, des eaux brutes
représentant parfois jusqu'a 25 % du débit recu a la station d'épuration (ZIP).

L'Elorn

Son bassin versant de 402 km’® fait de I'Elorn le second apport dans la rade de
Brest aprés I'Aulne. Le débit moyen est de 4 m’/s. Cette riviere joue un rdle important sur la
qualité des eaux de la partie nord-est de la Rade de Brest car elle draine une région ou les
activités urbaines, industrielles et agricoles sont importantes ; elle recoit également les rejets de
la station d'épuration de Landerneau.
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Pendant la période d'étude le débit de la riviere a été de 4 m’/s en juin 1980 (lié 2
de fortes pluies). L'Elorn répond en été avec un retard de 2-3 jours aux chutes d'eaux tombant
sur son bassin versant (en hiver 1 jour) ; en novembre-décembre le débit était plus soutenu :
10 m'/j.

2. Concentrations et flux bactériens

Les principaux rejets ponctuels

Pendant la période d'étude des prélévements ont été réalisé€s sur les principaux
apports ; le tableau n° 5 donne une indication des moyennes en coliformes thermotolérants et
streptocoques fécaux sur 3 des rejets ; on constate, d'une maniére générale que, comme dans le
cas du Cotentin, en été les concentrations dans les rejets d'eaux usées sont 100 fois plus
importantes que dans les ruisseaux. Les valeurs sont moins élevées que dans le cas du Boscq et
moins fluctuantes. La station d'épuration biologique "tamponne" les apports, ce qui est un
sérieux avantage par rapport au cas du rejet de Granville,

Juin 1980 Nov. Déc. 1980 Fév. 1981
UFC/100 ml| SF/100ml | UFC/100 ml| SF/100ml | UFC/100 ml| SF/100 ml
ZIP 6.10° 10° 7.10° 5.10* 7.10° 4.10°
Vallon 6.6.10° 1.2.10° 9.6.10° 1.2.10° 4.10° 5.10°
Costour 1.4.10° 6.10° 9.10° 2. 10° 7.10% 4.5.10°
Tableau 5 : moyennes des concentrations en coliformes thermotolérants (CF) et

streptocoques fécaux (SF) pendant la période d'étude.

En ce qui concerne les flux (tableau 6), ils ont ét€ calculés avec beaucoup moins de
données que ceux du site du Cotentin. Cependant on constate que 13 aussi, la station
d'épuration représente prés de 90 % des apports bactériens parmi les autres rejets ; le flux
moyen est estimé 2 5,4.10° CF/s. Le ruisseau du Costour, drainant une zone moins urbaine, est
le plus faible apport de la zone (6,2.10° CE/s). Les flux d'autres parametres physico-chimiques

sont reportés sur le méme tableau.

Parameétres Station ZIP 39 bis Vallon Costour
Débit (m’/j) 17 437 848 9810 6 556
MES (kg/j) 471 173 367 207
NH4 (kg/j) 545 13 7 9
PO4 (kg/j) 285 5 7 1,3
Coliformes fécaux CF/s 5.4.10° 4.5.10 3.2.107 6.2.10°
Streptocoques fécaux SF/s 2.2.10° 1.1.10 9.3.10° 4.5.10°

Tableau 6 :

Débit et flux des quatre émissaires - Moyenne des mesures

effectuées de février 1980 a mai 1991 (DDE Finistére).
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L'Eiorn

Du fait de I'activité du bassin versant (urbanisation et élevage en amont et en aval
dans la partie estuarienne) il est difficile de limiter le calcul de l'apport de I'Elorn a sa partie non
maritime (amont de Landerneau) ; de ce fait des mesures sont réalisées juste a son débouché
dans la rade (figure 6: point 8).

A ce point, on note de grandes fluctuations des salimités dues au mélange de l'eau
douce avec l'eau marine de la rade de Brest. Le mélange varie selon I'heure et le coefficient de
marée ; la figure 6 rapporte ces variations : la salinité la plus basse a €t€ observée en vives eaux
et & basse mer (nov. 1980 - 26 %o) alors que le débit de la riviere & Landerneau €tait d'environ
de 10-15 m’/s). Le caractére marin de ce point est particuliérement marqué en été (débit de
I'Elorn = 4 m3/s), la salinité étant alors toujours supérieure a 29 %o.

Sur la méme figure, nous avons report€ les teneurs en matiéres en suspension. Lors
des vives eaux, les remises en suspension, augmentent trés nettement les concentrations. En
période d'étiage (juin), la turbidité reste faible a ce point, le bouchon vaseux se trouvant plus en
amont dans l'estuaire. En hiver, l'expulsion du bouchon vaseux et les lessivages dus & la pluie
augmentent les turbidités. Ces résultats au point 8 sont en accord avec ceux trouves dans
I'estuaire (Pommepuy et al., 1987).

La contamination fécale refléte les fluctuations dues aux variations de salinité. La
figure 7 montre cependant que la corrélation entre ces deux parametres existe, ce qui va dans
le sens des travaux réalisés sur l'estuaire : la contamination suit une loi assez voisine de celle
de la dilution de l'eau douce (courbe de dilution théorique). Les temps de mortalité sont
vraisemblablement trés longs puisque les points d'observations restent trés proches de la
courbe de dilution théorique ; en extrapolant a la salinité zéro la concentration initiale en
coliformes totaux est de 5.10° UFC/100 ml. Ces résultats sont en accord avec nos résultats
(Pommepuy et al., 1987).

Dans le cas de I'Elorn, un calcul de flux incluant tous les apports du bassin versant,
estuaire compris, s'avére tres difficile ; cependant, I'évaluation du flux a une valeur voisine de
5.107 UFC/s s'est avéré assez réaliste dans le cadre des travaux de modélisation (Pommepuy et
Salomon, 1991).

3. Conclusion

Une étude récente a ét€ réalisée par Saunier Environnement (1994) pour la
Communauté Urbaine de Brest et a refait le bilan des rejets de la rade. Ce rapport indique que
le rejet de la station d'épuration de la ZIP est actuellement plus élevé en ammoniaque (NHy)
(734 k/j) et en coliformes thermotolérants (2.9.10° CF/s). En ce qui concerne le Vallon et le
Costour, le flux est estimé & 7.10° CF/s ; cette sensible amélioration serait due aux travaux sur
les réseaux. La station d'épuration de la ZIP traite maintenant une partie des eaux urbaines du
Vallon et du Costour, d'ou I'augmentation de son flux. Cependant, des déversements dus aux
trop pleins, viennent parfois détériorer la qualit€ de ce rejet par temps de pluie ou de
déréglement des pompes de relevage.
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Pour ce qui est de I'Elorn, ce méme rapport (Saunier Environnement, 1994) en
totalisant les différents flux du bassin versant jusqu'a son embouchure dans la rade (communes
de Camfrout, Guipavas, La Forest Landerneau, bassin de 'Elorn, Landerneau et apports de la
rive gauche), donne un flux moyen en coliformes thermotolérants de 2,7.10° par seconde.

i Cette étude monte ;mr ailleurs que ce flux peut varier entre des muima de
10° CF/s et des maxima de 10" CF/s, ce qui place notre estimation du flux de I'Elorn
(Pommepuy et Salomon, 1991) dans les valeurs minimales.
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Figure 7 : Elorn (point 8). Relation entre la salinité et les coliformes totaux.
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IV - ESTUAIRE DE MORLAIX

1. Généralilés

L'estuaire de Morlaix draine un bassin versant d'environ 300 km® ; deux rivires
principales, le Jarlot et le Queffleuth se rejoignent au niveau de la ville en une seule riviére dite
rividre de Morlaix qui présente un débit moyen de 3 m*/s (10 m’/s débit moyen de crue). Cette
riviere se déverse en téte d'estuaire. D'autres apports plus modestes, la Pennelé et le Dourduff
(1 m’/s débit moyen, 3 m'/s débit de crue) rejoignent l'estuaire dans sa partie médiane
(figure 8). Les apports d'eaux usées urbaines sont essentiellement ceux de la ville de Morlaix :
une station d'épuration (S.E.), type boue activée (44 000 EH), ne traitait pendant notre étude
(1987-1989) qu'une partie des eaux usées, le reste des eaux brutes étaient déversées
directement dans l'estuaire. La riviere du Frout et la ville de Locquénolé (780 habitants)
rejettent elles aussi des eaux de plus ou moins bonne qualité dans la partie médiane de
Festuaire.

2. Concentrations et flux bactériens

Des études sur ce site permettent de préciser les concentrations moyennes en
coliformes thermotolérants ainsi que les flux apportés a l'estuaire (Guillaud, 1991).

M Mini Max
S.E. Morlaix Brut 1,4.10' 2.10° 3,7.10°
Epuré 1,1.10° 3.10° 42.10°
Riviere de Morlaix " 7.10° 1,3.10° 2,4.10°
Dourduff 6,5.10° - -
Pennelé 9.10° - -
Frout 1,6.10° - -
Locquenolé 6.10° - -

Tableau 7 : Concentrations en coliformes thermotolérants dans les apports
(exprimés en UFC/100 ml)

Les variations journaliéres de la station d'épuration de Morlaix en coliformes
thermotolérants et streptocoques fécaux sont reportés ci-dessous :
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Figure 9 : Concentration et flux en germes tests de contamination fécale.
{A) : Coliformes thermotolérants : Brut #—® épuré O-—0 ,

streptocoques fécaux Brut :4--4 épuré A--A
(B) : flux en coliformes thermotolérants (CF/j et CF/s) Dupray et al. (1991).
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Les calculs de flux de coliformes thermotolérants réalisés sur cet estuaire donne
une idée des valeurs moyennes et maximales attendues.

Points Moyenne Max
Station d'épuration =10° 4.10°
Riviere de Morlaix 1.7.10° 4.10°
Dourduff 3.10° 5.107
Pennelé =2.10° 5,8.10°
Frout 1,7.10° 7,6.10°
Locquenolé 5,5.10° 1,5.107

Tableau 8 : Flux de coliformes thermotolérants (CF/s) dans

I'estuaire de Morlaix (Guillaud, 1991)
(Le rejet brut représente 70 % du flux total de la station)

3. Conclusion

Ces résultats mettent en évidence l'importance du rejet de la station d'épuration de
Morlaix qui représente 84 % du flux total en période moyenne (89 % en période de flux
maximumy), tandis que la riviere de Morlaix reste le second apport de cette région. On peut
souligner également que bien que les flux de Locquenolé, du Frout et du Dourduff soient plus
modestes leurs impacts sur les parcs ostréicoles peuvent étre localement importants étant
donné la proximité des rejets de la zone exploitée.

V - SITE DE TOULON
1. Généralités

La ville de Toulon est équipée d'une station d'épuration (90 000 EH, traitement
physico-chimique par floculation) qui rejette ses eaux usées par un émussaire (43 m de
profondeur 3 1,8 km de la cbte - débit moyen 650 m’/h) situé dans la baie de Toulon
(Figure 10). L'étude des flux a été réalisée par différents laboratoires (Baleux et al., 1986).
Nous reportons ces résultats de fagon a évoquer les flux d'un traitement physico-chimique
(IFREMER et al., 1987).

2. Concentrations ef flux bactériens

L'étude comparative avec la station d'épuration de Morlaix met en évidence un
rendement d'élimination en coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux plus faible, ce
qui est cohérent puisque le traitement physico-chimique élimine de fagon plus limitée les
contaminants. La figure 11 reporte les variations observées dans cette station avec des
concentrations moyennes en entrée de 2,10’ CF/100 ml et en sortie de 5.10° CF/100 ml. Le
flux mesuré sur une période de 6 mois est également reporté. Pendant cette période le flux
moyen obtenu est de 5.10° CF/s, les maxima enregistrés étant de l'ordre de 10'° CF/s.
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Figure 11:  (A) Concentration en germes tests de contamination fécale :
- coliformes thermotolérants ; brut ®—® ¢puré 0—O,

- streptocoques fécaux brut : A—A , épuré A—A.
(B) Flux en coliformes thermotolérants.

3. Conclusion

Le traitement physico-chimique ne donne qu'un faible rendement : 20 4 50 % pour
les coliformes thermotolérants et les streptocoques fécaux, alors que 80 % des matitres en
suspension sont €liminées. Si I'on compare ces résultats 2 ceux obtenus sur Morlaix, on
constate une meilleure efficacité du traitement biologique puisque 90 % des bactéries fécales
sont éliminées. Néanmoins ces rendements restent faibles.
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VI - LA BAIE DE FORT DE FRANCE

1. Généralités

La baie de Fort de France, située dans les iles Caratbes (Martinique) a une forte
vocation touristique, industrielle et urbaine. Dans lile la densité moyenne de la population est
ues forte (300 h/km™) ; autour de la baie, la densité de population est encore plus élevée
surtout dans la partie nord avec Fort de France (100 000 habitants), Schoelcher
(20 000 habitants) et Le Lamentin (30 000 habitants) - (données INSEE 1990). Fort de France
présente de nombreux rejets d'eaux plus ou moins épurées, ainsi le centre ville rejette des eaux
brutes (dilacérées) par un émissaire de 1,3 km de long et immergé a - 60 m (rejet au sud de la
pointe Simon). Cette pointe est située a 100 m au sud ouest du point 3 (fig. 12). Le reste des
eaux usées est rejeté dans les riviéres avec ou sans traitement.

Vingt deux points de rejets ont €té identifi€s autour de la baie de Fort de France
(fig.12) et comprennent pour la moitié des rejets de stations d'épuration avec un traitement
biologique et pour l'autre moitié des rejets de riviéres. Certaines de ces riviéres situées au nord
(riviere Monsieur (7), riviere Madame (5), ravine Bouillée (6)) recoivent des eaux usées sans
traitement préalable.

Lei
Lamentin

2 /..
3
/Emissa'
/ ire
L 14°35'N @15 /
Yo |
{
BAIE DE FORT DE FRANCE

Figure 12 : localisation des points de préléevements
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Un échantillonnage a été réalisé bi-mensuellement pendant la période d'étude de
novembre 1991 & mai 1993 (points 5, 6, 7, 8 et 9) et de juin 1991 a mai 1993 pour les autres
points.

2. Concentrations et flux bactériens

La figure 13 illustre certains des résultats obtenus. Des données plus complétes ont
fait I'objet d'un rapport IFREMER (1994) et d'une publication (Pommepuy et al, 1995).

On peut classer la qualité des eaux de rivieres de la baie en trois catégories sur le
critére des coliformes thermotolérants (CF) :

Riviéres peu contaminées : < 103 CF/100 ml : quatre rejets ou rivitres
appartiennent a cette catégorie : le rejet de la Pointe des Négres (point 4), la riviére Carrére
(point 14), la riviere Les Coulisses (point 17) et la riviére Pagerie (point 20).

Riviéres moyennement contaminées entre 1,5 103 CE/100 ml et
5 104 CF/100 ml, soit 7 rividres ou rejets (les valeurs entre parenthéses sont des moyennes
mesurées) :

Point 1 : Schoelcher (1,5 103 CF/100 ml)

Point 2 : Pont de la Ravine (9,3 103 CF/100 ml)

Point 5 : Pont de I'Hermitage (Riviere Madame : 3.9 104 CF/100 ml)

Point 10 : Rejet station d'épuration Acajou (9,4 104 CF/100 ml)

Point 11 : Pont d'entrée du Lamentin (1,5 104 CF/100 ml)

Point 12 : La Lézarde (1,07 104 CF/100 ml)

Point 18 : Riviére des Coulisses (en aval de la station d'épuration)
(2,5 104 CF/100 ml).

Rivieres ou rejet fortement contaminés ( > 5 104 CF/100 ml)

Ce sont essentiellement les points situés au nord de la baie et qui regoivent les eaux
usées non épurées (Ravine Bouillé (point 6), riviere Monsieur (point 7)) et les rejets des
stations d'épuration : Chateauboeuf (point 9), Acajou (point 10), Le Lamentin (point 11) et
rejet de la station du Lamentin (point 13), et dans le sud, le canal Ducos (point 15) et les
stations d'épuration du sud de la baie. Dans cette catégorie de trés fortes charges peuvent étre
mesurées (> 106 CF/100 ml).

La connaissance des flux serait nécessaire pour estimer l'impact réel de ces
contaminants dans la baie. Malheureusement pendant notre étude nous n'avons pu obtenir de
résultats sur les débits des rivieres soit par manque d'équipements et de moyens des
administrations compétentes (Service Régional d'Aménagement des Eaux) soit du fait de la
restructuration de cette compétence dans le contexte local (ORSTOM - DDA - SRAE). De
plus les conditions locales (multiples rejets) et climatiques (impossibilité de mesurer les débits
pendant les périodes les plus critiques, c'est-a-dire les périodes de fortes pluies) font que ces
mesures auraient été en tout état de cause tres difficiles a obtenir.

Les seules informations permettant une estimation - trés partielle - des flux ont été
recueillies aupres de la Direction Départementale de I'Agriculture.
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La liste des équipements en station d'épuration ainsi que leur capacité en
équivalent/habitants (EH) est présentée ci-dessous : le nombre d'équivalent habitants peut étre
converti en flux bactérien. En effet on considére, pour I'homme, un rejet journalier de 1019 CF
d'eau soit un flux de 1,15.105CF/s ; les informations présentées sur le tableau 9 datent de
juin 1990.

N° SE Equiv/hab. Flux CF/s Lieu du rejet
5 Godissard 13 000 1,5 109 Riviere Madame

9 Chateauboeuf 14 500 1,6 109 Rivigre Monsieur

8 Dillon 22 000 2,510° Ravine

10 Acajou 5000 5,7 108 Pluvial (Maugnone)
12 Petit Manoir 18 000 2,1 109 Riviere La Lézarde
16 Bourg Ducos 10 000 1,1 109 Rivigre

17 Les Coulisses 7 000 8,1 108 Riviere

19 Trois Hets 2 000 2,3 108 Riviére citron

21 Anse Mitan 3500 4,5108 Bord de mer

22 Anse 3 1'Ane 2 500 2,9 108 Marigot bord de mer

Tableau 9 : principaux rejets des stations d'épuration (boues activées) de la baie de Fort
de France (DDA - juin 1990)

Un projet actuellement & I'étude prévoit l'extension de la station de l'anse Mitan
(avec le raccordement du rejet de I'anse de I'Ane) et rejet en mer. La station d'épuration aurait
une capacité de 15 000 EH, soit un flux = 1,7. 10° CF/s environ.

3. Conclusion

Les informations sur les flux sont trés partielles ; aucune donnée n'existe soit sur
les rivieres soit sur les zones non raccordées (Riviere Bouillé et d'une maniere générale, une
grande partie des quartiers de Fort de France). La Lézarde, principale riviére de I'ile, draine un
bassin versant qui représente environ 1/3 de la superficie de I'lle. Cette riviére a fait l'objetil y a
trois & quatre ans, de mesures de débits. Cependant, une crue, emportant le matériel de mesure
a rendu impossible l'acquisition de données {Communication personnelle, ORSTOM]. De plus,
nous n'avons pu obtenir les quelques mesures disponibles qui, par ailleurs étaient relativement
anciennes.




