
Stanols	
  fécaux	
  
Biomarqueurs	
  de	
  contamina0on	
  

fécale	
  dans	
  les	
  zones	
  conchylicoles?	
  

L.	
  Harrault,	
  E.	
  Jardé,	
  L.	
  Jeanneau,	
  P.	
  Pe0tjean	
  

Projet	
  RISKMANCHE-­‐Programme	
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Sources	
  des	
  contamina0ons	
  fécales	
  dans	
  une	
  zone	
  liAorale	
  

Sources	
  de	
  
pathogènes	
  fécaux	
  
(Bactéries,	
  Virus	
  …)	
  

Contamina0ons	
  humaines	
  

Contamina0on	
  animale:	
  
-­‐Epandage	
  	
  
-­‐Pâturage	
  

Réseaux	
  
urbains	
  

Industrie	
  agro-­‐
alimentaire	
   Réseaux	
  

individuels	
  

STEP	
  

Risques	
  sanitaires	
  
Modifié	
  de	
  Ifremer,	
  2004	
  

Fermeture	
  des	
  zones	
  de	
  
baignade	
  et	
  de	
  
conchyliculture	
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European	
  direc1ves:	
  
Coastal	
  waters,	
  Shellfish	
  

Legisla0on	
  

Classifica1on	
  and	
  iden1fica1on	
  of	
  fecal	
  contamina0ons	
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European	
  direc1ves:	
  
Coastal	
  waters,	
  Shellfish	
  

Legisla0on	
  

Escherichia	
  coli	
  

Enterococci	
  

Classifica1on	
  and	
  iden1fica1on	
  of	
  fecal	
  contamina0ons	
  

Classifica1on:	
  
Fecal	
  Indicator	
  Bacteria	
  (FIB)	
  

No	
  iden1fica1on	
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Iden1fica1on:	
  	
  
Microbial	
  Source	
  Tracking	
  (MST)	
  

Combina0on	
  of	
  chemical	
  and	
  microbiological	
  markers	
  

European	
  direc1ves:	
  
Coastal	
  waters,	
  Shellfish	
  

Legisla0on	
  

Escherichia	
  coli	
  

Enterococci	
  

Classifica1on	
  and	
  iden1fica1on	
  of	
  fecal	
  contamina0ons	
  

Classifica1on:	
  
Fecal	
  Indicator	
  Bacteria	
  (FIB)	
  

No	
  iden1fica1on	
  

Fecal	
  stanols	
  

Bacteroidales	
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Direct	
  chemical	
  markers:	
  	
  natural	
  occurrence	
  in	
  feces	
  

OH

Cholestérol	
  

OH

Sitostérol	
  

OH

Campestérol	
   S0gmastérol	
  

OH

Chemical	
  markers:	
  Fecal	
  stanols	
  

Zoostérol	
   Phytostérols	
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Direct	
  chemical	
  markers:	
  	
  natural	
  occurrence	
  in	
  feces	
  

OH

Cholestérol	
  

OH

Sitostérol	
  

OH

Campestérol	
   S0gmastérol	
  

OH

Réduc0on	
  microbienne	
  anaérobie	
  par	
  la	
  flore	
  intes0nale	
  

Biohydrogéna0on	
  
double	
  liaison	
  ∆5	
  

Epimérisa0on	
  	
  
C3	
  

Chemical	
  markers:	
  Fecal	
  stanols	
  

Zoostérol	
   Phytostérols	
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Direct	
  chemical	
  markers:	
  	
  natural	
  occurrence	
  in	
  feces	
  

OH

Cholestérol	
  

OH

Sitostérol	
  

OH

Campestérol	
   S0gmastérol	
  

OH

OH
H

OH
H

OH
H

Cholestanol	
  Coprostanol	
   Epicoprostanol	
  

OH
H

Epicholestanol	
  

Réduc0on	
  microbienne	
  anaérobie	
  par	
  la	
  flore	
  intes0nale	
  

Biohydrogéna0on	
  
double	
  liaison	
  ∆5	
  

Epimérisa0on	
  	
  
C3	
  

Chemical	
  markers:	
  Fecal	
  stanols	
  

Zoostérol	
   Phytostérols	
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Stanol	
  fingerprint	
  