31

VII - RECHERCHE DES SALMONELLES

La recherche de salmonelles a été réalisée sur trois sites : Ouest Cotentin, Morlaix,
Rade de Toulon.

1. Ouest Cotentin

Durant I'année 1991, la recherche de salmonelles a été réalisée de fagon semi-
quantitative sur les mémes prélévements que ceux utilisés pour la numération des coliformes
thermotolérants et streptocoques fécaux, afin d'évaluer les apports a la zone littorale.

Vingt prélevements ont ét€ analysés sur chaque riviere, de janvier a
décembre 1991. La fréquence de positivité en salmonelles est la suivante :

.Boscq: 89 % des prélévements,
. Soulle : 82 % des prélevements,
. Sienne : 57 % des prélevements,
. Vanlée : 33 % des prélevements,
. Les Hardes : 9 % des prélevements.

Les riviéeres telles que le Boscq et la Soulle drainant des zones urbaines
apparaissent plus fréquemment contaminées :

Les plus fortes concentrations (2 25 salmonelles/litre) sont observées dans le
Boscq et la Soulle. Ainsi, 58 % des prélevements du Boscq et 12 % des prélevements de la
Soulle rentrent dans cette classe. Arrive ensuite la Sienne avec S % des prélévements dans
cette classe. La Vanlée et les Hardes ne dépassent pas la classe 2,5 a 25 salmonelles/litre (10 %
des prélévements de la Vanlée).

Pour conclure, le Boscq est trés souvent fortement contaminé par les salmonelles,
la Soulle présente une contamination variable (toutes les classes de concentration §'y retrouvent
a une fréquence €gale). La Sienne et la Vanlée sont le plus souvent faiblement contaminées
(absence dans 4 litres pour 45 % des prélevements de la Sienne et pour 75 % des prélevements
de la Vanlée).

Les sérotypes les plus fréquemment isolés sont :
. S. enteritidis (10 % des souches),

. S.meleagridis (8 %),

. S. bovis-morbificans (8 %).

2. Sites de Morlaix et de Toulon

Les salmonelles ont été recherchées simultanément sur le site de Toulon et
Morlaix. Le tableau 10 reporte les résultats obtenus ainsi que, pour comparaison, des valeurs
observées sur le rejet de Saint-Malo et de Montpellier.
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STATION EFFLUENTS BRUTS EFFLUENTS EPURES
% de positifs /100 mil % de positifs /100 ml

Morlaix 87 1002 1000 75 102 100
Toulon * 100 1024100 100 10 2 100
Montpellier * 100 102a 100 100 1210
St. Malo ** 100 10002 10000 - -
Lagunage de
Meéze * 100 1310 74 0,1a1

* D'aprzs Alibou J., 1987.
hhe D'aprits Desmonts C. ez al., 1990,

Tableau 10 : Fréquence et concentrations moyennes de Salmonella dans
différents effluents (Dupray et al., 1990).

On constate qu'a Toulon 100 % des échantillons s'aveérent positifs, le traitement
physico-chimique n’entraine aucune diminution du nombre de salmonelles, alors qu'a Morlaix et
a Montpellier un abattement apparent semble étre obtenu dans les eaux épurées. D'un site 2
l'autre, les concentrations dans les eaux brutes peuvent varier, vraisemblablement dii aux
variations locales de la population. Ainsi des concentrations trés élevées sont observées sur le
rejet d'eaux brutes de Saint-Malo.

Par ailleurs, Baleux et al. (1986), constatent sur l'effluent de Toulon que la notion
de “"faible" ou "forte charge" n'est pas une réalité en référence aux bactéries pathogénes
(Salmonella spp., Aeromonas spp., Staphylococcus aureus) dont les abondances maximales ne
correspondent pas aux périodes de fortes charges. Ces mémes auteurs soulignent la faible
performance de la station vis-a-vis de I'abattement de ces bactéries pathogénes : I'abattement
observé étant au mieux d'un logarithme de concentration et souvent beaucoup moins.

VIII - CONCLUSIONS

Les études réalisées sur cinqg sites francais malgré la disparité des informations
(temporelles, 'échantillonnage, les méthodes analytiques), permettent néanmoins d'avoir des
ordres de grandeur des concentrations - éventuellement des flux de coliformes
thermotolérants - dans les eaux déversé€es en mer.

En ce qui concerne les conclusions, on retiendra les points principaux :

On rappellera tout d'abord que la disparité des techniques employées d'un site a
l'autre doit entrainer une certaine prudence quand 2 la comparaison des résultats. Une étude en
cours, menée par le Bureau Communautaire de Référence et pilotée par I'Institut Pasteur de
Lille tente de faire le point sur la meilleure technique de détermination des coliformes
thermotolérants et streptocoques fécaux dans les eaux littorales. Ainsi 34 laboratoires de 10
pays de la communauté y participent et comparent leurs techniques sur différents types d'eau
(bactéries stressé€es ou non, avec ou sans compétition de flore...). Les techniques utilisées et
testées sont trés disparates d'un laboratoire, ou d'un pays a l'autre, aussi bien au niveau des
techniques par filtration sur membrane que les techniques en milieu liquide (disparité des
protocoles, des milieux...). Les premiers résultats de plusieurs séries d'intercalibration réalisées
par les laboratoires réunis 2 Lille semblent indiquer que la technique NPP ( 3 tubes ou 5 tubes)
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est la moins fiable. Par contre les techniques par filtration sur membrane et celles par
microplaques (Institut Pasteur) seraient les plus performantes pour rechercher les coliformes
thermotolérants et les streptocoques fécaux. Ces résultats d'intercalibrations nous confortent
dans l'extréme prudence qu'il faut avoir lors de l'interprétation des résultats et dans la nécessité
a homogénéiser les techniques.

Au niveau des stations d'épuration les concentrations en coliformes
thermotolérants mesurées dans les eaux brutes (Boscq, Brest, Morlaix, Toulon et Station de
Fort de France) sont trés élevées : 10° a 107 CF/100 ml ; d'autre part, des maxima ont été
mesurés a 8.107 et 10° CF/100 ml ; la plupart du temps les abattements obtenus par le
traitement sont assez faibles. En traitement physico-chimique I'abattement est inférieur a 1 log,
le traitement biologique donne souvent de meilleurs résultats supérieurs a 1 log parfois jusqu'a
3 log des concentrations. Néanmoins les déversements soit accidentels, soit parfois presque
continus d'eaux brutes (Morlaix) contribuent 3 apporter 4 la mer des eaux trés chargées ; la
qualité du réseau, souvent unitaire sur des quartiers de ville, est pour une grande part
responsable de ces déversements. Dans ces eaux, on note d'autre part, lorsqu'elles ont été
recherchées, la présence presque toujours de salmonelles ; ces bactéries sont en concentration
beaucoup moins importantes que les coliformes ou les streptocoques fécaux. Dans des cas
extrémes (Saint-Malo) leur quantité a été évaluée 2 10° ou 10° UFC/100 ml. La plupart du
temps les concentrations restent faibles (10-100 UFC/100 ml). La présence d'autres
microorganismes pathogenes (entérovirus, virus de T'hépatite A, Rotavirus) a également été
mise en évidence JFREMER, 1994).

Les rivieres contaminées par des apports vurbains ou agricoles voient leur

concentration moyenne en coliformes thermotolérants fluctuer de 10° UFC/100 ml a
10* UFC/100 ml et parfois plus (> 10° UFC/100 ml). Dans ces eaux, I'effet des pluies contribue
a dégrader tres sérieusement leur qualité. Ainsi la Soulle (apport de Coutances) passe par des
minima trés faibles (<10 UFC/100 ml) et des maxima proches d'eaux deffluents
(10° UFC/100 ml). On pourrait retrouver des exemples sur tous les sites étudiés (les ruisseaux
du Vallon, du Costour, nviere Madame, la Lézarde...). Dans ces niviéres, lorsqu'elles ont été
recherchées (Ouest Cotentin) la présence de salmonelles a été quelquefois détectée. Des études
plus approfondies seraient nécessaires pour identifier leur présence lors de premiers
ruissellements.

Les rivieres faiblement contaminées présentent en général des concentrations de
i « 2 N P " . . v
l'ordre de 10° a 5.10* UFC/100 m! en coliformes fécaux (Sienne, Vanlée, Pennelé, riviere
Carrére).

Les flux - excepté sur le site du Cotentin et sur les stations d'épuration de Morlaix
et de Toulon - n'ont fait I'objet que d'évaluations trés sommaires. Le manque de systémes de
prélévements automatiques, la difficulté du calibrage de débitmeétres et leur nombre limité, la
difficulté de mesurer les flux lors des périodes critiques (crues) font que les chiffres apportés ici
ne sont que trés partiels. Cependant, ils permettent de montrer que, du fait de leurs niveaux
tres élevés, ce sont les stations d'épuration, et surtout leurs systémes de déversements ("by-
pass”) qui sont responsables des flux contaminants les plus importants sur tous les sites
d'étude. Des études plus approfondies et comparatives (mesures/calcul) devraient étre réalisées
pour permettre des aménagements rationnels et déterminer les priorités en matiére de
désinfection.

Les coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux, s'averent au niveau des
rejets des indicateurs de contamination relativement acceptables : en effet aux fortes
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concentrations trouvées correspondent la présence de salmonelles dans plus de 80 % des
prélévements et ceci a des concentrations parfois tres élevés (riviéres trés contaminées et rejets
de stations) ; & l'opposé lorsque les concentrations en indicateur sont faibles (rivieres
faiblement contaminées) la présence de salmonelle est res peu souvent détectée (et toujours en
concentration plus faible).

Il est cependant reconnu que dans le milieu naturel ou au cours des traitements de
désinfection, les salmonelles sont plus résistantes que les coliformes thermotolérants et voir
méme que les streptocoques fécaux (Saylor et al., 1976 ; Ashbot et al., 1993) ce qui justifie
une prudence vis-a-vis des germes test de contamination fécale.
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INTRODUCTION

Les nombreuses études réalisées sur sites montrent la diversité des situations et de
la qualité microbiologique des eaux que I'on peut rencontrer sur le littoral. Les pathogénes,
lorsqu'on les recherche sont souvent présents : ainsi Sayler ef al. (1976) mettent en évidence,
dans la partie amont de l'estuaire de la Chesapeake bay la présence de Salmonella dans 3 %
des prélevements, de Clostridium dans 12 % des prélévements de sédiments, et de Vibrio
parahaemolyticus dans 10 % des prélévements d'eau et de sédiment ; les auteurs soulignent
qu'il n'existe pas de corrélations entre germes tests de contamination fécale et bactéries
pathogénes.

En Nouvelle Ecosse, Robertson et Tobin (1983) ont constaté que la présence de
coliformes thermotolérants est liée a celle de Candida albicans, de Vibrio parahaemoliticus et
de Pseudomonas aeruginosa. Bien que V.parahaemolyticus soit considéré comme une
bactérie indigéne de l'environnement cétier, son abondance est li€e notamment a la présence
de matiére organique apportée par les eaux usées.

Sur un site ouvert, la baie de Sydney, Ashbolt et al. (1993) ont étudié l'impact
d'un rejet en eau profonde aprés traitement primaire et d'un rejet dans la baie d'une station
d'épuration biologique avec chloration : Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Aeromonas spp, Pseudomonas aeruginosa et Campylobacter ont été recherchés
pendant deux ans dans les eaux et les sédiments. Le rejet au large est fortement dilué et les
concentrations bactériennes dans l'eau, sont trés réduites ; seul subsiste Clostridium
perfringens, qui par ailleurs résiste trés bien a la chloration. Les sédiments par contre sont trés
contaminés ainsi que la partie de la baie en aval du rejet biologique chloré. Dans cette zone,
des salmonelles ont €té détectées. Enfin, ces auteurs montrent que Aeromonas spp. peut
recroitre en eau douce sous l'influence des apports organiques. Campylobacter est associé aux
rejets agricoles et n'est retrouvé ni dans 'eau de mer ni dans les eaux usées urbaines.

En zone ouverte soumise a la marée, de trés fortes fluctuations de concentrations
en bactéries fécales peuvent étre observées (Gameson., 1980). Mais ce sont les zones fermées
qui paraissent les plus sensibles & la contamination : baie de Naples (Izzo et al., 1982),
estuaire de la Chesapeake bay (Carney et al., 1975), baie de Thermaikos (Ganoulis, 1991),
baie de Cochin (Pradeep et al., 1986), étang de Thau (Alibou J., 1987 ; Troussellier ef al.,
1993). Dans ces zones fermées, du fait de I'apport continu des rejets et de la stagnation des
eaux, les niveaux de contamination des eaux sont élevés et peuvent dépasser les normes
réglementaires de baignade (directive CEE 70/923 - Décret 91-980 - JORF 26-9-1991) et de
conchyliculture (directive CEE 79/923 - Décret 91-1283 - 19.12.1991). Les Clostridium
s'avérent souvent présents et sont tres significatifs de la pollution fécale ; les coliformes
thermotolérants et les salmonelles, dans ces écosystemes fermés, subissent des fluctuations
saisonniéres dues aux variations locales biologiques et physico-chimiques : pH,
ensoleillement, phytoplancton (Alibou J., 1987 ; Troussellier et Legendre, 1989).

La diversité des sites sur la cbte frangaise nous a incité A exposer les études
réalisées dans des zones différentes : Ouest Cotentin, rade de Brest, estuaire de Morlaix,
baie de Toulon et baie de Fort de France. Dans un premier temps, nous décrirons leur
caractéristiques et le taux de contamination li€ aux apports, puis nous tenterons d'expliquer les
mécanismes et les facteurs (physiques ou biologiques) responsables de la qualité des eaux
rencontrée.
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Dans ces études nous avons tout particulierement recherché la contamination en
coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux. Quelques recherches complémentaires
ont parfois été réalisées (flore totale, salmonelles...). Ces travaux ont donné lieu a des
rapports collectifs et & des publications (cf. bibliographie).

I- MATERIEL ET METHODES

La recherche des coliformes thermotolérants, streptocoques fécaux et Salmonella
ont été réalisées selon les techniques précédemment exposées (chapitre I).

Dans certains cas, 1'étude a été complétée par d'autres analyses dont les méthodes
sont exposées ci-dessous.

1. Coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux

Dans la baie de Fort de France, les contaminations recherchées étant a priori trés
faibles, les méthodes par microplaque ont été¢ complétées par des méthodes de filtration sur
membrane qui permettent de concentrer I'échantillon.

- Coliformes thermotolérants : filtration (10 - 100 ml) et incubation sur milieu
TTC-Tergitol 7 24 h & 44°C et confirmation sur milieu de Schubert.

- Streptocoques fécaux : filtration (10 - 100 ml) et incubation sur milieu Slanetz
48 ha 37 °C.

2. Coliformes totaux

Filtration sur membrane : filtration de 50 ml, 10 ml et 1 ml d'eau de mer et
ringage avec de I'eau distillée stérile. La membrane est déposée sur le milieu - gélose lactosée
au TTC et Tergitol 7, et incubée de 16 a 24 heures & 37 °C. Le dénombrement concerne des
colonies jaunes, claires ou foncées, orangées a halos jaunes.

Milieux de Drigalski (Institut Pasteur Production)

Deux milieux de Drigalski préparés a l'eau distillée sont ensemencés ; l'un est
incubé a 37 °C (DD), l'autre a 42 °C (D42) pendant 24 heures. Ces milieux permettent de
détecter les coliformes fécaux stressés.

Un milieu de Drigalski préparé & 'eau de mer filtrée (0,22 p), d'une teneur en
NaCl voisine de 34 %o, est incubé a 25 °C (DS) pendant 4 jours.

Le milieu de Drigalski est sélectif des bacilles a gram négatif. Il permet de
différencier les bactéries fermentant le lactose (L+), colonies jaunes, des bactéries ne
fermentant pas le lactose (L), colonies vertes ou bleues. Les bactéries L* se développant a
37 °C, et surtout a 42 °C sont représentatives de la flore de contamination (entérobactéries),
tandis que les bactéries L se développant & 25 °C sont représentatives d'une partie de la flore
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autochtone (Pseudomonadaceae, Vibrionacae, etc.), comme cela a ét€ vérifié lors de nos
identifications {données non publiées).

3. Flore hétérotrophe
Gélose trypticase salée

Ce milieu trypticase caséine soja (/nstitut Pasteur Production), est préparé avec
de I'eau de mer filtrée (0,22 pm) & une teneur en NaCl de 34 %o (TS). L'incubation se fait a
20 °C pendant 4 jours, ce qui permet la croissance des especes hétérotrophes halotolérantes.

Gélose trypticase douce)

Le méme milieu est préparé avec de l'eau distillée stérile et incubé a 20 °C
pendant 4 jours (TD). Il permet la croissance des bactéries hétérotrophes.

4. Autres parametres

Certains parametres physico-chimiques (salinité, MES) ont ét¢ également
mesurés : ces méthodes sont détaillées par Aminot et Chaussepied (1983) et au chapitre 1,
(matériel et méthodes). La salinité a été mesurée avec un salinométre Beckman RS9 ou
directement sur le terrain avec une sonde température-salinité (Kent Insoumental
Measurement - EIL 5050 - précision 1 %o).
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I1-L'OUEST COTENTIN

La cote ouest du Cotentin est une cdte ouverte (fig. 14a), soumise & des marées de
forte amplitude : 8,5 m d'amplitude pour un coefficient de 75. Le maximum de mamnage est
obtenu pour un coefficient de 119 : 13,9 m d'amplitude. De vastes estrans de sable grossier ou
des platiers rocheux sont occupés sur des hectares par des activités conchylicoles -
principalement la mytiliculture. L'amplitude de marée provoque le découvrement de larges
zones & basse mer de vives eaux d'olt emmergent les bouchots 2 moules. Seuls abris sur cette
cote, "les havres” de Regnéville et de la Vanlée sont accessibles quelques heures i pleine
mer ; & marée basse, un filet d'eau douce ou saumitre de faible épaisseur (< 1 m) permet
I'écoulement des rivieres des Hardes et de la Vanlée au sud, de la Soulle et de la Sienne au
nord. Ces havres, en raison d'un fort hydrodynamisme (courant de marée, houle d'ouest...),
présentent au niveau de leur embouchure, des migrations de bancs de sable qui font osciller
I'écoulement des rivieres et peuvent modifier ainsi localement la qualité des coquillages d'une
année 2 l'autre IFREMER-DDASS, 1989a, 1989b). De plus le brassage continuel des eaux
confére 2 cette zone une turbidité assez élevée (8-17 mg/l) par rapport aux eaux de la Manche
et de faibles différences de température entre surface et fond. La salinité est généralement de
35 %o en période séche et les températures varient entre 7 3 8 °C en hiver et 16,5 °C - 17 °C
en ét€ (CNEXO, 1981).

HAVRE
de
REGNEVILLE

Grenville 2 km

Figure 14bis : Localisation des points de prélévements.
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Deux campagnes d'étude des eaux littorales ont été menées en janvier et
avril 1991 (figure 14b), de fagon & évaluer leur qualité microbiologique (IFREMER, 1992).
Nous nous sommes intéressés, d'une part a la qualité de I'eau des deux havres, puis a celle de
l'eau baignant les parcs 2 moules durant le jusant ; d'autre part des radiales nord/sud, du havre
de Regnéville 2 Granville ont été effectuées pour déterminer d'éventuelles zones de
contamination.

1. Distribution des concentrations bactériennes au débouché des havres de Regnéville
et de la Vanlée (fig. 15a, 15b)

Les niveaux de contamination en coliformes thermotolérants a basse mer, peuvent
atteindre 1,5 103 CF/100 ml, en sortie du havre de la Vanlée et 4,6 103 CF/100 ml en sortie
du havre de Regnéville (tab. 11).

Date Regnéville Vanlée
CF SF salmonelles CTT SF salmonelles
1/4/1991 230 9 + * <3 <3 -
2/4/1991 460 3 ND * <3 4 ND
3/4/1991 430 - ¥ <30 15 -
4/4/1991 1100 <30 ND ND 460 ND
5/4/1991 1200 9 ND 91 15 ND
7/4/1991 4 600 1100 ND 1500 1100 ND
8/4/1991 2 400 240 - 430 43 -
9/4/1991 ND 43 + ND 240 -
+ Positive - Négative D : Non déterminé

Tableau 11 : qualité des eaux en sortie des havres de Regnéville et de la Vanlée.
Les concentrations de coliformes thermotolérants (CF) et streptocoques fécaux (SF)
sont exprimées pour 100 mi d’eau.
Regnéville ;: Prélévement dans le chenal au niveau de V'épi de Regnéville-sur-Mer.
Vanlée : Préldvement dans le chenal.

A basse mer, les concentrations en bactéries sont constantes dans les chenaux
de I'amont jusqu'en aval des havres, dans les deux sites. La salinit€é mesurée sur ces points
étant généralement inférieure a 12 %o, c'est donc de I'eau douce peu diluée, directement
issue des riviéres qui s'écoule jusqu'au pied des bouchots.

Pendant le jusant, I'eau douce s'écoule en suivant les chenaux de marée, jusqu'au
niveau des parcs ; dans le cas de fortes contaminations des riviéres et de mauvais mélange eau
douce - eau de mer (conditions hydrodynamiques défavorables), le risque de contamination
des bouchots peut étre élevé.

La recherche de salmonelles, lors de la campagne de prélévements du
17 janvier 1991, a été négative pour tous les points échantillonnés dans la Vanlée, aussi bien
en amont qu'en aval du havre.
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Cette recherche a été de nouveau réalisée les 17, 3, 8 et 9 avril dans 'eau 4 la
sortie des deux havres. Elle s'est révélée positive le 1% et 9 avril (fig. 14) pour le havre de
Regnéville. Les concentrations étaient de l'ordre de 1 & 10 UFC/litre. Les prélévements d'eaux
¢taient réalisés au niveau de 1'épi de Regnéville-sur-Mer (havre de Regnéville). Aucune
salmonelle n'a été€ trouvée dans le havre de la Vanlée.

2. Etude de la contamination des eaux cotiéres (entre Granville et 'embouchure du
havre de Regnéville

Une cinquantaine de mesures ont été réalisées les 17 et 8 avril 1991 dans les eaux
cotieres entre Granville et le havre de Regnéville (fig. 16). La localisation des points s'est
faite avec un systéme radioélectrique (Motorola) installé a bord de 'embarcation.

. Radiale du 1" avril 1991 - Vives eaux

Les prélevements ont eu lieu entre la pleine mer (8 h 18) et la basse mer
(15 h 19). Le débit des riviéres était faible : le Boscq : 0,23 m3/s ; la Vanlée : 0,113 m¥/s ;
les Hardes : 0,07 m3/s ; la Soulle : 0,7 m¥/s ; 1a Sienne : 3,95 m3/s.

Les mesures 4 pleine mer (fig. 16) montrent une grande homogénéité de la masse
d'eau dans toute la zone étudiée avec des salinités de l'ordre de 35,25 %o aux alentours de
Granville, diminuant treés 1égérement a l'approche du havre de Regnéville (34,60 %o) ; les
teneurs en matiéres en suspension suivent le méme schéma : leur concentration est faible (4 a
9 mg/l) dans les eaux les plus salées et s'éleve prés du havre (20 2 25 mg/l) sous l'influence
des eaux douces.

A basse mer une trés légére influence de U'apport du havre de Regnéville se fait
sentir dans la zone de son embouchure sans modification notable des salinités dans 'ensemble
de la chte ; les eaux légérement dessalées restent confinées a l'ouverture de ce havre et une
tres légere stratification verticale des eaux est alors observée : 33,80 %o en surface, 34,45 %o 2
deux metres sous la surface, le fond étant a 35 %o ; les teneurs en matiéres en suspension
restent du méme ordre de grandeur que celles observées a pleine mer ; seules les dessalures
locales s'accompagnent d'une légére remontée des turbidités.

En ce qui concerne les résultats bactériologiques, on ne distingue pas de tache de
pollution que ce soit & pleine mer ou a basse mer en face des havres (fig. 16). De plus, le rejet
du Boscq est circonscrit & la cOte sud de la pointe du Roc et ne s'étend pas vers le large.

. Radiale du 8 avril 1991 - Mortes eaux (coefficient de marée : 29)

Les prélevements se sont fait entre la pleine mer (plus ou moins 2 heures) et la
basse mer (plus ou moins 3 heures). Les débits des rivieres étaient sensiblement les mémes
que le 17 avril. Débits : le Boscq : 0,21 m3/s ; la Vanlée : 0,15 m¥/s ; les Hardes : 0,09 m3/s ;
la Soulle : 0,68 m3/s ; la Sienne : 3,67 m3/s.
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III - RADE DE BREST

La rade de Brest située a l'extt€éme pointe de la Bretagne a une superficie
d'environ 180 km” : cette baie fermée 2 I'ouest par un goulet de 1,8 km de large, est soumise 2
une marée de type semi-diurne dont I'amplitude moyenne est de 4,6 m en coefficient 75 et de
7,40 m en coefficient 119. Les principales caractéristiques de la rade ont ét€ décrites dans les
rapports IFREMER (1989), Pommepuy (1987), CNEXO (1978). Les minima de températures
(7-8 °C) sont observés en fin février et les maxima (19 °C) en juillet. La salinité y est trés
variable et dépend du débit des rivieres et du coefficient de marée qui régule les mélanges.
Ainsi une salinité maximale de 35 %o est observée en été, tandis qu'en hiver dans la partie
nord des dessalures dues a I'Elorn peuvent &tre mesurées : salinités inférieures a 30 %o
(L'Yavanc, 1984) ; les teneurs en matiéres en suspension peuvent étre supérieures a 15 mg/l
lors des crues. Les temps de renouvellement des eaux dans la rade de Brest ont €t€ estimés a
10-15 jours en hiver et a 30-35 jours en ét¢ (CNEXO-DDE, 1980).

1. Distribution des concentrations bactériennes

1.1. Variations spatiales

La répartition horizontale étudiée lors des campagnes (février et mars 1981) met
en évidence le rdle des différents apports, en particulier ceux des rejets de la station
d'épuration de la ville de Brest, de I'Elorn et, dans une moindre mesure, des ruisseaux du
Vallon et du Costour.

Les cartes jointes (fig. 18a) illustrent deux situations extrémes, mesurées a une
semaine d'intervalle. Apres une crue de 'Elorn et une période de clapot (du 1 au 7 mars 1981)
on note une forte contamination des eaux et l'impact des rejets des trois émissaires.

1.2. Variations temporelles

Les variations temporelles des coliformes thermotolérants ont ét€é mesurées a
quatre points du site pendant un cycle de marée ; les résultats (fig. 18b) montrent :

- T'extrtéme variabilité de la qualité des eaux sur des périodes assez courtes
(points 1 et 17) : le maximum de contamination est observé en début de journée (entre 6 et
9 heures du matin) ;

- le niveau plus faible des concentrations issues de I'Elorn qui varient en fonction
de 1a marée (point 8) et qui influencent la partie aval de I'estuaire, notamment a basse mer.

- la contamination, aux alentours de la pleine mer, dans la rade (point 19) due aux
rejets de la station d'épuration.

2. Etude des relations entre les bactéries et les parametres physico-chimiques

L'étude des relations entre les germes-tests de contamunation fécale et les
parameétres physico-chimiques montre une différence entre les campagnes estivales et les
campagnes hivernales.
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a) En été : il n'existe aucune relation satisfaisante entre ces parametres : les sels
nutritifs sont largement consommés par le phytoplancton. D'autre part, le débit des riviéres
étant faible, il est difficile de mettre en évidence des relations avec la salinité. Enfin, les
matiéres en suspension (organiques ou non) ne sont pas explicatives des valeurs trouvées pour
les germes-tests.

b) En hiver : les relations avec les éléments dissous (chlorures, sels nutritifs)
sont, d'une manigére générale, meilleures, en particulier lorsque le milieu est bien mélangé (en
vives eaux).

- Les relations avec la salinité mettent en évidence l'existence de deux sources
distinctes de germes-tests : d'une part les apports des riviéres (points 8, 1 et 2) et, d'autre part,
le rejet nettement plus important de la station d'épuration (point 17) (fig. 19).

- Les relations avec l'ammonium (NH,) sont également significatives en vives
eaux l'hiver (fig. 19). On note une anomalie en coliformes thermotolérants au fond, a la
station 17, correspondant a des valeurs également élevées en carbone organique particulaire
(fig. 20), ce qui traduit 'augmentation des teneurs en matieére organique des particules dans le
champ proche du rejet.

Les corrélations entre la turbidité et les coliformes thermotolérants ne sont
généralement pas significatives, sauf pour la campagne de mars 1981, ou l'augmentation
générale de la turbidité dans la zone d'étude, due aux remises en suspension par le clapot, aux
courants de vives eaux et aux apports de I'Elorn correspond a une augmentation des valeurs
en germes-tests de contamination fécale (fig. 21).

3. Etude des corrélations entre les germes-tests

L'étude des corrélations entre les germes-tests a été réalisée systématiquement
pour toutes les campagnes. L'intérét des coliformes totaux comme témoins de contamination
fécale étant parfois remis en question, il était intéressant d'analyser les corrélations obtenues
avec les autres germes tests. Cette étude a été faite en utilisant le logarithme des valeurs, car
les numérations présentent des variations trés importantes. D'une maniére générale, les
germes-tests sont trés bien corrélés entre eux.

a) Relations entre les coliformes thermotolérants (CF) et les coliformes
totaux (CT)

Les corrélations sont de la forme : log {CT}=alog {(CF} +b
avec r : coefficient de corrélation
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Les corrélations obtenues sont hautement significatives a chaque campagne,
puisque le coefficient de corrélation varie de 0,83 2 0,93 pour un nombre de couples minimal
de 82 (154 au maximum).

D'autre part, la pente varie peu d'une campagne a l'autre : a est compris entre 0,90
et 1,25.

b) Relations entre coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux (fig. 22,
23)

Ces deux germes-tests sont également corrélés entre eux de fagon significative. Le
coefficient de corrélation varie de 0,64 2 0,87 pour un nombre de couples minimal de 82

(158 au maximumy).

Les équations sont de 1a forme : log {SF} =alog {(CF} +b
r est le coefficient de corrélation

Le tableau 12 récapitule la valeur trouvée pour a, b et r pour chaque campagne :

Campagne a b r
Juin 1980 - ME 0,75 -0,32 0,87
Juin 1980 - VE 0,74 -0,08 0,76
Nov. 1980 - ME 0,70 0,16 0,73
Déc. 1980 - VE 0,67 0,30 0,64
Fév. 1981 - ME 0,77 - 0,05 0,82
Mars 1981 - VE 0,68 0,38 0,86

Tableau 12 : Corrélations entre coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux -
Rade de Brest

La dispersion des points est plus importante en été (en juin mortes eaux) et, pour
les faibles valeurs de streptocoques fécaux, on peut observer de trés fortes variations des
coliformes thermotolérants.

En hiver, la majorité des points est regroupée sauf quelques prélévements venant
des rejets de la ZIP et du Moulin Blanc qui présentent un rapport SF/CF wes €levé (d'olt la

diminution du coefficient de corrélation en décembre).

L'augmentation du nombre de streptocoques fécaux peut étre expliguée par des
lessivages du réseau urbain lors des pluies.

4. Conclusions

La partie nord de la rade de Brest est dominée par deux sources principales de
contamination fécale : 'Elorn et le rejet de la station d'épuration de la ville de Brest.
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Les apports de I'Elorn prédominent surtout a basse mer de vives eaux et pendant
les périodes pluvieuses ol des concentrations élevées associ€es & des déssalures sont alors
mesurées jusque dans la partie sud ouest du site. Ces apports et la dynamique du site
provoquent de grandes fluctuations journalieres de la qualité des eaux sur les zones de
concessions ostréicoles situées au nord de la presqu'ile de Plougastel.

Le rejet de la station d'épuration a un impact plus limité dans l'espace que celui
de I'Elorn. Des contaminations non négligeables sont observées sur environ 2 km autour du
rejet. A cet endroit les concentrations en bactéries fécales restent trés élevées.

L'étude de corrélations entre les coliformes thermotolérants, coliformes
totaux et streptocoques fécaux montre que ces parametres sont trés li€s et donc qu'il n'est
pas nécessaire de les analyser ensemble systématiquement. La variation du rapport coliformes
thermotolérants/streptocoques fécaux pourrait étre intéressantes a approfondir.
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IV - ESTUAIRE DE MORLAIX

Situé sur la cote nord de la Bretagne, l'estuaire de Morlaix est soumis a des
marées de forte amplitude (5,9 m en coefficient moyen (75) et 7,2 m en vives eaux (119)).
L'hydrodynamique est trés influencée par la marée et la morphologie de la baie, et régit les
mélanges eau douce - eau de mer qui conditionnent la dispersion des contaminants bactériens
dans la baie. L'estuaire a deux parties distinctes (I."Yavanc, 1987) :

La partie amont, de 5,5 km de long ou riviére maritime, trés peu profonde (3 m
au dessus du z€ro en amont) trés étroite, est bordée de larges vasiéres qui découvrent & marée
basse ; le chenal est alors trés étroit (une dizaine de meétres environ de large) avec des
profondeurs trés faibles (inférieures au metre). A pleine mer, la partie inondée forme un
chenal d'une centaine de metres de large. En amont, les eaux du Jarlot et du Queffleuth se
rejoignent et forment la riviere de Morlaix. Un bassin a flot retient les eaux douces et le débit
moyen annuel de la rivire est de 3 m’/s.

La partie aval, longue de 5 km, large au maximum de 3 km et resserrée a son
embouchure (2 km) est en contact avec la mer. Au milieu de la baie, un étroit chenal de plus
de 10 m de profondeur sépare les bancs sablo-vaseux sur lesquels l'ostréiculture s'est
implantée. Les parcs peuvent découvrir totalement lors des marées basses de vives eaux.

Des campagnes de préleévements ont été réalisées de 1986 a 1988, couvrant
diverses conditions saisonniéres et hydrodynamiques ; en été : mortes eaux (17 juin 1986 -
3juin 1987), vives eaux (23 juin 1986 - 12 juin 1987) ; en hiver : mortes eaux
(15 octobre 1987, 23 mars 1988), vives eaux (23 octobre 1987 - 17 mars 1988). Les points de
prélevements sont reportés sur la figure 24. Les eaux ont été échantillonnées autour de la
basse mer et de la pleine mer (£ 1 heure), en surface (20 cm sous la surface) et au fond (1 m
au dessus du fond). Les résultats concernant la salinité et les coliformes (isolés sur D42) sont
reportés sur la figure 24.

1. Contamination des eaux en mories eaux

On constate jusqu'au point 3, une contamination trés élevée (> 5 .10* UFC/100 ml)
correspondant a de faibles salinités (< 10 %o). A pleine mer de fortes variations de salinité
(environ 20 %o) sont observées entre la surface et le fond dans cette partie amont, tandis que
des variations significatives en coliformes sont également mesurées sur la verticale. 1l s'agit
d'une situation typiquement estuarienne, ou, a pleine mer, une masse d'eau marine salée et peu
contaminée, pénétre par le fond, tandis que les eaux douces ou faiblement salées, plus légeres
s'écoulent en surface. En aval du point 3, du fait de I'élargissement du chenal, les eaux
deviennent trés marines (point 4 = 30 %o), les concentrations bactériennes diminuent ; il
n'existe plus de stratification surface-fond. Au point 7, situ€ en aval, a I'embouchure de la
baie, les numérations sont inférieures a 14 UFC/100 mlL

La situation & basse mer est moins tranchée, et 'augmentation de la salinité est
progressive de l'amont vers l'aval. Les coliformes évoluent en sens inverse : diminution
progressive des numérations due a l'effet de la dilution ; la différence surface-fond n'est pas
significative.
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2. Contamination des eaux en vives eaux

On retrouve un schéma trés voisin : a pleine mer, en amont du point 4, les eaux
sont trés contaminées, tres dessalées et trés fortement stratifiées sur la verticale. A I'aval les
eaux sont plus marines et nettement moins contaminées. A basse mer, par contre, des
concentrations bactériennes trés élevées (10° UFC/100 ml) sont observées jusque trés en aval
(point 7). Lors de I'évacuation des eaux douces a basse mer, les contaminants peuvent alors
atteindre les zones ostréicoles. Les mémes résultats sont obtenus avec les numérations en
coliformes thermotolérants : le niveau requis pour la qualit¢ des eaux oswéicoles
(300 CF/100 ml) est alors largement dépassé lors des basses mers de vives eaux. Ces
contaminations sont trés voisines de celles observées en vives eaux.

3. Conclusion

L'effet du rejet d'eaux usées brutes sur la qualité des eaux de la baie de Morlaix
est important. Sur la figure 25 deux situations de vives eaux sont reportées (nov. 1983 -
Janv. 1983). En novembre, la station d'épuration traite tout le volume d'eaux usées avec un
rendement supéricur & 95 % puisque Ies eaux ¢purées présentent une numerauon en
coliformes thermotolérants dc l'ordre de 10° UFC/100 ml (alors que l'eau brute était 2 des
valeurs trés supérieures a 10" UFC/100 ml). Dans ce cas, le rejet d'eau traité, mélangé a l'eau
de mer, permet d'obtenir en aval du point 6 (limite des parcs) des valeurs inférieures a
10° UFC/100 ml. En janvier du fait des fortes pluies, une partie des eaux brutes est by-passée.
Ces eaux de contamination trés élevée (= 10’ UFC/100 ml) provoquent dans I'estuaire, pour la
méme situation de jusant, une remontée de la contamination fécale d'au moins 1 logarithme
décimal ; dans ce cas les eaux au niveau des parcs ne respectent plus les cnteres de qualité
requxse on note sur ce schéma que I'eau de la riviére de Morlaix varie entre 10* UFC/100 ml
et 10° UFC/100 ml de coliformes thermotolérants, le maximum étant atteint lors de pluies de
janvier. La contamination de la riviere de Morlaix est trop faible pour étre rendue responsable
de fortes contaminations observées en aval (Salomon et Pommepuy, 1991).
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V - LA BAIE DE TOULON

Le travail réalis€ sur la baie de Toulon a donné lieu A différents rapports
(Fondation Océanographique Ricard, 1990 ; Thouvenin, 1991) dont nous reportons ici les
principaux résultats 2 titre comparatif des sites présentés précédemment. Cette baie est située
dans une région caractérisée par de trés faibles mamages (10 cm en moyenne, le maximum
étant de 30 c¢m) et un régime de courants faibles généralement dominé par le vent : les
courants dans la baie sont de 18 cmy/s en moyenne avec des maxima enregistrés de 55 cm/s
(Thouvenin, 1991). Les salinités sont élevées (37,7 a 38,4 %o) et les températures en été
peuvent atteindre en surface 20 °C.