Chemical	
  markers:	
  Fecal	
  stanols	
  

•  Diet	
  
•  Endogenous	
  biosynthesize	
  
•  Intes0nal	
  microflora	
  

1	
  fingerprint	
  	
   Species	
  specific	
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Stanol	
  fingerprint	
  
Chemical	
  markers:	
  Fecal	
  stanols	
  

•  Diet	
  
•  Endogenous	
  biosynthesize	
  
•  Intes0nal	
  microflora	
  

1	
  fingerprint	
  	
   Species	
  specific	
  

F2
	
  (1

6.
5	
  
%
) 

F1	
  (61.7	
  %) 

Pig	
  (21)	
  

Cow	
  
(19)	
  

Human	
  
(39)	
  

Derrien	
  et	
  al.	
  2012	
  

Fingerprint	
  database	
  (88	
  feces	
  samples)	
  

Principal	
  Component	
  Analysis	
  (PCA):	
  
6	
  main	
  stanols	
  

Dis1nc1on	
  between	
  3	
  specific	
  fecal	
  sources	
  

Iden0fica0on	
  of	
  sources	
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Microbial	
  markers:	
  Bacteroidales	
  

•  Bactéroïdales:	
  bactéries	
  principalement	
  intes0nales	
  

•  Real-­‐0me	
  PCR:	
  Clonage/séquençage	
  gènes	
  ARN	
  16S	
  (bactéries)	
  d’échan0llons	
  ayant	
  des	
  

sources	
  spécifiques	
  =	
  base	
  de	
  données	
  

•  Iden0fica0on	
  de	
  séquences	
  (primers/sondes)	
  source-­‐spécifiques	
  

Iden0fica0on	
  de	
  marqueurs	
  bactéroïdales:	
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Microbial	
  markers:	
  Bacteroidales	
  

•  Bactéroïdales:	
  bactéries	
  principalement	
  intes0nales	
  

•  Real-­‐0me	
  PCR:	
  Clonage/séquençage	
  gènes	
  ARN	
  16S	
  (bactéries)	
  d’échan0llons	
  ayant	
  des	
  

sources	
  spécifiques	
  =	
  base	
  de	
  données	
  

•  Iden0fica0on	
  de	
  séquences	
  (primers/sondes)	
  source-­‐spécifiques	
  

Source	
   Markers	
   Sensi1vity	
  (n)	
   Specificity	
  (n)	
  

HF183	
   76	
  (41)	
   100	
  (99)	
  

Pig-­‐2-­‐Bac	
   100	
  (69)	
   99	
  (81)	
  

Rum-­‐2-­‐Bac	
   93	
  (44)	
   89	
  (57)	
  
Mieskin	
  et	
  al.	
  2009;	
  Gourmelon,	
  données	
  personnelles	
  

Marqueurs	
  bactéroïdales	
  u0lisés:	
  

Iden0fica0on	
  de	
  marqueurs	
  bactéroïdales:	
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Microbial	
  markers:	
  Bacteroidales	
  

•  Bactéroïdales:	
  bactéries	
  principalement	
  intes0nales	
  

•  Real-­‐0me	
  PCR:	
  Clonage/séquençage	
  gènes	
  ARN	
  16S	
  (bactéries)	
  d’échan0llons	
  ayant	
  des	
  

sources	
  spécifiques	
  =	
  base	
  de	
  données	
  

•  Iden0fica0on	
  de	
  séquences	
  (primers/sondes)	
  source-­‐spécifiques	
  

Source	
   Markers	
   Sensi1vity	
  (n)	
   Specificity	
  (n)	
  

HF183	
   76	
  (41)	
   100	
  (99)	
  

Pig-­‐2-­‐Bac	
   100	
  (69)	
   99	
  (81)	
  

Rum-­‐2-­‐Bac	
   93	
  (44)	
   89	
  (57)	
  
Mieskin	
  et	
  al.	
  2009;	
  Gourmelon,	
  données	
  personnelles	
  

Marqueurs	
  bactéroïdales	
  u0lisés:	
  

Iden0fica0on	
  de	
  marqueurs	
  bactéroïdales:	
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Marqueurs	
  pas	
  parfaitement	
  spécifiques	
   Couplage	
  stanols	
  fécaux	
  



Modifié	
  de	
  Ifremer,	
  2004	
  

Bioaccumula0on	
  des	
  stanols	
  par	
  les	
  coquillages	
  ?	
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Modifié	
  de	
  Ifremer,	
  2004	
  

?