Cette région est caractérisée par la présence, 1'€té d'une stratification verticale des
eaux qui n'est pas sans conséquence sur la diffusion des rejets ; l'hiver, les eaux sont
homogeénes de la surface au fond aussi bien en température qu'en salinité.

Sur la cote méditerranéenne, pour pallier au manque de courant et pour augmenter
la dilution des rejets, l'option est souvent prise de rejeter les eaux usées par des émissaires
assez longs immergés 2 des profondeurs importantes ; par ailleurs, des diffuseurs situés 2
I'extrémité des émissaires permettent d'augmenter la dilution des eaux usées.

Ainsi, le rejet principal de la ville de Toulon se déverse par un émissaire long de
1,8 km situé dans la baie & 43 m de fond ; le débit moyen est de l'ordre de 650 m’/h avec des
pointes lors des orages de 2 000 m’/h alors qu'en €té le débit est limité 2 450 m’/h.

1. Dilution des eaux usées

Plusieurs campagnes réalisé€es dans le cadre du programme "Rejet Urbain en Mer”
(Fondation Océanographique Ricard, 1990) ont permis d'apprécier, puis de modéliser
(Thouvenin, 1991) la dispersion des eaux usées dans la baie de Toulon lors des différentes
conditions de mélange (simulation de "cas types” de rejet). B. Thouvenin considére deux
étapes principales au cours du rejet :

- la remontée du jet en surface : elle se fait lorsque les eaux sont homogeénes :
soit 60 % du temps ol I'on constate des différences de température entre la surface et le fond
inférieures 4 1,5 °C ; 'estimation de la dilution au cours de cette phase est de I'ordre de 1/100,
les temps de remontée étant trés courts (2-3 mn), seule la dilution physique interviendrait
pour diminuer le nombre de bactéries fécales. En été (plus généralement 3 partir d'avril
jusqu'en septembre), lorsque la stratification des eaux est bien établie, les eaux usées restent
bloquées & 10 ou 20 m sous la surface. Les conditions de ce blocage et le positionnement de
la tache dépendent des conditions locales au moment de I'émission (profondeur et épaisseur
de la thermocline) ; le vent, en particulier le mistral, peut détruire cette stratification. On
observe alors des remontées d'eaux plus froides ainsi que des bouffées de pollution.

- L'étalement de la tache - en surface pendant la période homogéne, sous la
surface pendant les périodes de thermocline - est principalement conditionnée par le vent ;
durant cette phase, dilution physique et mortalité interviennent et déterminent I'étendue du
nuage contaminé.
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2. Résultats du modéle (Thouvenin, 1991)

Les figures résument les conditions de mélange que l'on peut rencontrer et leur
effet sur la qualité des eaux :

- lorsque les eaux sont homogénes et le courant faible (fig. 27a), la dilution se
fait autour du point d'émission en surface ; les simulations ont été réalisées pour des
concentrations initiales en coliformes thermotolérants de 106 et 107 URC/100 ml. La limite
maximale de 2 000 CF/100 ml - norme de baignade - atteinte 2 8 h du matin, est reportée sur
la figure. Lorsque le vent est tournant, la tache est situé€e au sud du point d'émission. Lorsque
le courant est dii au mistral, la tache est déportée au sud-est. La cinétique de disparition
bactérienne est simulée pour une concentration initiale de 107 UFC/100 ml et une intensité
lumineuse qui varie pendant la journée : en fonction de I'heure le nuage dans l'eau s'étale sur
1 ou 2 km, 2 midi il est limité 2 500 m d'extension. Lorsque la concentration initiale n'est que
de 106 UFC/100 ml, 1'étendue du nuage est nettement plus restreinte.
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Figure27a:  a) limites du nuage de surface pour les coliformes thermotolérants.
Période homogéne pour deux types de situations courantologiques
(1a limite est donnée par la norme de baignade de 2 000 CEF/100 m!).
L'intensité lumineuse est variable avec un maximum a 12 h de
2 500 pE/m%/s™).
b) Distances maximales atteintes par le nuage pour les deux
concentrations initiales dans 'effluent (Thouvenin, 1991)



63

- lorsque les eaux sont stratifiées, le panache est retenu en profondeur ; la figure
27b illustre les résultats obtenus par le modeéle pour une simulation avec courants faibles
alternatifs ; les concentrations bactériennes restent alors trés élevées dans le nuage bloqué
sous la surface.
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Figure 27b : Limite du nuage pour les coliformes thermotolérants dans la couche de
15 2 20 m de profondeur (milieu stratifié - panache capté en
profondeur - courants alternatifs faibles de 1 4 5 cm/s - Intensité
lumineuse maximum & 12 h, égale a 2 500 pE/m’*/s"

(Thouvenin, 1991)

3. Conclusions

Cet exemple a €té rapporté car il montre combien les conditions locales de rejet -
présence ou non de thermocline, la position du point de rejet, ici en profondeur - peuvent
conditionner la qualité de la zone étudiée. Si les courants de marée en Atlantique jouent un
role important sur la dispersion du rejet, dans le cas de la Méditerranée, le vent peut modifier
la forme du panache et le niveau de contamination de fagon trés importante. Les conditions
climatiques contribuent trés largement ensuite au maintien ol a la diminution de la
contamination des eaux par leur effet sur la survie des bactéries fécales en mer.
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VI- LA BAIE DE FORT DE FRANCE

Cette baie (fig. 28a) d'une superficie d'environ 40 kmz, longue de 7 2 8§ km dans le
sens est-ouest, large de 3 & 7 km du nord au sud est soumise 4 une marée mixte - alternance
d'une marée diurne (1 pleine mer par jour) et d'une marée semi-diurne (2 pleines mers par
jour).

L'amplitude de la marée y est trés faible puisqu'elle ne dépasse pas 30 cm ; les
courants dus a la marée et aux vents dominants (86 % de secteur nord-est a est) sont trés
faibles a l'intérieur de la baie (Castaing et al., 1986 ; Lazure et al., 1995).

Les températures des eaux sont généralement de 20 & 25 °C en surface et les
salinit€s élevées (40 %o). Des déssalures sont observées pendant la saison des pluies (juin-
octobre). En effet, la riviére principale de I'lle, la Lézarde se jette dans la partie nord-ouest de
la baie. Cette riviére draine 20 % de la superficie de I'ile ; elle est trés turbide et pendant la
saison humide les concentrations en matiéres en suspension atteignent 200 & 500 mg/l. Des
augmentations de turbidité peuvent étre observées dans la partie nord et ouest du site.

1. Contamination fécale de la baie

Des prélevements d'eau de surface ont été réalisés dans la baie (9 juin 1992 -
fig. 28b) pendant une période de 2 heures, de fagon A avoir une vue synoptique de la
contamination. Cette €tude a été réalisée en fin de période séche.

Les résultats des analyses sont reportés sur le tableau 13 : pour les deux
techniques utilisées (culture et microplaques).
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Figure 28b : Prélevements d'eau de surface - Baie de Fort de France (9 juin 1992)




CE (D) CF (2) SE (3) SF (4) MES mg/l

A 8 < 15 21 < 15 ND
B 4 <15 1 <15 6

C <1 15 4 <15 ND
D <1 < 15 < 1 <15 13
E 60 15 17 <15 6

F 77 15 23 <15 ND
G 210 <15 9 <15 6

H 20 <15 30 <15 ND
1 200 <15 50 <15 2

J 15 <15 30 <15 6

K > 300 <15 57 <15 ND
L ND 30 150 <15 18
M 12 <15 4 <15 ND
N 300 <15 21 <15 17
O 50 <15 <1 <15 ND
p 150 <15 28 <15 23
Q <1 <15 <1 <15 ND
R 17 <15 <1 <15 39
S 22 <15 <1 < 15 ND
T <1 <15 <1 <15 ND
\4 150 < 15 <1 < 15 ND
W 26 <15 <1 <15 ND
X 250 15 5 <15 ND
Y 3 <15 4 <15 ND
4 <1 <15 4 <15 ND

Tableau 13 : Qualité bactériologique des eaux de la baie de Fort de France :
coliformes thermotolérants (CF) et Streptocoques Fecaux (SF)/ 100 ml,
matiéres en suspension (MES mg/l) - (1) Filtration TTC
Tergitol/Schubert. (2) Méthode M.U.G. microplaque. (3) Filtration

(Slanetz) (4) Méthode microplague (Slanetz)

D'une maniére générale, on note une faible contamination des eaux. La technique
microplaque (CF et SF) donnant la plupart du temps des résultats trés faibles, inférieurs a la
limite de détection de la technique. Les méthodes par filtration (100 ml d'eau filtrée) qui, dans
le cas d'eaux peu contaminées sont plus performantes, donnent sur certains points des valeurs
également faibles. On notera cependant que ces deux techniques ont des résultats assez
discordants (35 % des cas pour les CF, 25 % pour les SF). Plusieurs raisons peuvent étre
invoquées : la méthode microplaque est utilisée en limite de détection, les volumes utilisés ne
sont pas comparables : détection sur 0,1 ml en microplaque, et sur 100 ml par la méthode
TTC tergitol, le type de culture est différent (milieu liquide, milieu solide). Ceci nous améne
a utiliser les résultats obtenus lors de cette campagne avec prudence.

Les contaminations observées sont inférieures aux normes de baignades
(<500 UFC/100 ml). Les prélevements ont ét¢ réalisés pendant une période de faible
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pluviosité (juin 1992). Des valeurs supérieures a 50 CF/100 ml sont observées prés de la zone
portuaire, au débouché de la Lézarde et prés de la zone touristique de la pointe du Bout.

2. Conclusion

La pollution de la baie au vu de notre étude est donc limitée localement en
période seche ; ces résultats sont en accord avec ceux d'une étude réalisée antérieurement par
I'Université Antilles-Guyane (P. Assor, communication orale). A cette saison, les teneurs en
matiéres en suspension restent assez faibles dans la baie (< 6 mg/l) excepté dans les zones
impactées par le rejet de la Lézarde (partie ouest) et le centre de la baie.

VII - CONCLUSIONS

Les travaux réalis€s en France et a I'étranger dans les zones littorales mettent en
évidence la grande variation de contamination bactériologique des eaux. Ainsi dans le cadre
du Réseau Microbiologique (Miossec (1990) ; Grouhel et Raffin (1993)), des études
particuliéres montrent la diversité des situations rencontrées sur les cOtes frangaises, que ce
soit en Loire-Altantique (Catherine et al., 1994), en Vendée (Noury er al., 1994), en
Languedoc-Roussillon (Comps et al., 1993), sur le golfe de Fos (Console et Zeitoun, 1992),
dans le Morbihan (Camus ef al., 1990) ou en baie des Veys (Godefroy et Etourneau, 1994).
Sur tous ces sites, l'influence des apports sur la mauvaise qualité de l'eau a ét€ mise en
évidence.

La nature des rejets (riviére ou eaux de station d'épuration), la géométric du
secteur (cOte ouverte, estuaire ou baie), I'hydrodynamique (mer & marée ou sans marée), la
présence de vasiére, les conditions climatiques, tous ces facteurs jouent un role déterminant
sur la qualité de 'eau, des sédiments et, lorsqu'ils sont présents, des coquillages.

Les caractéristiques des sites sélectionnés dans notre étude et de ce fait leur réle
sur la qualité des eaux, peuvent €re résumés 2 grands traits :

L'ouest Cotentin, cote ouverte de la Manche est soumise a un fort marnage et a
de forts courants, la contamination fécale due aux apports des riviéres et des rejets urbains est
limitée aux débouchés des havres ; les conditions de mélange sont telles que la contamination
est peu étendue. Cependant lors des basses mers de vives eaux - du fait de la morphologie de
la zone et de l'écoulement des eaux de riviére dans les chenaux, les zones conchylicoles
peuvent étre fortement contaminées. Ceci doit €tre particuliérement marqué en période de
crue, ol ces zones conchylicoles peuvent étre fortement contaminées (observation REMI).

Baie fermée, 1a rade de Brest est une zone de mélange: les temps de
renouvellement sont élevés, surtout en été. Les apports permanents de la ville de Brest et des
rivieres principales, en font une zone ol une contamination rémanente est observée assez loin.
L'impact des rejets et de I'Elorn se fait sentir & basse mer de vives eaux jusque dans la baie.

L'estuaire de Morlaix subit de tés fortes variations de contamination dues a
I'importance de 'hydrodynamique de la Manche (forts courants et marnages élevés), des flux
rejetés en téte d'estuaire (by-pass de la station d'épuration). Dans ces conditions peuvent
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DEVENIR EN MER DES BACTERIES ENTERIQUES

INTRODUCTION

On a longtemps considéré que la mer avait un pouvoir auto-épurateur élevé ; le
bilan des études réalisées par Gunnerson (1974), Mitchel et Chamberlin (1974) ou Gameson et
Gould (1974) et report€ sur les tableaux ci-joints 14 et 15, montre que la plupart des temps de
survie des entérobactéries en mer sont trés courts. Ainsi les T90 - temps nécessaire pour que
90 % des bactéries perdent leur pouvoir de cultiver - sont évalués & 2 h 00 en moyenne.

L'observation des tableaux (14 et 15) des temps de survie suggérent plusieurs
remarques : tout d’abord l'une des raisons de l'obtention de temps trés courts est li€e aux
méthodes utilisées : les coliformes thermotolérants - ou Escherichia coli lorsque cette bactérie
est utilisée - sont recherchés sur des milieux trés sélectifs et a 44,5 °C, les milieux sont peu
performants pour mettre en évidence les bactéries stressées (Mc Feters ef al., 1982 ; Singh et
Mc Feters, 1992). D'autre part, il est intéressant de noter que nombre d'observations ont €té
réalisées dans des régions aux climats trés ensoleillés (Israél, Californie, Brésil...) ou .... I'été
en Angleterre (Gameson et Gould, 1974). Lorsque des temps de survie longs €taient trouvés,
les auteurs les ont écartés (tableau 15) comme étant des valeurs erronées (effluent ancien) ou
extrémes (La Hague) et ne les ont pas pris en compte dans les moyennes. Cependant Irving
T.E. (1977) indique, en accord avec les études de I'équipe Gameson, qu'a I'obscurité les T90
sont trés longs (quelques centaines d'heures et plus).

Depuis plus de dix ans maintenant, la notion d'auto-épuration de la mer a été
largement battue en bréche du fait de 'amélioration des techniques de mise en évidence des
bactéries et des résultats des €tudes sur la physiologie des bactéries en état de stress. Ainsi ce
sont les premiéres applications des techniques par microscopie (Kogure er al., 1979;
Zimmerman ez al., 1978) qui ont permis d'observer que les bactéries stressées pouvaient, avant
de mourir, passer par des €tats dits viables mais non cultivables (Rozack et Colwell, 1987a,
1987b ; Xu et al., 1992).

Le dernier élément qui a fait basculer la notion d'auto-épuration c'est, avec la
multiplication et la concentration des rejets liés & la construction des structures d'épuration
(années 1970-1980 en France), l'observation de plus en plus fréquente de zones cdtieres
chroniquement contaminées.

Les revues bibliographiques de travaux effectués sur le devenir en mer des
microorganismes (Solic et Krstulovic, 1992 ; Pommepuy et al., 1992 ; Mesplé et al., 1994 ;

Gourmelon, 1995) listent les principaux facteurs intervenant dans le devenir des bactéries
fécales en mer (fig. 29 ) :

- les phénoménes physiques : dilution, sédimentation régissant la dispersion
physique des bactéries, remises en suspension,

- les facteurs physico-chimiques intervenant sur le métabolisme bactérien :
température, salinité, oligotrophie, lumiere...,

- les facteurs biologiques : compétition, prédation, perte de cultivabilité, mortalité,

- les facteurs du patrimoine génétique de la bactérie.
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Figure 29 : Vue théorique des différents facteurs intervenant dans le devenir des
bactéries entériques en mer.

Les questions posées par la persistance des bactéries fécales sont multiples :

- sous quelle forme. et dans quel €tat physiologique sont rejetées les bactéries 7 Y-
a-t-i! décantation et quelle en est la vitesse ? Est-ce que les mécanismes de floculation
interviennent ?

- Comment se fait I'implantation des bactéries entériques dans le sé€diment 7 Y a-t-
il compétition avec la flore autochtone ? Quel est I'état physiologique des bactéries entériques
dans les sédiments naturels ? Y-a-t-il maintien du pouvoir pathogéne durant le stress et
échange de matériel génétique avec les bactéries allochtones ?

- Quel est I'effet des remises en suspension sur la qualité de I'eau ?

- Quels sont les facteurs responsables de la diminution observée du nombre de
bactéries fécales dans I'eau et surtout quels sont les facteurs les plus efficaces ?

- Quels sont les mécanismes d'action des différents stress : lumiére, salinité,
présence ou non de matiére organique assimilable ?

S'il est illusoire, dans 1'état actuel des connaissances de pouvoir répondre 2 toutes
ces questions, les techniques utilisées dans ce travail, permettent d'approcher certaines
réponses et de comprendre sur un site donné les facteurs principaux responsables du constat
observé (fig. 30).
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la contamination du sédiment vaseux de l'estuaire 7 Quel est le réle des mati¢res en suspension
sur la décroissance bactérienne ? L'article 2 (paragraphe IV) tente de répondre 2 ces
questions.

- L'implantation d'E. coli dans le sédiment a donné lieu & des études en
laboratoire. On a pu ainsi, hors des contraintes existantes in situ, étudier le mode
d'implantation de cette souche en présence ou absence de flore autochtone. L'effet des remises
en suspension des sédiments contaminés sur la qualité de I'eau surnageante a fait également
I'objet d'observations. L'article 3 (paragraphe V) reporte les résultats de cette étude.

- L'étude de la hiérarchisation des facteurs influengant la contamination d'un
site littoral. Le rble des différents facteurs peut étre évalué par modeles mathématiques.
L'application de ces modeéles a l'estuaire de Morlaix est présentée dans [article 4
(paragraphe VI) et l'article 5 (paragraphe VII) et 4 la rade de Brest dans [‘article 6
(paragraphe VIII).

I- MATERIEL ET METHODES

Certaines méthodes sont détaillées dans les articles de ce chapitre. Ce paragraphe
présente rapidement quelques unes des techniques utilisées.

1. L'étude des relations bactéries-particules

Ce travail a été réalisé sur la rade de Brest et comporte des analyses par filtrations
différentielles et des observations au microscope a balayage (Géode). Il a donné lieu & un
rapport UER-Rennes - CNEXO (1981).

L'eau a été prélevée lors des campagnes de vives eaux en juin 1980 et mars 1981,
pres des rejets (points 1 et 17), dans 'Elorn (point 8) et dans la rade (points 7, 9,19 - Fig. 7).

- Filtrations différentielles

Dans un premier temps l'eau est filrée sur 3 pm (filtre Millipore) ; le filtre est
ensuite rincé A l'eau distiliée stérile et placé sur milieu de culture. Le filtrat recueilli dans un
Erlen stérile est refiltré sur 0,22 pm (filoe Millipore) ; le filtre est traité de la méme fagon que
précédemment. Les milieux de culture utilisé€s sont : un milieu de Drigalski (AES Laboratoire)
préparé a I'eau distillée stérile et incubé 24 h 3 42 °C, un milieu de Drigalski préparé a I'eau de
mer stérile incubé 24 h & 25 °C, un milieu trypticase soja (AES Laboratoire) incubé 48 h
a25°C.

Les résultats sont présentés sous forme de rapport UFC 0,22 pm/UFC 3 pm
exprimé en pourcentage.

- Examen en microscopie a balayage

Un volume de 10 m! ou 100 ml est filtré sur filtre nucléopore polycarbonate
(0,22 pm). Les filtres sont ensuite déposés dans des boites stériles pendant 24 heures puis
séchés sous air ventilé 1 & 2 minutes.






76

Un ensemble de bactéries a ¢été recherché sur le sédiment : coliformes
thermotolérants, streptocoques fécaux (méthode décrites au chapitre 1 - Laboratoire de Saint-
L3), flore fécale sur milieu de Drigalski, flore hétérotrophe (trypticase doux). Ces techniques
ont été décrites précédemment. Pour ce qui concerne 1'étude du sédiment, le protocole est le
sutvant : 1 g de sédiment est dilué dans 9 ml d'eau distillée stérile ; 'homogénéisation se fait
par vortex (5 mn), puis des dilutions sont pratiquées sur cet échantillon. Les résultats sont
exprimés pour 100 g.

4. Etude de I'implantation d'une souche d'Escherichia coli dans le sédiment

Ce travail a été réalis€ en aquarium ; le systtme de prélévement mis au point a
l'intérét de prélever directement sur le site - avec une perturbation minimale - un échantillon de
60 x 40 x 30 cm. La souche choisie pour cette expérimentation est un Escherichia coli isolé
d'un prélévement urinaire, résistante a l'acide nalidixique et A la rifampicine, ce qui permet de
la différencier des bactéries présentes dans le milieu.

Le détail du matériel et des méthodes utilisés est développé dans l'article 3.

5. Etude de la survie d'E. coli en mer (T90)

Préparation de la souche (E. coli H10407) : cultivées dans un bouillon trypticase
soja, les bacténies sont récupérées en fin de phase exponenticlle de croissance, elles sont
ensuite centrifugées et lavées trois fois par centrifugation, afin d'éliminer le bouillon.

La suspension est ensuite inoculée dans des chambres & diffusion (volume 300-
400 ml) obstruées a chaque extrémité par des filtres Millipore de 14 cm de diamétre (porosité
0,45 pm) ; ces chambres, remplies par de I'eau de mer du site (filtrée & 0,45 pm) retiennent les
coliformes et limitent aux éléments dissous, les échanges avec l'extérieur. Les chambres
construites en quartz (pour laisser passer la lumiére visible et les rayons ultraviolets) et en
Plexiglas (ne laissant passer que la lumigre visible), sont immergées 3 différentes profondeurs
sous la surface de 'eau a l'aide d'un mouillage réalisé a cet effet. Une chambre noire (utilisée
comme contrdle a l'abri de la lumiére) est également installée sous le mouillage. La figure 31
illustre un des mouillages utilisés & Morlaix (extérieur de la baie, au Taureau).
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Figure 31 : expérience de survie d'E. coli en chambre a diffusion - Juin 1989 - Baie de
Morlaix.
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II - ETUDE DES RELATIONS BACTERIES-PARTICULES (RADE DE BREST)

1. Filtration différentielle

Une étude par filtration différentielle a été réalis€e sur les eaux de la rade de Brest
afin de connaitre les pourcentages respectifs de bactéries libres et adsorbées dans le milieu. On
constate que, pres des rejets, le pourcentage de bactéries libres est faible (inférieur 2 7 % pour
la plupart des espeéces bactériennes). Par contre, dans I'ensemble de la rade, par temps calme
(juin), les bactéries libres sont généralement dominantes. Lors des périodes agitées
(mars 1981), le pourcentage de bactéries libres tend & diminuer jusqu'a s'annuler.

Les résultats de filtrations différentielles doivent étre interprétés avec précaution
du fait des biais introduits par la technique. En effet, les bactéries libres peuvent étre piégées
sur le filtre par les particules pendant la filtration. D'autre part, Baleux et al. (1986) montrent
que l'utilisation de filtres calibrés (ex Nuclepore) rendent mieux compte du nombre de
bactéries libres, les filtres en fibres (acétate et nitrate de cellulose. Millipore) peuvent laisser
passer les bactéries libres.

2. Examens au microscope a balayage

Un autre élément est apport€ par l'examen des €chantillons au microscope a
balayage. Ce travail a donné lieu 4 un rapport (UER-CNEXO, 1981). Quelques résultats sont
présentés ici. Tout d'abord on observe des colonisations différentes selon les points de
prélevements.

A proximité des rejets

A faible grossissement (X 50), de nombreux amas de matiére organique
apparaissent. L'observation a fort grossissement (X 10 000), montre que ces amas sont
principalement composés de bactéries (photo 1 et 2). Leur polymorphisme traduit
I'hétérogénéité de la flore de ces amas.

Une soixantaine d'analyses effectuées au moyen de la microsonde électronique
CAMEBAX, ont permis de confirmer que lorsque, visuellement, la particule présentait un
aspect structuré, cela correspondait effectivement & un réseau cristallin (feldspath, quartz...).
De maniére abusive, nous utilisons ici le terme de matiére organique ou colloide pour tout ce

qui a un aspect inorganisé et dont la composition chimique ne répond pas a celle d'un minéral
(absence de Si, Al, Fe...).

A distance des rejets :

On observe des particules de nature minérale (quartz, feldpath...) ; les bactéries qut
leur sont associées sont peu nombreuses (photo 3). Elles apparaissent isolées, certaines
semblent en voie de lyse.
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PHOTO 3
(x 7 500)

PHOTO 4
(x 10 000)







PHOTO 5
(x 10 000)

PHOTO 6
(x 25 000)
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HI - ETUDE DE LA CONTAMINATION D'UN SEDIMENT * (OUEST-COTENTIN)

La cbte ouest du Cotentin est utilisée essentiellement pour la mytiliculture et
I'exploitation conchylicole est périodiquement menacée par des contaminations fécales. Le
Remi, Réseau Microbiologique de surveillance et de contrdle de la qualité¢ des eaux
conchylicoles, met en évidence des dépassements périodiques des normes de salubrité
(300 CF/100 ml dans la chair de coquillages) (Beliaeff et Cochard (1995) ; DDASS-
IFREMER, 1988, 1989, 1992).

L'objectif de notre étude était d'évaluer les deux sources potentielles de
contamination : les eaux des havres et le sédiment. Pour cela, des études ont été réalisées in
vitro sur le potentiel de décantation des eaux de la Vanlée et in siru sur la contamination des
sédiments cotiers.

a) Etude de la décantation des eaux de la Vanlée

Les expériences ont €té réalisées in vifro dans la colonne a sédimentation décrite
précédemment.

La caractérisation des eaux du havre de la Vanlée, prélevées au point 5, était la
suivante :

. 30 janvier 1991 : salinitt 23 %o - Coliformes thermotolérants
7.102 UFC/100 ml). Teneur en matiéres en suspension : 220 mg/l.

. 18 mars 1991 : salinité : 31 %o - Coliformes thermotolérants 8.102 UFC/100 ml
Teneur en matiéres en suspension : 22 mg/l.

30.1.1991 18.3.1991
Temps Surface Fond Temps Surface Fond
0 7.102 ND 0 8.102 8.102
10 mn 103 9.102 10 6.102 5.102
20 mn 103 9.8.102 20 5.102 3,5.102
60 mn 8.9.102 7.3.102 60 3,2.102 5,2.102
2h 00 8.7.102 7.9.102 2h 00 5.102 5.102
3h 00 7.5.102 8.4.102 3h 00 4,5 102 3,5.102
5h 00 6.3.102 7.5.102 5h 00 4.102 4,5102
Tableau 16 :  expériences de décantation des eaux du havre de la Vanlée,
Concentration en coliformes thermotolérants (CF/100 ml).
- 30 janvier : salinité 23 %o - MES : 220 mg
- 18 mars : salinité 31 %o - MES : 22 mg/l

Les résultats bactériologiques (tab. 16) montrent une stabilité de la concentration
en coliformes : que ce soit en surface ou au fond, les numérations restent identiques quelque
soit la charge en particules. Il n'y a pas de décantation significative des contaminants
bactériens dans les conditions de notre expérimentation (vitesse de courant nulle) alors que les
particules en suspension décantent en quelques minutes (résultats non reportés).

* Ce travail a été réalisé en collaboration avec Ph. Bassoullet et J. L'Yavanc,
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Les teneurs en matiéres organiques sont en moyenne assez fortes dans la partie
interne du havre de la Vanlée : (supérieur & 0,8 %) et en relation avec la présence de sédiments
fins. Dans la partie externe de la Vanlée, les teneurs en carbone organique sont 2 la limite des
valeurs mesurables pour le sédiment total.

Pour ce qui est de la bactériologie (figure 32) on constate que seule la partie
amont (points 1 et 2) est fortement contaminée en germes-test de pollution fécale. La partie
aval et le débouché du havre présentent un sédiment peu contaminé, mais les concentrations en
coliformes et streptocoques fécaux sont & nouveaun élevées dans la zone des bouchots. Le
relargage de feéces par les moules 2 certains moments de la marée (flot) pourrait expliquer en
partie cette remontée des contaminations au niveau des bouchots.

Des prélévements ont été également réalisés le 9 avril : la contamination en
coliformes évaluée sur Drigalski 2 42 °C (D42) était plus homogeéne sur les points
échantillonnés (1 A 6) et dix fois plus élevée (103 2 5.103 UFC/100 g) alors qu'en décembre,
les valeurs en coliformes thermotolérants dans le havre étaient autour de 102 UFC/100 g. En
avril le point 4 est le plus contaminé il est situ€ 2 la sortie du ruisseau des Hardes.

Le havre de Regnéville

Pour compléter cette approche et au vu des résultats granulométriques, des échantilions de
sédiments ont €té prélevés les 2 et 9 avril 1991 dans le havre de Regnéville, de l'aval au niveau
de 1'épi de Regnéville-sur-Mer jusqu'en amont, au débouché de la Sienne et de la Soulle (pont
de la Roque) (fig. 33). D'une manitre globale les sédiments de ce havre sont plus fins, plus
chargés en matiére organique et plus contaminés que ceux du havre de la Vanlée ; le 2 avril les
concentrations en coliformes (D42) étaient pratiquement toutes supérieures 4 104 UFC/100 g ;
le 9 avril des valeurs trés €levées ont été trouvées prés de 1'épi extérieur (105 UFC/100 g) et en
amont (pont de la Roque).

¢) Conclusions

Les études de décantation mettent en évidence un trés faible pouvoir de
décantation des coliformes thermotolérants présents dans les eaux du havre de la Vanlée,
puisqu'en cing heures aucun abattement n'est observé en laboratoire. Ces résultats sont
différents de ceux trouvés 3 Morlaix sur des mélanges eaux usées-eaux d'estuaire puisqu'a
Morlaix 90 % des bactéries décantent en 2 heures. Milne et al. (1986) ont comparé la
décantation des eaux d'effluents (fraitement primaire) avec celles d'eaux de l'estuaire de la
Clyde. Ces auteurs montrent gue la décantation des coliformes thermotolérants et des matidres
en suspension de l'estuaire est corrélée avec les teneurs en matiéres en suspension (entre 25 et
100 mg/l) et est fonction du temps. Dans nos expériences aucune décantation n'a été observée
que ce soit en faible charge (22 mg/l - 18 mars 1991) ou forte charge (220 mg/l - 30 janvier
1991).
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IV - Article 2 :

Rejets urbains et contamination fécale.
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V - Article 3 :

Implantation S Escherichia coli en
pilote expérimental et influence des
compétitions de flore.
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V1 - Etude du coefficient

de décroissance (T90)
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La phase de décroissance est exprimée par la lot de Chick :

N, = Ny x 107

avec N,= concentration bactérienne au temps t (UFC/100 ml)
Ny, = concentration bactérienne 3 to (UFC/100 ml)
K= coefficient de décroissance (jour - 1)
to = temps de latence (jour)

dans d'autres expérimentations seule la phase de latence (ou la phase de résistance)
existe avant (ou apres) la décroissance, les équations deviennent alors :

‘2
Latence : N, =N, x 107Kt
it
Résistance : N, =N, xl——l-(lli‘-
23k"

No = concentration bactérienne
K' = coefficient de décroissance (jour 2)
K" = coefficient de décroissance (jour ™)

Lors de nos observations in situ ou en laboratoire nous avons souvent obtenu, une
phase de latence avant la décroissance des numérations. En Martinique cette phase a pu durer
2 a 3 heures. Pour cela nous avons comme Sinton et al. (1994), préféré calculer le T90 avec
une régression en excluant la phase de latence sur des pas de temps trés courts (4 a 5 heures).
Lorsqu'une bonne cormrélation entre les log de concentration et le temps était observé,
I'évaluation des T90 s'est faite par la technique de régression linéaire sur I'ensemble des points.

La méthode de travail sur souche d'E. coli H10407 en chambre & diffusion
immergées sur site est détaillée dans l'article 6 (Salomon et Pommepuy, 1990).

Des études ont été réalisées sur les sites de Morlaix, de I'ouest Cotentin et de la
Martinique selon la méme procédure ; les résultats sur Morlaix sont présentés dans larticle 2
et 5 ; ceux de 'Ouest Cotentin et de la Martinique sont présentés ci-dessous.

1. Résultat sur le site de 1'Ouest Cotentin

Le mouillage était situé & environ 500 m au nord ouest de Granville. L'expérience
a été réalisée le 14 mai a partir de 18 h 00 (T0) : I'inoculation de la souche a eu lieu dans trois
chambres claires (A : en quartz - A9 A3 : en Plexiglas) et une chambre noire utilisée comme
témoin (N). L'expérimentation s'est terminée le 15 mai & 18 h 30 ; en parallgle, de nouvelles
chambres (quartz et Plexiglas transparent : 6 et 7) ont été remises a l'eau le 15 mai (7 h 30) et
relevées en fin de journée (18 h 30).

Les résultats sont présentés sur la figure 35 et les tableaux 18 et 19.
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CHAMBRES Quartz 5 Plexi 6 Plexi 7
TEMPS ™D DvC EPI ™ DVvC £P ™ pve EP
TO 22,47 ND 5.6.107 24108 ND 2107 107 ND 1.5.108
T4 4108 ND ND 9168 ND ND 9.10° " ND ND
Ti 36 54.10° 29107 6197 613305 | 35107 130 1.2.108 5.5.107

TD: bactéries cultivables.
DV : bactéries viables.
Epi: bactéries totales.
ND : non déterminé.

Tableau 19 : Résultats des numérations bactériennes dans les chambres & diffusion -

site de Granville - 15 mai 199.
TD : Bactéries cultivables  DVC : Bactéries viables
Epi : bactéries totales ND : non déterminé

Afin d'évaluer ces résultats dans un contexte plus général, les T90 obtenus 2
Granville ont €t€ reportés sur-le graphe obtenu 2 partir des études réalisées sur Toulon et
Morlaix (Pommepuy et al., 1991) (fig. 36a). Sur cette figure les T90 sont comélés avec
Iintensité lumineuse regue par la bactérie : intensité mesurée sur le site corrigée de la
diminution due au coefficient de pénétration de la lumitre dans l'eau - mesuré€ sur place - et
dans la chambre 2 diffusion (I'atténuation, est calculée suivant la nature de la chambre).

On constate que les résultats trouvés sur le site de Granville concordent avec ceux
précédemment obtenus, sur le site de Morlaix. Connaissant les valeurs en matiéres en
suspension sur la zone ouest du Cotentin, on peut conclure que, dans les eaux claires de
Granville (MES < 10 mg/l), les T90 sont de l'ordre de quelques heures (2 - 5 h). Par
contre au niveau des havres et surtout du havre de Regnéville, ot nous avons mesuré
des teneurs en MES de I'ordre de 10 2 40 mg/l, les T90 peuvent étre estimés a plusieurs
dizaines d’heures (T90 de 30 a 40 h) en se reportant i I'abaque (figure 36b) permettant
de relier la profondeur, la turbidité, I'intensité lumineuse et les T90.

2. Martinique

Les trois sites retenus pour I'étude en Martinique sont présentés sur la figure ci-
dessous :

Les sites correspondent aux différentes conditions physico-chimiques trouvées
dans I'lle : présence de matiere organique au débouché de la Lézarde et eau claire dans I'anse

d'Arlet et au Robert.
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TO0(h)

Intensite lumineuse { pWEi/m/h )

Figure 42 : Relation entre le T90 et l'intensité lumineuse :
- Europe,
----- Martinique (sans obscurité)

Pour les forts ensoleillements la perte de cultivabilité est rapide (< 5 heures). Le
métabolisme bactérien d'aprés Barcina et al. (1989, 1990) est dépendant de l'ensoleillement et
de la présence de sel : ainsi 2 la lumiére ces auteurs observent une diminution de la taille des
bactéries et de l'assimilation du glucose. Les T90 trouvés pour ces intensités correspondent 2
ceux cités dans la littérature (Perez-Rosas et Hazen (1988), Bravo et Vicente (1992) ; Roberts
et William (1992)).

Dans les chambres & I'abri de la lumiére le T90 varie entre 7 h et 30 h en
Martinique. Tandis que sur les ¢Otes européennes les T90 trouvés sont généralement plus
longs et peuvent atteindre 7 2 9 jours (Le Hir er al., 1990) mais seulement 12 h sur le site de
Granville. Le fait qu'en Martinique 2 I'obscurité, les T90, soient faibles (< 30 h) peut étre
attribué aux conditions locales de température et d'oligotrophie. En effet, de nombreux
travaux montrent le rble de la matiére organique et des osmoprotecteurs sur le maintien de la
viabilit€ des bactéries (Gourmelon, 1995 ; Bonnefont et al, 1990). Dans les eaux
martiniquaises, du fait de l'oligotrophie des eaux, les bactéries fécales seraient plus stressées
que dans les eaux européennes estuariennes. D'autre part différents travaux ont montré que la
survie était prolongée dans les eaux froides par rapport aux eaux chaudes (Bonnefont et al.,
1990). En Martinique, les expérimentations sont réalisées dans des eaux & 27-28 °C alors qu'en
Atlantique la température était de 10 a 15 °C maximum.