Bioaccumula0on	
  des	
  stanols	
  par	
  les	
  coquillages	
  ?	
  

Iden0fica0on	
  sources	
  de	
  contamina0ons	
  
fécales	
  dans	
  les	
  coquillages:	
  

	
  
U1lité	
  empreintes	
  stanols	
  et	
  bactéroïdales	
  

comme	
  boîte	
  à	
  ou1l?	
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Développement:	
  
•  Laboratoire:	
  Comparaison	
  de	
  différentes	
  
méthodes	
  d’extrac0on	
  et	
  de	
  purifica0on	
  des	
  
stanols	
  fécaux	
  de	
  coquillages	
  

	
  
Applica1on:	
  
•  Ecosystème:	
  étude	
  de	
  cas	
  sur	
  le	
  bassin	
  
versant	
  de	
  la	
  Fresnaye	
  

Objec0fs	
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Analyse	
  des	
  stanols	
  des	
  coquillages	
  

Organic	
  
Extrac0on	
  

Silica	
  purifica0on	
  

Stanols	
  
(polar	
  frac0on)	
  

Organic	
  
Extrac0on	
  

Silica	
  purifica0on	
  

Stanols	
  
(polar	
  frac0on)	
  

Aminopropyl-­‐silica	
  
purifica0on	
  

Organic	
  	
  
Extrac0on	
  

Silica	
  purifica0on	
  

Stanols	
  
(polar	
  frac0on)	
  

Organic	
  
Extrac0on	
  

Silica	
  purifica0on	
  

Stanols	
  
(polar	
  frac0on)	
  

Aminopropyl-­‐silica	
  	
  
purifica0on	
  

Aqueous	
  
Extrac0on	
  

Aqueous	
  
Extrac0on	
  

Residual	
   Residual	
  

GC-­‐MS	
  

1:	
  SiO2	
   2:	
  NH2	
   3:	
  H2O-­‐SiO2	
   4:	
  H2O-­‐NH2	
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•  Bons	
  recouvrements	
  (80%)	
  
•  Recouvrements	
  similaires	
  pour	
  les	
  deux	
  standards	
  u0lisés	
  
•  Bonnes	
  répétabilités	
  
•  Répétabilités	
  similaires	
  pour	
  les	
  deux	
  standards	
  u0lisés	
  

100	
  %	
  

1:	
  SiO2	
  

Polar	
  frac0on:	
  net	
  concentra0ons/recoveries	
  

Harrault	
  et	
  al.,	
  2014	
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Analyse	
  des	
  stanols	
  des	
  coquillages	
  



1:	
  SiO2	
   2:	
  NH2	
   3:	
  H2O-­‐SiO2	
   4:	
  H2O-­‐NH2	
  

100	
  %	
  

Polar	
  frac0on:	
  net	
  concentra0ons/recoveries	
  

Harrault	
  et	
  al.,	
  2014	
  

Méthode	
  appliquée	
  aux	
  échan0llons	
  naturels	
  Méthode	
  SiO2	
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Analyse	
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  des	
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Développement:	
  
•  Laboratoire:	
  Comparaison	
  de	
  différentes	
  
méthodes	
  d’extrac0on	
  et	
  de	
  purifica0on	
  des	
  
stanols	
  fécaux	
  

	
  
Applica1on:	
  
•  Ecosystème:	
  étude	
  de	
  cas	
  sur	
  le	
  bassin	
  
versant	
  de	
  la	
  Fresnaye	
  

Objec0fs	
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Bassin	
  versant	
  de	
  la	
  Fresnaye	
  (22):	
  

N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Données	
  générales	
  (SRG	
  2011):	
  
•  Surface:	
  121	
  km²	
  
•  Popula0on:	
  14	
  000	
  habitants	
  

Produc1on	
  annuelle	
  
conchylicole	
  (CRC	
  2011):	
  
•  Huîtres:	
  550	
  t	
  
•  Moules:	
  2192	
  t	
  
•  Coques	
  (récréa0on)	
  

Réseau	
  hydrographique:	
  
4	
  ruisseaux	
  principaux	
  

Baie	
   Kermiton	
  

Clos	
  
Frémur	
  

Rat	
  

Leloutre	
  2012	
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N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Occupa0on	
  des	
  sols	
  et	
  	
  
sources	
  de	
  contamina0ons	
  fécales:	
  

Pléboulle	
  
Ma0gnon	
  

Hénanbihen	
  

St	
  Cast	
  
Le	
  Guildo	
  

STEP	
  (>	
  400	
  éq.	
  hab.)	
  