Ces différents facteurs de stress et leur accumulation peuvent étre également
responsables ou explicatifs d'autres observations : ainsi en Europe, tandis que les numérations
bactériennes se stabilisaient la nuit, en Martinique elles continuent 2 décroitre de fagon
importante. Il serait nécessaire d'avoir une idée plus précise des spectres solaires en Martinique
et en Atlantique pour comprendre précisément les mécanismes impliqués dans le stress
lumineux. Sinson et al. (1994), Davies-Colley et al. (1994) montrent que l'efficacité de la
lumiere est fonction de la longueur d'onde ; en milieu marin, UV A et la lumitre visible
seraient trés efficaces pour inactiver les bactéries fécales.
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Plus élégantes et surtout plus performantes sont les techniques de modélisation
mathématique qui permettent une analyse quantitative des diverses composantes d'un
processus. Une fois étalonné, le modele permet de décrire les zones impactées et de présenter
des solutions d'aménagement. Ces modéles permettent également d'évaluer les risques
sanitaires des rejets sur les activités (Ganoulis, 1991).

Différents modeéles mathématiques ont été réalis€s ces derniéres années et
appliqués 3 la contamination fécale des eau cotieres : modeles de régressions multiples
permettant de prédire les concentrations en coliformes fécaux (Kay et Mc Donald, 1983),
modeles basés sur des traitements statistiques de données de courant (Ganoulis, 1991, Teusen
et Linde-Jensen, 1992 ; Thouvenin, 1991), modéle en boites (définition de zones homogénes
et calcul de flux au travers des limites) (Chen er al., 1991), modéles numériques de courant
(Bell er al., 1992 ; Monterio, 1992 ; Roberts et Williams, 1992). Sur les cOtes frangaises
plusieurs modeles numériques ont été développés en Manche Atlantique (Salomon e al., 1991
; 1994), en Méditerranée (Thouvenin, 1991), en Martinique (Lazure et al., 1995) et dans les
principaux estuaires ; ces modeles tiennent compte de différents facteurs hydrodynamiques et
sédimentaires (Le Hir ef al., 1993).

Quelques applications a I'étude de la dispersion des rejets bactériens ont été
réalisées 2 partir de ces outils et sont présentés ci-apres (articles 4, 5 et 6).
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V1. Article 4 :

Mathematical mobdel of bacterial
contamination of Morlaix estuary
(France).
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VIl - Article 5 :

Mobdélisation du transport dissous et
particulaire dans Pestuaire de Morlaix.
Application au devenir
des bactéries entériques.
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IX - Article 6 :

A mathematical model for enteric
bacteria in coastal arcas.
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X - CONCLUSION

Le devenir des bactéries rejetées par les rivieres et les stations d'épurations est
dépendant d'un ensemble de facteurs tels que I'association bactéries-particules au moment
du rejet et les conditions du milieu récepteur.

Le type de traitement des eaux appliqué dans une station d'épuration détermine la
qualité de l'apport bactérien. En rade de Brest, par exemple, le rejet de la station d'épuration
de la ville de Brest libére des flocs organiques dans lesquels les bactéries sont protégées. Dans
ces agrégats, le polymorphisme observé refléte la grande variété des espéces bactériennes
issues des stations de type "boues activées”. A Morlaix et a Toulon, les bactéries associées a
du matériel particulaire ne représentent que 25 % environ des bactéries dans les rejets (Dupray
et al., 1991). Les dysfonctionnements des stations ainsi que les variations de charge peuvent
diminuer le pourcentage de bactéries libres (Bitton, 1994).

A leur arrivée en mer, des floculations se produisent a faible salinité (< 5 %o). Le
devenir des bactéries va dépendre alors de leur association au matériel particulaire : adsorbées
& des particules minérales, elles vont décanter trés rapidement, si, par contre, elles sont
agglomérées dans des flocs organiques, leur temps de séjour dans la colonne d'eau sera plus
long, quand aux bactéries libres elles resteront en suspension. Les études réalisées sur les sites
de Morlaix et de l'ouest Cotentin illustrent les différences observées d'un site a l'autre. A
Morlaix, le mélange eau de station-cau d'estuaire décante rapidement : quelques minutes pour
les particules minérales peu chargées en bactéries, deux heures pour les bactéries. Les eaux du
havre de la Vanlée (Ouest-Cotentin) ont un faible pouvoir de décantation. En cing heures on
n'observe aucune diminution de la charge bactérienne dans la colonne deau, lors des
expériences faites en laboratoire. Cette différence est a imputer en partie 3 la charge
bactérienne qui varie d'un site 2 l'autre : 2 10° UFC/100 ml & Morlaix, inférieur a 10°
UFC/100 ml pour les eaux du Cotentin.

La nature et la contamination du sédiment vont dépendre des vitesses de chute
et des conditions hydrodynamiques qui régnent sur le site du rejet. Sur les cotes battues par les
houles, les sédiments sont grossiers (médiane > 200 pwm et absence de particules fines
<40 pm) et peu contaminés. Dans les estuaires, par contre, ol les particules sont piégées,le
sédiment est alors formé essentiellement de particules fines et les concentrations en bactéries
fécales y sont trés élevées. On observe alors une corrélation significative entre les teneurs en
matiéres organiques et la contamination fécale. Il existe donc une relation entre la nature du
sédiment et la contamination fécale : plus les sédiments sont fins (argiles) plus les teneurs en
bactéries seront élevées.

L'implantation de bactéries d'origine entérique dans le sédiment se fait en
présence d'une flore autochtone qui oppose une pression de sélection. L'état d'équilibre qui
s'instaure est dii 3 une adaptation des bactéries allochtones mais également a l'apport continu
des rejets. Les expériences in vitro démontrent qu'une implantation ponctuelle dE. Coli en
présence de flore autochtone n'est pérenne qu'en présence de fortes teneurs en matiére
organique. En effet, la présence de matiére organique dans le sédiment joue un rble essentiel
en apportant aux bactéries entériques des osmoprotecteurs (Ghoul, 1990} leur permettant de
surmonter I'élévation de la pression osmotique. D'autres modes de respiration doivent
également étre adopt€s par les coliformes thermotolérants puisqu'ils sont retrouvés en milieu
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décroissances bactériennes s'arrétent des l'absence de lumigre, ce qui n'est pas observé en
Martinique ou & Granville, ou elles continuent 2 décroitre pendant la nuit. 11 serait nécessaire
de mesurer plus précisément les spectres solaires pour comprendre les dommages induits par
le stress lumineux et en particulier la contribution des longueurs d'onde proches du visible sur
les mécanismes de l'inactivation bactérienne.

Les coefficients de décroissance d'origine biologique ainsi obtenus peuvent étre
ensuite comparés avec les coefficients de dilution physique afin de déterminer sur les sites
littoraux les facteurs responsables de la décroissance observée. Ainsi en baie de Morlaix, les
facteurs de dilution apparaissent 500 fois plus efficaces en vives eaux que les facteurs
biologiques pour expliquer les concentrations trouvées.

En Méditerranée, Thouvenin (1991) indique que, si durant la remontée du
panache, seul le facteur physique est dominant, il n'en est pas de méme lorsque le panache se
déplace en surface, le soleil joue alors un rle trés important sur la perte de cultivabilité. En
baie de Fort de France, Lazure ¢ al. (1995) en utilisant les T90 et les mesures faites in situ,
ont simulé l'impact des rejets sur la qualité de I'eau. Les résultats montrent qu'a priori des T90
tres courts (2 heures) appliqués pendant le temps d'efficacité de l'ensoleillement (= 8 h) et
ajoutés a des temps plus long le reste du temps sont tout 2 fait réalistes. La lumiere peut donc
jouer un role important et inverser le rapport dilution physique/perte de cultivabilité.
Néanmoins l'effet lumiere reste limité a moins d'une dizaine d'heures par jour. Les facteurs
biologiques (broutage par le zooplancton) exerceraient un role majeur dans le cas des lagunes
ou la dilution physique est trés faible (Trousselier et al., 1992).
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INTRODUCTION

Les bactéries entériques rejetées en mer perdent rapidement leur pouvoir de
cultiver surtout lorsque les conditions deviennent hostiles : manque d'éléments nutritifs,
augmentation de la salinité, ensoleillement important... Ces derniéres années, les travaux
réalisés par 'équipe de R.R. Colwell ont démontré que les bactéries €voluaient en mer vers un
état dit viable non cultivable (Xu et al., 1982 ; Colwell er al., 1985 ; Grimes et al., 1986 ;
Rosack et Colwell, 1987).

Depuis, de nombreuses publications ont abondé dans ce sens et en prenant pour
acquis cet état de viabilité o le pouvoir de cultiver sur des milieux de référence est perdu.
Aux bactéries entériques ou pathogénes pour l'homme : Salmonella, Escherichia coli,
Campylobacter, Legionella, Vibrio cholerae, se sont adjoint d'autres bactéries de
I'environnement qui évolueraient selon le méme processus : Vibrio salmonicia, Bacillus
subtilis, Aeromonas hydrophyla, Vibrio vulnificus, Aeromonas salmonicida... La perte de
cultivabilité de Vibrio cholerae, par exemple, expliquerait en partie les variations d'abondance
observées et aussi la distribution de cette bactérie dans les pays ou la maladie est endémique
Xueral., 1982).

Différentes modifications morphologiques ou physiologiques sont observées a ce
stade de non cultivabilit¢. Dans une revue récente, Oliver (1993) évoque les travaux et les
outils mis en pratique pour étudier la formation des cellules non cultivables : mesures directes
par microscopie (Direct Viable Count), cytométrie de flux utilisant divers cytochromes,
micro-autoradiographie, (Reaction d'amplication génique - PCR), anticorps couplés avec la
technique DVC, utilisation de substrats marqués, etc. Sans revenir sur tous les aspects
évoqués, on peut néanmoins rappeler que les principales modifications observées concernent :
les changements de taille aussi bien sur les vibrions (Novitsky et Morita, 1976 ; Colwell et
al., 1985) que sur Salmonella (Galdiero et al., 1994) les modifications des systémes de
transport (Gauthier ef al., 1993 ; Linder et Oliver, 1989), de la respiration (Troussellier ez al.,
1994 ; Smith et Mc Feters et al., 1994), I'épaississement de la membrane (Munro, 1988 ;
Galdiero et al., 1994), la modification de la structure de 'ADN (Moyer et Morita, 1989 ;
Gauthier er al., 1992 ; Hood er al., 1986), la diminution du nombre de copies du génome
(Troussellier et al., 1994). Cependant, le contenu plasmidique semble se maintenir (Byrd et
Colwell, 1990, Van Overbeek, 1990) ainsi que la virulence ou plus exactement le pouvoir
pathogéne potentiel (Grimes et Colwell, 1986 ; Michel et Dubois-Damaudpeys, 1980) alors
que la bactérie n'est plus cultivable.

Si la bactérie est maintenue dans le milieu qui lui est hostile, elle évolue vers un
état dit de dormance puis dans un état irréversible (pré-sporulation - R.R. Colwell,
Communication personnelle) qui entrainerait la mort et la lyse de la cellule.

Lorsque les conditions redeviennent favorables, on peut observer une reviviscence
de la bactérie ; ainsi, différentes expérimentations ont ét€ réalisées en laboratoire pour étudier
les possibilités pour ces bactéries viables non cultivables de reprendre un métabolisme actif
(Colwell et al., 1985 ; Nilsson et al., 1991),

Dans la nature les bactéries entériques sont-elles capables de recultiver ?
Peuvent-elles maintenir leur pouvoir pathogéne ? Quels sont les mécanismes impliqués
par cette évolution ? Tels sont les problemes posés ; ceux-ci sont par ailleurs communs a
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Au systéme de transport passif s'adjoignent trois autres systémes de transports
(fig. 44) (Furlong, 1987).
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Figure 44 : principaux types de systémes de transport chez les bactéries a gram négatif
(Furlong, 1987)

Le systéme de translocation de groupe (2) exigeant l'association de composés
situ€s a la fois dans le cytoplasme et dans la membrane ; pendant ce transport il y a
modification du substrat ; le gradient électrochimique (3), transport de la proline et du
lactose, dépendant d'un systéme de co-transport de proton (principalement des ions Ht et
dans une moindre mesure Nat). L'énergie nécessaire serait fournie par de la FMP. Le dernier
systtme (4) "Binding proteins-dependant transport system” fait intervenir des protéines
périplasmiques qui possédent des liaisons spécifiques pour le soluté transporté (I'énergie
venant de I'ATP). Ces différents systémes peuvent étre, en fait, utilisés par un nutrient donné.
On ne connait que peu de choses sur le choix de ces systemes. Gauthier et al., (1992) ont testé
leur sensibilité au choc osmotique ; ainsi pour des E. coli cultivés sur milieu doux, le passage
en eau de mer provoquerait l'inhibition de tous ces systémes et le rejet partiel de substances
intracellulaires.

Certains agents découplants sont utilisés pour étudier l'effet de l'inhibition des
systemes énergétiques sur la physiologie bactérienne ; ces agents arrétent, par exemple, la
synthése de protéines produites par I'ATP synthétisée, sans bloquer la consommation
d'oxygene : ainsi le flux d'électrons continue, mais aucun gradient HY n'est formé et la force
protonique  est complétement annulée. Le CCCP (Carbonyl Cyanide m-
cChlorophenyldrazone) lorsqu'il est ajouté au milieu de croissance, dissipe la FMP.
L'abolition de I'action d'un composé (par le CCCP, par exemple) suppose donc son couplage a
la FMP.

Le comportement du CCCP dépend du type de la bactérie : chez les vibrions,
l'accumulation des nutriments est liée A l'apparition d'un gradient électrochimique de Na™.
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matiéres en suspension, matiere organique, osmoprotecteurs - capables de lever
I'inhibition due a ces stress.

- Le milieu naturel : facteur de stress ; la premiére étude - a pour objet de
préciser les conditions de stress que subissent les bactéries in situ. Ce travail s'est
particulierement intéressé au role de la matiére organique et des matiéres en suspension en
tant que facteurs antagonistes des stress lumineux et osmotiques. En effet, ces facteurs
peuvent agir soit directement en arr€tant les rayons lumineux, soit indirectement par leur effet
biologique (apport de nutriments). Il était int€ressant de savoir comment in situ ces deux
modes d'action pouvaient intervenir (article 7).

- La perte de cultivabilité a fait I'objet de 1'étude suivante. Ce travail a été réalisé
avec Escherichia coli H 10407. La souche, immergée in situ dans des chambres 2 diffusion
est soumise a différentes conditions naturelles (eaux claires, turbides avec ou sans
ensoleillement). Les techniques de comptage direct (bactéries totales, bactéries viables) sont
utilisées en paralléle des techniques par culture (bactéries cultivables) ; la comparaison des
numérations ainsi obtenues permet d'observer 1'évolution physiologique de la souche testée.
L’article 8 présente les résultats obtenus.

- Le maintien du pouvoir pathogéne lors de la perte du pouvoir de cultiver a
ensuite été étudié. La souche enterotoxinogéne E. coli H 10407 a été soumise au méme
protocole que précédemment : séjour in situ dans des chambres a diffusion avec ou sans
illumination. L'évaluation de la pathogénécité a été étudiée en utilisant la technique de I'anse
ligaturée de lapin et en parallele une technique GMj - ELISA - les résultats sont présentés
dans l'article 9.

- La lumiére visible, ayant un effet drastique sur la perte de cultivabilité de
bactéries entériques rejetées en mer nous avons tenté d'en déterminer les mécanismes d'action.
L'hypothése retenue est l'implication d'espéces oxygénées réactives dans les dommages
cellulaires. L'étude in vitro a permis de tester le role de 'oxygéne et des ROS en utilisant des
composés piégeant ces espeéces toxiques : le B-caroténe, la superoxyde dismutase, la catalase,
la thiourée ainsi que la desferrioxamine B (un chélateur du fer). Les résultats sont présentés
dans ['article 10.

Les études ont ensuite porté sur la modification de certains syst¢mes d'énergie ou
d'activités enzymatiques sous l'effet des stress oxydatif et osmotique.

- Modification des systémes énergétiques : Dans ce travail nous avons utilisé le
CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone - qui meodifie le gradient protonique
(H*) et découple le transport d'électrons & partir de I'ATP synthétisée. Ce composé peut
transporter les protons dans la cellule sans la participation de 'ATP synthétase. La force
motrice protonique est alors neutralisée et 'ATP n'est plus synthétisée. Dans I'étude reportée
dans l‘article 11, le CCCP a été€ utilisé pour étudier la modification du transport actif chez
E. coli lorsque les conditions de salinité et de nutriments varient. L'apport d'osmoprotecteur
en présence ou absence de CCCP et a différentes salinités a €galement été observé. Ces
résultats sont comparés a ceux obtenus sur Vibrios - bactéries halophiles, ou le transport d'ion
Nat est indispensable 4 la bactérie.
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ABSTRACT

The effect of natural sunlight on culturability and persistence of pathogenicity of Escherichia
coli was examined in the field, i.e., in Morlaix Estuary, France, using an enterotoxigenic strain
of Escherichia coli H10407. Results showed that E. coli responds to the estuarine diurnal
solar cycle by entering the viable but nonculturable state upon exposure to sunlight. That is,
DVC counts remained stable without significant change, but the E. coli cells remained fully
culturable only in control chambers in the dark, i.e., without solar irradiation,. The effect of
sunlight on the pathogenicity of E. coli H10407 was studied, using both the rabbit intestinal
loop assay (RILA) and GMI1-ELISA, a sensitive procedure for testing for production of
enterotoxin. Results of the GM1-ELISA demonstrated that strains of E. coli, after exposure to
sunlight and entering the viable but nonculturable state, retained pathogenicity, producing
enterotoxin. The GM1-ELISA is concluded to be more sensitive than the rabbit intestinal loop
assay for analysis of enterotoxin in natural water samples.






The serum was freeze-dried in portions and stored at - 20 °C until needed, when it was
dissolved in saline prior to use.

Microcosm experiments

Experiments were carried out using one-liter flasks, containing ca. 800 ml samples of water
collected at high tide from the surface water of the Morlaix Estuary (34.8 %o salinity). The
seawater samples were sterilized by passage twice through 0.22 mm pore size, 47 mm diameter
membrane filters (Millipore Corporation, Bedford, MA). E. coli H10407 was inoculated into
each flask to a concentration of ca. 10° cells/ml. Three of the flasks were exposed to sunlight
in a plexiglass water bath at 16 = 2 °C and three other flasks were also placed in the waterbath,
but in the dark, i.e., covered with sterile aluminum foil. After incubation for 3, 6, 9, 22, 26, 32
and 46 h ca. 10 ml volumes were removed from each flask for bacterial counts, using the
methods described above.

Field studies were also carried out in the Morlaix Estuary, France, during June, 1988, using
membrane chambers, as described by Fliermans and Gorden (9). The 600 ml membrane
chambers were washed with 95 % (v/v) ethanol and air-dried, after which vacuum was applied.
The chambers were filled with filter-sterilized seawater and equilibrated immediately after
addition of the seawater, by submersion at the test site. At the Morlaix estuary site where the
experiments were done, the water temperature (average) was 15 °C during the night and 16 °C
during the day and the salinity was 35 £ 0.5 %eo.

Both quartz and plexiglass chambers were submerged 0.3 m below the surface, supported by
flotation buoys. Bottom experiments were conducted using four plexiglass chambers
suspended 0.5 m from the bottom in water of ca. 9 + 3 m depth.

The entire assembly was lowered into the Morlaix Estuary at the test site, but immediately
prior to submersion, the chambers were inoculated with 1 ml of a suspension of Escherichia
coli H10407 to a final concentration of 2.5 x 10° cells/ml.

For bacterial enumerations, samples were collected immediately after inoculation, and at 16,
30, 40, 53, and 57 hr, from the bottom chambers, and at 3, 6, 9, 12, and 34 hr from the surface
chambers. The samples (10 ml) were collected using a sterile 25 ml syringe.

Upon termination of each experiment carried out in the field, ca 200 ml of sample was
removed from the chambers for the rabbit intestinal loop assay, as follows. All samples used in
the experiments were transported to the laboratory on ice, i.e. at ca. 4 °C, with total time
elapsing from collection to analysis being 6 hr or less. In the laboratory, rabbit loops were
inoculated with 1.0 ml of sample, without concentration, as follows. Sample I comprised sterile
seawater in an uninoculated surface chamber, sample 2 was seawater from the bottom
chamber, and sample 3 seawater from a surface chamber. Sample 1 was a 1/1000 saline
dilution of broth used in the experiments, serving as a control.

Light irradiance

Light urradiance was measured using a submersible quantum sensor (LI-COR), permitting
detection of radiation in the 400-700 range. Light irradiance was measured in the field, just
below the surface and just above the bottom, at the time of sample collection. In the laboratory
studies, light irradiance was monitored in the uninoculated flask serving as control.
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RESULTS AND DISCUSSION

The effect of solar irradiation on the viability, i.e., platability, of E. coli, as measured in
microcosms and in membrane chambers in the field is shown in Fgs. 1 and 2. The
measurements graphically displayed in Figs. 1A and 2A represent light intensity expressed as
nEm™S™, measured in the laboratory or in the field, the latter just below the surface.

E. coli cells exposed to measured quantities of sunlight showed stable DVC and AODC
counts, but plate counts (culturable cells) decreased from 2 x 10° cells/ml to no detectable
culturable cells after exposure for 26 hr (Fig. 1B). Plate counts of cells incubated in the dark
did not decrease (fig. 1C). However, as soon as exposure of these cells to light occurred, the
plate counts decreased, but, in both cases, the AODC and DVC did not change significantly.
Plate counts of samples of surface water in chambers suspended in the Morlaix Estuary on
June 20, 1988, showed a rapid decrease with exposure to sunlight (Fig. 2B) whereas plate
counts for samples from chambers incubated at the bottom remained stable, i.e., the number of
culturable bacteria did not change significantly (Fig. 2C).

Light intensity during the day was significant, both in June and October (> 1000 pEm™S™), for
surface samples. In the field, as previously reported (17), light intensity just above the bottom
was significantly Jess (< 100 pE m?s"') with suspended and/or dissolved organic matter
contributing to light absorption and, therefore, stability of the plate counts because of
decreased light penetration.

Rabbit intestinal loops

Results of analyses of fluid accumulation in the rabbit loops are given in Table 1. Fluid
accumulation associated with seawater was sufficiently extensive that it masked toxigenic
activity of the cells, a phenomenon reported by Johnson and Calia (12) to occur in experiments
carried out using Vibrio parahaemolyticus suspended in seawater.

GMI-ELISA

Fluid in loops of the rabbit (R2) was examined by GM1-ELISA, as described in the Materials
and Methods, and results are given in Table 2. In the direct assays, samples 2, 3 and 4, were
tested after the E. coli strain had been incubated in the loops for 7 hr, yielded positive results in
GMI1-ELISA, whereas the sterile sample (1) was negative. Assays done after loop contents
had been cultured in MCA broth for 24 hr at 37 °C, with shaking, showed only sample
2 yielding a positive result.

The seawater control (sample 1) produced very slight, but measurable fluid accumulation in
rabbit intestinal loops. In the study reported here, inter-loop leakage contamination did not
occur and was not, therefore, responsible for the observed fluid accumulation in the loops.
Indeed, examination by GM1-ELISA of the interloops immediately upon inoculation and after
inoculation were negative for E. coli H10407. Thus the effect of seawater is concluded to
account for the very slight accumulation of fluid (12), although temperature may also have an
effect (see below).

E. coli H10407, after exposure to seawater, i.e. samples 2 (culturable) and 3 (non culturable)
was able to produce toxine (LT) in rabbit intestinal loops, confirmed by GM1-ELISA. See






frequently been observed that shellfish can contain high culturable fecal coliform counts when
the surrounding seawater is sufficiently low in coliform count to be considered safe for shellfish
harvesting. Halotolerance of E. coli and reduction of light penetration when particulate matter
is present have been shown to be responsible for E. coli continuing to be culturable for days,
weeks, or longer (17, 18, 20). When ingested by shellfish, the E. coli and related bacteria may
retain culturability when the same bacteria in the surrounding seawater exposed to sunlight
may be viable but non-culfurable, leading to a disparity between the shellfish and water
culturable counts. In light of these considerations, the "die-off” calculation employed by
sanitary engineers for measuring the quality of seawater at sewage outfalls may be too simple a
measurement, at least in the context of public health. At the minimum, reevaluation of
assumptions made in such calculations is needed and detection methods, other than culturing,
are needed for accurate measurement of the potential pathogens and/or "indicator” organisms
that may be present.
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Table 1. Fluid accumulation in rabbit loops.*

Sample Treatment

1 Seawater
without
E.Coli

2 E.Coli
H10407
LT m
bottom

seawater
chamber

3 E.Coli
H10407
LTt in
surface

seawater
chamber

4 E.Coli
H10407
LT
incubated
for 3 days

in
physiological
saline at 20C

Loop No.
(sequencel ? Fluid Accumulation
3 0.91 (weak +}
4 0.87 {weak +)
1 0.84 {weak +)
2 0.43 {-}

Loop
2

Fluid Accumulation
0.91 (weak +)

1.20 (+)

Q.76 {weak +}

0.51 (weak +)

1

Fluid accumulation is the ratio:

2

Loop number 1 was located just below the stomach

22

weight (g)/length (cm)])
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Effect of solar radiation on E.coli H 10407 in filtred seawater. (A) Light intensity.

AODC(4), DVC (&) and plate counts (@) were calculated for samples collected from
flasks incubated in the light ( B ) or flasks incubated in the dark (C). Standard

deviations are indicated by bars.
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ABSTRACT

Several methods for measuring metabolic activity of fecal coliforms based on
methylumbelliferyl substrate utilisation have been reported. Because fecal coliforms discharged
via sewage into coastal areas are subjected to environmental conditions of elevated salinity,
exposure to sunlight, etc., B-galactosidase activity was measured as a better way to monitor
viability than plate counting. :

Escherichia coli was found to a useful model for fecal coliform in waste water using f3-
galactosidase activity induced by isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG). The mean enzyme
activity per cell (A/C) of sewage bacteria and induced E. coli were found to be similar
(log A/C = -8.5 versus log A/C = - 12,1 for uninduced E. coli).

The initial enzyme activity was not dependant on phase growth of the cell (exponential versus
stationary phase) or wether marine or fresh water at the time of initial dilution. The osmotic
change resulted in a decrease of culturable cells, whereas enzyme activity remained constant.
A drastic decrease in number of culturable bacteria followed by a decrease in B-galactosidase
activity was observed after exposure to visible light radiation. In this study, the B-
galactosidase enzyme is concluded not to be used by E. coli as a bulk protein during
starvation ; furthermore, the results suggest that enzyme is retained in viable but non
culturable bacteria with the conclusion that $-galactosidase appears to offer a useful and rapid
(25 min) measure of the viability of fecal coliforms and therefore of the water quality of
bathing and shellfishing areas.
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bank of seven fluorescent neon lights (Lumilux de luxe Osram, Germany). Light intensity was
approximately 800 pE/m/s, measured with a licor Li 100 instrument (Li-cor, Inc., Lincoln,
Nebraska). Half the samples were incubated in the dark by covering the flasks with aluminium
foil. All samples were incubated for ten days with shaking (180 rpm).

B-GALACTOSIDASE ASSAY. Water samples were filtered using 0.22 pm pore size 47 mm
diameter membrane filters (Polycarbonate Nuclepore Costar Sc. Corp.). Each filter was placed
in a 250 ml flask containing 13.5 mi sterile 0.05 M phosphate buffer (pH. 7.9) and 0.05%
sodium lauryl sulfate (SLS) (Sigma Chemical Co). MUGal [0.25 mg/m! in buffer + SLS (Sigma
Chemical Co)] was dissolved by heating to 70 °C . ca. 9 ml of the solution was added to each
flask and to a sterile control flask containing 13.5 ml buffer and 0.05% SLS. The flasks were
incubated in a water bath shaker at 44.5 °C . Fluorescence of sample aliquots was measured at
5 min intervals for 25 min using a Sequoia Turner instrument Model 450 (OSI), with excitation
set at 369 nm and emission at 450 nm, after addition of 100 pl 10 M NAOH to 2.5 ml of
sample in each cuvette. Enzymatic activity was measured as production rate of MU (pM min-
1), determined by least square linear regression.

Resistance of B-galactosidase to inactivation was investigated using chloramphenicol (final
concentration of 100 pg/ml). After addition of chloramphenicol, the cultures were incubated
for 1 hour at 37 °C at the end of stationary phase (OD600=0.36) and during exponential phase
(OD600=0.13). MUGalase activity was measured, comparing chloramphenicol treatment with
controls (untreated). Results were confirmed using API 20E (Bio Merieux).

Several disinfection procedures for E. coli were compared, including addition of chlorine,
peracetic acid, or formalin. Controls were autoclaved. Cells were also exposed to repeated
cycles of freezing and thawing. In some experiments lysozyme was also added before the
freeze-thaw treatment. The effect of different treatments was monitored using direct counting
by epifluorescent microscopy (Carl Zeiss Jena - Jenamed) and plate counts.

RESULTS AND DISCUSSION

To determine [-galactosidase activity of E.coli under different physiological conditions,
cultures were grown in a medium with and without IPTG, a non metabolizable inducer.
Cultures of E. coli, both induced and uninduced, were diluted in seawater (1/100).
Corresponding (To) cell number and enzyme activity values are shown in Fig. 1. Uninduced
E.coli cells were characterized by low enzyme activity (logU) at high cell numbers (CFU).
Enzyme activity of induced cells was 1000 times higher when cell numbers remained
unchanged (Fig. 1). Initial enzyme activity per cell (log AC/c) of uninduced cells varied from -
11.9 to -12.2, while activity of induced cells ranged from -8.0 to -9.0.

Induced cell suspensions of E. coli were diluted in artificial seawater (1/100) to establish
whether a correlation (Fig. 1) existed between numeration and enzyme activity of cells under
the same physiological conditions. The slope of the correlation line was found to be

approximately 1 (log B-gal = 0.98 log CFU -5.34; r = 0.95).

Enzyme activity and corresponding culturable cell number of fecal coliform bacteria in
seawater dilutions of sewage were measured. From the results obtained (Fig. 1), it was found
that the mean enzyme activity per cell, for the sewage bacteria, was similar to that of induced
E. coli cells (log AC/c =-8.5).
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Resistance of E. coli B-galactosidase to inactivation, when different means of disinfection were
used proved interesting. After autoclaving, addition of chlorine, or addition of formalin, neither
enzyme activity nor culturable cells could be detected. When cells were exposed to repeated
cycles of freezing and thawing, the cell number decreased, compared to controls, while enzyme
activity remained constant. Cell number and enzyme activity were rapidly reduced when
lysozyme was added to cells before freeze-thaw treatment. Direct counting (data not shown),
using epifluorescence microscopy, confirmed that whole cells could not be detected after
lysozyme-freezing treatment, while 90% of the cells remained intact after freezing-thawing.
Peracetic acid treatment (Sppm final concentration) resulted in both decrease in number of
culturable bacteria and enzyme activity.

Effect of B-galactosidase activity on E. coli after light treatment for several days, compared to
controls incubated in the dark, was decreased enzymatic activity and bacterial counts (Fig. 3).
Bacterial number in controls was reduced by one log unit/day, while enzymatic activity
remained more or less the same (7-10 days). The first day of light treatment yielded similar
results, namely decrease in count (3 log/unit/day), while enzyme activity remained constant.
Thereafter, with light treatment, culturable bacteria could not be detected and enzyme activity
rapidly decreased to a low, but detectable, level. An effect of the light treatment was detected
for both cell counts and enzyme activity at three days.

Monitoring water quality in coastal areas most frequently is done employing methods based on
detection of B-galactosidase activity of coliform and fecal coliform bacteria, e.g., plate counts,
most probable number estimations, and enzyme activity assays (2, 13, 23, 29).

The variability of PB-galactosidase activity in E. coli in pure culture and in fecal coliform
bacteria collected from polluted coastal areas may arise from whether or not the cells are
induced. When an inducer, Isopropyl- B-D-thiogalactoside (IPTG), was used, enzyme activity
increased by 3 log units, compared to uninduced cells. These results are in agreement with
those of Lewin (22) and Freidelder (14), showing protein synthesis occurs in E. coli when
lactose 1s the inducer. Enzyme activity, using lactose and IPTG, respectively, was found to be
the same {data not shown). Because lactose is metabolized by E. coli, and can affect E. coli
behavior during exposure to various environmental conditions, IPTG was used as inducer in
the studies reported here, as by Diehl (10).

Our results demonstrate that the level of enzyme activity of fecal coliforms in sewage is similar
to that of induced E. coli cells and that B-galactosidase activity of fecal coliform bacteria is
maintained at the induced level, even after exposure to seawater for several days. Other
investigators have demonstrated that environments contaminated by sewage are favorable to
survival of fecal coliforms. Dupray and Derrien (12) demonstrated that Salmonella spp. in
sewage effluent are able to synthesize osmoprotective compounds, contributing to survival and
retention of culturability in seawater. When seawater medium was enriched with sewage,
Munro et al. (28) demonstrated increased survival of E. coli.

Both the genetics and physiological state of E. coli cells are important in enzyme expression
(24). However, results of studies reported here indicate that whether cells were in exponential
or stationary growth phase was not a factor in B-galactosidase activity, i.e., B-galactosidase
was similar for cells suspended in fresh water and in seawater, even through a decrease in cell
number occurred more rapidly for bacteria in the exponential growth phase, as previously
demonstrated by Kolter (21). Induction did not have an influence on survival of E. coli in
seawater and the difference between enzyme activity induced and uninduced cells was the






which either regrowth or « recovery » of cells occurred, while enzyme activity/l remained the
same, probably due to lack of inducer in exposure medium (fresh or marine water). When celis
were treated with lysozyme and then subjected to repeated freezing and thawing cycles, the
cells were destroyed (confirmed by microscopic observation) and P-galactosidase activity
disappeared. These results indicate that enzyme activity observed after freeze-thaw treatment
was that of intact, viable, non culturable bacteria surviving treatment. Direct microscopic
observation of the cells (data not shown) indicated 90% of the cells remained intact after
treatment, even though non-culturable.

During exposure of E. coli cells to light for short periods of time (2 days), B-galactosidase
activity remained high, while culturable cell numbers decreased during the first day of light
treatment. Bacteria employ different strategies for survival in natural environments and it has
been demonstrated that E. coli can retain active metabolism without being culturable (33).
Persistence of B-galactosidase activity in E. coli cells for more than ten days of exposure to
seawater has also been demonstrated (1, 28).

The relationship observed between B-galactosidase activity and cell number when dilutions of
E. coli were analyzed indicate that, under conditions suitable for growth, enzyme activity per
cell is not dependent upon cell number (the slope of the correlation line, based on logarithmic
number, was observed to be equal to one). When E. coli and coliform bacteria are exposed to
natural environmental conditions, e.g. seawater, the slope of the relationship changes,
demonstrating loss in culturability of the cells, but not death of the cells, i.e., entry of cells into
a viable but nonculturable state. Upon initial exposure to seawater, B-galactosidase activity of
log U < 4 was found to correspond to 10*FC/100 ml, but at the end of the time of exposure the
same activity was calculated to represent 10°FC/100 ml, or less. In other field investigations,
Fiksdal er al. (13) showed that this level of enzyme activity would correspond to an even lower
concentration of cells (10-15 FC/100 mi). AODC counts give different results than these
culturable counts, adding greater verisimilitude to the hypothesis that viable but nonculturable
E. coli remain metabolically active, i.e. B-galactosidase active. Comparison of cell number-
enzyme activity relationships for fecal coliform bacteria under similar conditions indicates the
slope of the correlation line can reflect differences in cellular response. The greater the slope,
the more likely the cells will have converted to a viable but nonculturable state. Such
conclusions, i.e., relative to activity/viability and degradation, can be drawn from results of
experiments with sewage bacteria.

In summary, the rapid -galactosidase test offers a useful measurement of fecal coliforms, but
such results must be interpreted with care, since viable but nonculturable E. coli retain B-
galactosidase activity. It is also useful to compare direct counts employing fluorescent labeled
antibody, or more usefully, nucleic acid probes designed for enumeration of E. coli and/or
coliforms. Until such probes are available, it must be understood that culturable counts are
fraught with the potential of providing misleading conclusions, relative to water quality and
public health concerns.
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Table 1. Initial (T) B-galactosidase activity (Ac) of £. coli H10407 grown
under different conditions
Log culturable  Log Ac/l Log Ac/c Log Ac/c
bacteria/100 ml {chloramphenicol)
1) 8.98 -3.22 -12.2
2) 8.92 -3.00 -11.9
3) 5.00 0.75 -8.0
4) 5.80 0.58 -9.0
5) 6.90 1.99 -7.6 (-6. 9)
6) 6.11 2.26 -6.8 (-6.0)
5b) 7.00 1.05 -9.0
6b) 6.64 1.16 -8.5
1.) Without IPTG, exponential phase, fresh water.
2.) Without IPTG, exponential phase, seawater.
3.) With IPTG, exponential phase, fresh water.
4.) With IPTG, exponential phase, seawater.
5.) With IPTG, exponential phase, seawater.
6.) With IPTG, stationary phase, seawater.
5b) With IPTG, exponential phase, seawater.
6b) With IPTG, stationary phase, seawater.
Table 2. Effect of chloramphenicol (Cp) on selected metabolic
activities of E. coli, employing API 20E
Exponential Phase  Stationary Phase Exponential Phase Stationary Phase
(9D=0,16) (O.D=0,38) (OD=010) (OD=0,26)
Without C, Without C, With G, With C,
ONPG + + + +
CIT - - - -
IND -+ -+ - -
VP - - - -
GLU + + - -
MAN + + - -
SUR + + - -
RHA + + - -
MEL + + - -
ARA, + + - -
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IX - CONCLUSION

Les études rapportées dans ce chapitre avaient pour but d'étudier les modifications
physiologiques des bactéries soumises au stress du milieu marin et en particulier au stress
osmotique et oxydatif. Les principales conclusions sont présentée ci-dessous.