Humaine:	
  

Principaux	
  rejets	
  non	
  
raccordés	
  aux	
  réseaux	
  
de	
  traitement	
  

+	
  mul0ples	
  rejets	
  

Port	
  à	
  la	
  Duc	
  

Montbran	
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N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Occupa0on	
  des	
  sols	
  et	
  	
  
sources	
  de	
  contamina0ons	
  fécales:	
  

STEP	
  (>	
  400	
  éq.	
  hab.)	
  

Pléboulle	
  
Ma0gnon	
  

Hénanbihen	
  

Humaine:	
  

Agricole:	
  

-­‐Elevages	
  porcins	
  et	
  bovins	
  

-­‐Cultures	
  (épandages	
  lisiers)	
  

-­‐Pâturages	
  

St	
  Cast	
  
Le	
  Guildo	
  

Principaux	
  rejets	
  non	
  
raccordés	
  aux	
  réseaux	
  
de	
  traitement	
  

+	
  mul0ples	
  rejets	
  

Port	
  à	
  la	
  Duc	
  

Montbran	
  

Leloutre	
  2012	
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Transfert	
  de	
  contamina0on:	
  bassin	
  versant	
  -­‐	
  baie	
  -­‐	
  coquillages:	
  

N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Pléboulle	
  
Ma0gnon	
  

Hénanbihen	
  

St	
  Cast	
  
Le	
  Guildo	
  

Port	
  à	
  la	
  Duc	
  

Montbran	
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N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Transfert	
  de	
  contamina0on:	
  bassin	
  versant	
  -­‐	
  baie	
  -­‐	
  coquillages:	
  

Pléboulle	
  
Ma0gnon	
  

Hénanbihen	
  

Port	
  à	
  la	
  Duc	
  

Montbran	
  

Mul0ples	
  sources	
  de	
  
contamina0on	
  fécale	
  

Dégrada0on	
  de	
  la	
  qualité	
  
microbiologique	
  des	
  

coquillages	
  

Risques	
  sanitaires	
  et	
  
pertes	
  économiques	
  

Zone	
  sensible	
  

St	
  Cast	
  
Le	
  Guildo	
  

Coquillages	
  classés	
  B	
  
régulièrement	
  (E.coli)	
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N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Transfert	
  de	
  contamina0on:	
  bassin	
  versant	
  -­‐	
  baie	
  -­‐	
  coquillages:	
  

Pléboulle	
  
Ma0gnon	
  

Hénanbihen	
  

Port	
  à	
  la	
  Duc	
  

Montbran	
  

Mul0ples	
  sources	
  de	
  
contamina0on	
  fécale	
  

Dégrada0on	
  de	
  la	
  qualité	
  
microbiologique	
  des	
  

coquillages	
  

Risques	
  sanitaires	
  et	
  
pertes	
  économiques	
  

Iden0fica0on	
  des	
  sources	
  

Améliora0on	
  ges0on	
  BV	
  

Diminu0on	
  des	
  risques	
  

Zone	
  sensible	
  

St	
  Cast	
  
Le	
  Guildo	
  

Coquillages	
  classés	
  B	
  
régulièrement	
  (E.coli)	
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Méthodologie:	
  

N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Suivis	
  mensuels	
  de	
  Février	
  2013	
  à	
  Février	
  2015:	
  
	
  	
  
-­‐	
  Eaux	
  :	
  Frémur,	
  Rat,	
  Clos,	
  Kermiton,	
  Mer	
  
-­‐	
  Coquillages:	
  Huîtres	
  (x	
  2),	
  Moules	
  (x	
  2)	
  et	
  Coques	
  

Frémur	
  

Rat	
  

Clos	
  

Kermiton	
  

Moules 1 
Moules 2 

Coques 
Huîtres 2 

 
Huîtres 1 

Mer	
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Méthodologie:	
  