Les caractéristiques des zones cotieres définissent les conditions de stress et de ce
fait, les possibilités de survie des bactéries en mer, La perte du pouvoir de cultiver va
dépendre de la qualité des eaux dans lesquelles les bactéries vont étre rejetées.

Ainsi, la présence de matiéres en suspension est déterminante pour la survie des
bactéries. Son rdle est clairement démontré et se situe sur deux plans :

- tout d'abord une action physique par arrét des rayons lumineux. En effet, il
existe une corrélation significative entre les temps de perte de cultivabilité (T90) et I'intensité
recue par les bactéries : plus l'intensité est forte, plus les T90 sont courts.

Par ailleurs in situ une bonne corrélation entre les MES dans I'eau et le coefficient
d'atténuation de la lumiére a ét€ trouvée (r* = 0,90 pour 19 analyses). Dans les eaux turbides
(100 mg/) la transmission de la lumiére a travers la colonne d'eau est réduite d'un facteur 10
par rapport a celle d'eaux claires (10 mg/l). Ces fortes turbidités sont couramment mesurées
dans les estuaires. Les expériences en laboratoire mettent en évidence le rdle de la matiere
particulaire, celle-ci est responsable de 90 % de l'atténuation de la lumiére pour des teneurs
supérieures a 10 mg/l). En eau douce, la matiére organique dissoute participerait de fagon
importante a cette atténuation.

D'autre part, on trouve une corrélation entre 'augmentation de la turbidité et le
pourcentage de bactéries adsorbées lors de mesures réalisées en estuaire. Dans les eaux
turbides la probabilité de rencontre d'une bactérie et dune particule est tres élevée ; les
matiéres en suspension participeraient ainsi a la survie des bactéries en leur offrant un
environnement protecteur (vis-a-vis de la lumiére). Dans ces conditions, les T90 trouvés sont
trés longs (par exemple 7 jours au Dourduff, dans l'estuaire de Morlaix) et sont comparables a
ceux trouvés dans le s€diment (6-20 jours) ou en absence de lumiére (supérieur a 10 jours).

- Ensuite une action biologique : dans les conditions de températures proches
des conditions naturelles, la matiere organique dissoute est assimilée par Salmonella et
E.coli. Ce substrat est utilis€ pour l'osmorégulation des bactéries. Ainsi pour des eaux
chargées en matiere organique (23,5 mg/l) et a 15 °C, 72 % des souches de Salmonelia testées
ont augmenté leur halotolérance. Pour ces mé€mes eaux a 37 °C, la matiére organique
particulaire est également utilisée. Ces résultats montrent par ailleurs l'importance de la
température.

Eu égard a ces résultats, la spécificité des cotes méditerranéenne et antillaise rend
les conditions de survie des entérobactéries dans la masse deau wes difficiles.
L'ensoleillement, dont les intensités sous l'eau peuvent atteindre 1 000 pE.m?s et plus, les
salinités supérieures a 34 %o et le manque d'éléments nutritifs, justifient les T90 trés courts,
I'é1€ dans les eaux de surface (2 heures). On peut retrouver ces conditions dans d'autres sites
en 1€, par beau temps et dans les eaux trés claires, par exemple a I'embouchure de la baie de
Morlaix ou sur la cote ouest du Cotentin. La population cultivable chute rapidement tandis
que les bactéries restent viables sans qu'aucune lyse bactérienne ne soit constatée.
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Le maintien du pouvoir pathogene des bactéries viables non cultivable a
ensuite été étudié. La perte de viabilité a été obtenue in situ sur une souche d'E. coli exposée a
des conditions naturelles (fort ensoleillement en milieu marin). Dans le témoin (a l'abri de la
lumiere) les bactéries sont restées cultivables. Parmi les deux techniques utilisées pour €tudier
le maintien du pouvoir pathogene, l'anse ligaturée de lapin s'est avérée peu adaptée. En effet
I'eau de mer stérile provoque une légeére accumulation de fluide dans l'anse ce qui rend les
résultats difficilement exploitables. La technique Gmj ELISA donne des résultats
intéressants : pour les deux échantillons (Ie témoin et 1'échantillon éclairé) le test s'est avéré
positif. Aucune prolifération d'E. coli n'a ét€ observée dans l'anse ou les bactéries viables non
cultivables avaient €té inoculées (résultats par culture négatifs). Cette expérimentation semble
indiquer que les bactéries viables non cultivables garderaient leur pouvoir pathogéne. Ces
résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs (Singh et al., 1986).

La perte de cultivabilité provoquée par l'exposition a la lumiere visible de
E. coli a été reproduite In vitro dans des conditions proches de celles observées in situ :
intensités lumineuses de 500 a 900 pEm'zs'l. L'hypothése testée est l'implication des
d'espéces oxygénées réactives dans ce mécanisme : la phototoxicité pourrait &tre due a
l'adsorption de la lumiére visible par des photooxydateurs qui, excités €lectroniquement
pourraient réagir avec l'oxygeéne pour former des espéces oxygenes réactives (ROS). Les
expérimentations semblent impliquer en effet I'oxygéne présent dans I'eau, puisque des tests,
réalisés sur I'eau de mer privée de son oxygeéne, montrent une toxicit€é moindre qu'en présence
d'oxygene. Si le role de 'oxygene singulet n'a pu €tre mis en évidence du fait des conditions
expérimentales (faible efficacité des piégeurs), il ne peut néanmoins étre totalement écarté. En
tout état de cause, les résultats semblent démontrer qu'il n'y a pas de formation exogéne de ce
composé. Le peroxyde d'’hydrogéne et I'anion superoxyde par contre seraient produits dans la
cellule.

Les modifications métaboliques provoquées par le stress marin  sont
nombreuses. On constate par exemple, que dés I'immersion dans 'eau de mer, E. coli, méme
sans perte de cultivabilité modifie son métabolisme. La synthese des protéines ou du DNA est
fortement inhibée de méme que l'incorporation totale de la thymidine. Ces modifications
s'accompagnent d'une chute importante de la quantité¢ de protéines (20 a 40 %) et ceci en
moins d'une vingtaine de minutes. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment
trouvés (Hood et al., 1986). Par contre, les techniques employées n'ont pas permis de mettre
en évidence une variation importante de ces parametres entre la bactérie a 'abri ou exposée a
la lumiére.

En l'absence de lumiére, les modifications des systémes énergétiques ont été
étudiés en utilisant le CCCP. Chez E. coli, la concentration minimale inhibitrice (CMI) du
CCCP dépend de la nature du milieu de culture. En milieu riche (trypticase caséine soja) la
résistance au CCCP diminue par rapport 2 un milieu minimum.

Sous l'effet du sel, la CMI atteint 20 pM (pour des salinité€s supérieures & 0,68 M
de NaCl), 100 pM pour 0,008 M de sel : Le systéme antiport Na'/H" peut donc fonctionner en
absence de la force motrice protonique, quand le glucose est utilisé comme source d'énergie.
Cependant, lorsque la quantité de sel augmente I'énergie glycolytique n'est pas suffisante pour
permettre a la bactérie de résister. Dans ce cas on observe un effet conjugué de la salinité et
du CCCP qui provoque l'arrét de la croissance d'E. coli. Ces résultats sont confirmés par le
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fait que si des osmoprotecteurs sont ajoutés, ils provoquent la résistance d'E. coli (levée de
Iinhibition osmotique). A l'opposé pour les souches de Vibrio et a pH 7.2, le CCCP s'est
révélé inhibiteur quel que soit le milieu de croissance. Il est intéressant de noter que cette
inhibition est indépendante de la teneur en sel. Dans tous les cas, le choc osmotique causé par
le sel et associé avec l'inhibition, méme partielle de la force motrice protonique, diminue la
croissance des bactéries.

Le stress marin a d'autre part, un effet important sur les activités enzymatiques
telles que I'hydrolase, la B-galactosidase et la B-glucuronidase.

Sous l'effet du stress oligotrophe l'activité hydrolase rapportée au nombre de
cellules cultivables augmente sensiblement. Ces résultats sont trouvés lorsque E. coli est
inoculé dans une eau de mer naturelle avec ou sans ajout de glycine-bétaine (1.0 mM). Le fait
que les résultats soient identiques en présence ou non d'un osmoprotecteur confirme le role du
stress oligotrophe sur cette activité. Le méme résultat est obtenu en milieu minimum ol
l'augmentation de 'activité enzymatique par cellule s'accompagne d'une croissance lente de la
population. Dans le milieu oligotrophe, cette croissance s'accompagne par contre d'une chute
{en eau de mer) ou d'un maintien (en eau de mer avec un ajout d'osmoprotecteur) du nombre
de bactéries cultivables.

Dans tous les cas - sauf dans I'eau de mer enrichie en eau peptonée (10 %) on
retrouve une augmentation de l'activité enzymatique. Ces résultats suggérent que les bactéries
en milieu pauvre tentent d'adapter leur métabolisme en synthétisant des enzymes capables de
rendre la matiére organique présente plus facilement assimilable (Groat et al., 1986 ; Schultz
et al., 1988) et d'augmenter la résistance au stress permettant ainsi a la bactérie de survivre.

L'activité [-galactosidase semble elle aussi augmenter pendant le stress,
lorsqu'on la rapporte au nombre de cellules cultivables. Dans le cas de cette enzyme,
I'induction en milieu marin par des composés présents dans le milieu ne semble pas
envisageable. Les résultats suggerent plutdt un maintien de cette activité dans les cellules non
cultivables ce qui traduirait un métabolisme actif. En effet le substrat (MUGal) donné a la
bactérie, pour étre utilisé doit pénétrer par transport actif dans la bactérie. Il serait nécessaire
de confirmer ce résultat par des systémes de marquage.

Testée in situ cette technique confume l'hypothése que, pour de trés faibles
concentrations en coliformes cultivables (extérieur de la baie de Morlaix), les activités
enzymatiques [-galactosidase et B-glucuronidase - mesurées sont plus importantes que dans
les zones trés contaminées (intérieur de l'estuaire). Les ordres de grandeur d'activité
enzymatique obtenus in situ sur les entérobactéries et in vitro sur une souche d'E. coli dont
l'activité [P-galactosidase a ét€ induite sont comparables.

Testées en paraliéle sur I'estuaire de Morlaix, ces techniques enzymatiques (-
galactosidase et [B-glucuronidase), montrent une corrélation significative entres elles. De
méme, une bonne corrélation est trouvée entre l'activité enzymatique et le nombre de
coliformes thermotolérants. Ces techniques rapides (25 minutes), si elles s'avéraient en effet
plus sensibles pour détecter les bactéries stressées, pourraient €tre utilisées pour améliorer le
contrdle des zones conchylicoles et de baignade.
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En conclusion, l'importance des facteurs environnementaux sur la survie des
bactéries fécales en mer est clairement démontrée. Cependant, des €tudes récentes mettent en
évidence le role déterminant de I'état de la physiologie de la bactérie a son arrivée en mer. Par
exemple, 4 partir d'études réalisées sur des eaux naturelles, Dupray et Derrien (1995)
démontrent l'influence du séjour dans des eaux de station d'€puration sur la survie d'E. coli et
Salmonella : ces bactéries acquiéreraient une protection qui leur permettrait de conserver une
viabilit€ en eau de mer ; dans I'eau épurée, le stress induirait une synthése de tréhalose
(Dupray et al., 1995), peut-étre par une activation du géne kat F. La bactérie exposée ensuite
au choc osmotique utiliserait alors le tréhalose comme osmoprotecteur.

En ce qui concerne le stress oxydatif, comme pour les autres stress, différents
auteurs ont mis en évidence la possibilité d'une augmentation de la résistance, en soumettant
les cellules & des doses sub-letales de radicaux superoxydes ou de peroxyde d'hydrogene par
exemple ou lorsque les cellules sont en phase stationnaire de croissance (Jenkins er al., 1988 ;
Gourmelon er al., 1995). Soumis & un stress oxydatif continu, £. coli réagit en induisant la
synthése de nombreuses protéines dites du stress oxydatif. Parmi plusieurs dizaines de
protéines ainsi formées, neuf au moins sont placées sous la dépendance d'un régulon
commandé par le géne sox R, quatre sont des enzymes de défense et les autres des enzymes
de réparation de 'ADN.
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CONCLUSION

Pour répondre a la question de l'acceptabilité du milieu marin vis-a-vis de la
contamination fécale, on dispose actuellement d'un ensemble de données. Les travaux présentés ici
et ceux publi€s en France ou a I'étranger ces derniéres années ont donné un nouvel éclairage sur le
devenir des bactéries rejetées en mer. L'ensemble de ces connaissances est utilisable pour
I'aménagement des zones littorales.

Dans les rejets anthropiques on dénombre une quantité élevée de coliformes
thermotolérants et streptocoques fécaux ; lorsqu'on les recherche, les pathogénes (salmonelles)
sont trés souvent présents - surtout dans les eaux des stations d'épuration traitées ou non traitées.
Ce flux 2 la cOte est important car il est continu. Le développement de la population et des
activités cOtiéres ne va pas dans le sens d'une diminution de ces apports. De plus, l'existence de
réseaux unitaires dans les villes cotieéres favorise par temps de pluie, les débordements (by-pass)
deaux brutes fortement chargées. Le traitement biologique méme si la station fonctionne
correctement, n'élimine qu'une partie de la flore entérique et les moyens de désinfection, lorsqu'ils
existent, ne sont pas tous performants

Arrivée en mer, une partie des bactéries sédimentent lorsque les vitesses de chute
sont suffisantes et la zone abritée (port, vasiéres...). Le sédiment offre une protection aux bactéries
d'origine fécale qui y trouvent des éléments nutritifs ou des osmoprotecteurs leur permettant de
lutter contre le stress osmotique. Cependant, i existe une compétition de flore avec les bactéries
du milieu naturel, mieux adaptées aux températures et aux composés organiques présents. Ainsi,
on peut observer qu'un apport ponctuel d'E. coli dans un sédiment chargé en matiére organique en
présence de flore autochtone permet a cette bactéric de dominer l'écosysteme. La perte de
cultivabilité intervient lentement : en effet les T90 - temps nécessaire pour que 90 % de bactéries
ne cultivent plus - sont dans le sédiment pour E. coli d'une vingtaine de jours. La bactérie évolue
alors sous le stress vers des stades ou le métabolisme est trés ralenti, étape de dormance ol les
techniques usuelles sont prises en défaut. Dans le sédiment seul 1/100 4 1/1000 de la flore totale

est cultivable.

Lorsque les houles, le clapot ou les courants sont suffisants, une partie des dépots est
remis en suspension ; la turbidit€¢ de I'eau augmente alors et simultanément la contamination.
Dans les eaux turbides, les bactéries issues des sédiments ou fraichement issues des rejets sont
protégées du stress principal du milieu marin : le rayonnement lumineux. Comme dans le sédiment,
elles trouvent sur les supports en suspension ou dans la matiere organique dissoute les €léments
nécessaires a leur survie. Dans ces conditions les T90 mesurés peuvent atteindre une semaine et
plus pour E. coli ; ces T90 sont trouvés dans les eaux cotieres estuariennes. Ils sont trés voisins de
ceux mesurés la nuit sur tous les sites étudiés (Manche, Rade de Brest, Méditerranée), sauf en
Martinique, ot la décroissance persiste pendant la nuit.

Lorsque la lumiére solaire péneétre dans les eaux, les T90 sont alors trés courts :
ces situations sont observées dans les eaux trés claires et bien ensoleillées (Martinique et
Méditerranée, également Manche et Atlantique lors de conditions estivales ensoleillées). Dans ce
cas, l'acceptabilité du milieu vis-a-vis de la contamination fécale semble étre trés élevée ;
cependant la perte de cultivabilit¢ ne peut pas toujours €tre associée a une mortalité votre, peut-
étre, & une perte du pouvoir pathogéne.
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Ces résultats sont importants vis-a-vis de l'aménagement des zones cotieres. Il
convient pour une étude d'impact de connaitre les caractéristiques du site, celles ci influencant le
devenir des bactéries en mer.

L'étude des mécanismes du stress en milieu marin met en évidence le role de la
lumiére, du manque d'éléments nutritifs et de la salinité sur I'évolution métabolique des
entérobactéries ; le stress osmotique et oligotrophique sont certainement trés drastiques car méme
s'ls n'entrainent pas toujours une perte de cultivabilit¢ rapide, ils modifient immédiatement les
teneurs en protéines, inhibent la synthése dADN et de protéines, modifient les systemes
respiratoires et é€nergétiques. La lumiére est le facteur le plus drastique, elle agit sur la
cultivabilité ; des espéces oxygénées réactives peroxyde d'hydrogéne, anion superoxyde ainsi que
I'oxygéne peuvent étre impliquées dans ces mécanismes. Dans les conditions de manque d'éléments
nutritifs, de salinité élevée et d'ensoleillement, les conditions idéales semblent €tre réunies pour que
le milieu marin soit le plus défavorable et qu'une contamination bactérienne entérique ne puisse
s'implanter (site de Toulon, Martinique).

Cependant, les découvertes récentes de la physiologie bactérienne et de la biologie
moléculaire rendent prudent quand 4 I'estimation de 1'élimination des bactéries et encore davantage
des virus dans le milieu marin. Récemment on a pu mettre en évidence pendant des temps
relativement longs la présence des ADN bactériens ou d'ARN viraux dans les eaux et les sédiments
cotiers ou in vitro dans les microcosmes. Dans ces microcosmes les bactéries avaient perdu depuis
trés longtemps le pouvoir de cultiver ; plus encore on s'est apergu que les bactéries pouvaient
résister aux stress en mettant en place des protéines spécifiques leur permettant de résister aux
conditions défavorables. L'acclimatation de bactéries entfriques a des stress osmotique,
oligotrophique et oxydatif a pu étre réalis€e, les geénes clonés et 'expression de ces génes stimulée.

Ces derniers résultats rendent plus que jamais nécessaire une recherche orientée sur la désinfection
des eaux ainsi que des études épidémiologiques sur le risque encouru par I'homme en présence
d'espéces microbiennes non cultivables ou multirésistantes. La connaissance de 1'état physiologique
des bactéries doit permettre de comprendre et d'améliorer I'action de désinfectants. Elle devrait
pouvoir expliquer le phénomeéne de "recroissance” ou reviviscence observé, par exemple, apres
application d'un traitement ultraviolets a des eaux usées. Actuellement le développement d'une
recherche sur la désinfection des eaux, s'appuyant sur ces nouvelles connaissances, est
indispensable pour améliorer la gestion des zones littorales.
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