N	
  
O	
   E	
  

S	
  

Suivis	
  mensuels	
  de	
  Février	
  2013	
  à	
  Février	
  2015:	
  
	
  	
  
-­‐	
  Eaux	
  :	
  Frémur,	
  Rat,	
  Clos,	
  Kermiton,	
  Mer	
  
-­‐	
  Coquillages:	
  Huîtres	
  (x	
  2),	
  Moules	
  (x	
  2)	
  et	
  Coques	
  

Analyses/mesures:	
  
	
  
	
  
	
  
•  Physico/chimiques	
  (T°,	
  

pH,	
  02,	
  C25,	
  DOC,	
  
SUVA…)	
  

•  Stanols	
  fécaux	
  

	
  

•  FIB	
  (E.	
  coli)	
  
•  Marqueurs	
  

microbiologiques	
  dont	
  
Bactéroïdales	
  

Frémur	
  

Rat	
  

Clos	
  

•  Données	
  présentées:	
  
Fév.	
  –	
  Déc.	
  2013	
  

Kermiton	
  

Moules 1 
Moules 2 

Coques 
Huîtres 2 

 
Huîtres 1 

Mer	
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•  Eaux:	
  E.	
  coli	
  

< 500 Ec/100ml 

< 1000 Ec/100ml 

< 2 000 Ec/100ml 

> 2 000 Ec/100ml 
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•  Source	
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Concordance	
  des	
  sources	
  iden[fiées:	
  
•  Bonne	
  corréla0on	
  :	
  1	
  source	
  de	
  contamina0on	
  majeur	
  (stanols):	
  Rat,	
  Clos,	
  Kermiton	
  
•  Mauvaise	
  corréla0on:	
  sources	
  de	
  contamina0ons	
  mixtes	
  (stanols):	
  Frémur	
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M2  -  H2 

•  Eaux:	
  résumé	
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Cours	
  d’eau	
  contaminés	
  par	
  différentes	
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Ma1gnon	
  

Classement	
  annuel	
  des	
  
sources	
  de	
  contamina0ons	
  
poten0elles	
  de	
  la	
  baie:	
  
	
  
Bovin	
  >	
  Humain	
  >>	
  Porcin	
  

Frémur	
  

Clos	
  

Kermiton	
  
Leloutre	
  2012	
  

	
  
Tendance	
  similaire	
  dans	
  

les	
  coquillages?	
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•  Coquillages:	
  E.	
  coli	
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  230	
  Ec/100g	
  CLI	
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  Ec/100g	
  CLI	
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Microbial	
  quality	
  (E.coli)	
  of	
  shellfish	
  by	
  class	
  of	
  quality	
  

38%	
  of	
  shellfish	
  in	
  the	
  A-­‐category	
  (Feb.	
  to	
  July)	
  
49%	
  of	
  	
  shellfish	
  in	
  the	
  B-­‐category	
  (Aug.	
  to	
  Dec.)	
  
13%	
  of	
  the	
  shellfish	
  in	
  the	
  C-­‐category	
  (mainly	
  cockles,	
  Aug.	
  to	
  Dec.)	
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•  Coquillages:	
  stanols	
  et	
  bactéroïdales	
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•  Mauvaises	
  corréla0ons	
  stanols/bactéroïdales	
  

•  Peu	
  d’iden0fica0on	
  de	
  source	
  de	
  contamina0on	
  spécifique	
  

•  Coquillages:	
  comparaison	
  marqueurs	
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Eaux:	
  

•  Différentes	
  sources	
  de	
  contamina0on:	
  occupa0on	
  des	
  sols	
  

•  Bonne	
  corréla0on	
  entre	
  bactéroïdales	
  et	
  empreintes	
  stanols	
  

•  U1lité	
  conjointe	
  de	
  ces	
  2	
  types	
  de	
  marqueurs	
  dans	
  les	
  MST	
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  stanol	
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  occurrence	
  de	
  marqueurs	
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  bactéroïdales)	
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  les	
  coquillages,	
  marqueurs	
  directs	
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  et	
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  à	
  l’iden0fica0on	
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contamina0on	
  fécale	
  est	
  faible	
  (E.	
  coli)	
  et	
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