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Présentation 
du programme Seine-Aval 

Seine-Aval est un programme d'études et de recherches inter­
disciplinaires à caractère appliqué sur l'estuaire de la Seine qui 
a débuté en 1995 . La zone d'étude couvre les 160 km de Poses 
(en amont de Rouen) à la baie de Seine. 
Il réunit plus d'une centaine de chercheurs dans des disci­
plines aussi diverses que la physique, la géologie, la chimie, 
l'écologie, l'écotoxicologie, appartenant à plus d'une vingtai­
ne de laboratoires répartis sur l'ensemble du territoire national 
et en Belgique. 
Le programme Seine-Aval est piloté par un comité exécutif 
consti tué par un directeur, M. Louis-Alexandre Romafia, et 
trois membres, MM. Daniel Cossa, Ghislain de Marsily et 
Robert Meyer. 

Les objectifs principaux fixés au programme Seine-Aval sont 
de fournir les connaissances nécessaires à la compréhension du 
fonctionnement de l'écosystème estuarien et de développer 
des outils d'aide à la décision pour les acteurs régionaux et 
nanonaux : 
-dans l'optique d'une restauration de la qualité des eaux de la 
Seine et de la préservation des milieux naturels de la vallée, 
- dans le souci de concilier les différents usages identifiés. 
Pour structurer la démarche opérationnelle, quatre axes de 
recherche ont été développés : 
t Hydrodynamique et transport sédimentaire: sont concer­
nés le régime des eaux, l'érosion et la sédimentation. Ces pro­
cessus ont une incidence directe sur la formation du bouchon 

vaseux, phénomène majeur pour le fonctionnement du systè­
me estuarien. Cet axe permet aussi de comprendre le transport 
et le devenir des contaminants qu'ils soient chimiques ou bio­
logiques ; 
t Microbiologie et oxygénation : ont été étudiés les orga­
nismes microscopiques jouant un rôle essentiel dans le maintien 
de la qualité de l'eau, notamment le taux d'oxygène dissous 
qui connaît de graves déficits en période estivale. Sont concer­
nés aussi les germes d'intérêt sanitaire ; 
t Dynamique des contaminants : on cherche la détermina­
tion des niveaux de concentrations des contaminants chimiques 
et à mieux connaître les processus régissant le comportement de 
certaines espèces chimiques dans l'estuaire ainsi qu'à développer 
et intégrer la modélisation biogéochimique aux modèles hydra­
sédimentaires ; 
t Édifices biologiques: le constat de l'état biologique de l'es­
tuaire, l'étude des relations trophiques entre les organismes 
vivants, la bioaccumulation le long de certaines chaînes ali­
mentaires font partie de ce thème. Cela a impliqué de connaître 
l'état des populations, d'évaluer leur niveau de contamination et 
d'apprécier les effets de cette contamination sur les organismes 
(poissons, mollusques bivalves, etc.). 

En outre, un important travail de modélisation mathématique 
a permis d'intégrer les données obtenues dans ces différents 
domaines. La traduction, sous une forme synthétique et sim­
plifiée, des mécanismes étudiés permet de produire, dans la 
mesure du possible, des outils descriptifs et prédictifs du fonc­
tionnement de cet écosystème continuellement en cours de 
réaménagements . 
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Partenaires 
du programme Seine-Aval 

Le programme scientifique Seine-Aval est inscrit au contrat de 
plan État-Région de Haute-Normandie et au contrat de plan 
interrégional du Bassin parisien. 

Les travaux et recherches réalisés dans ce cadre sont financés 
par les partenaires suivants : 

t la Région Haute-Normandie (maître d'ouvrage) et les autres 
Régions du Bassin parisien (Ile-de-France, Basse-Normandie, 
Pays de la Loire, Centre, Picardie, Champagne-Ardennes, 
Bourgogne); 

t le ministère de l'Aménagement du Territoire et de 
l'Environnement; 

t les industriels de Haute-Normandie; 

t l'agence de l'Eau Seine-Normandie. 
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Introduction 

Principalement amenés par les rejets d'eaux usées, les bac­
téries et les virus d 'origine fécale sont les principaux 
microorganismes qui altèrent la qualité sanitaire des eaux 
de surface. Le premier chapitre de ce fascicule présente les 
principaux microorganismes pathogènes, leur incidence sur 
la santé ainsi que les normes de contrôle de la qualité micro­
biologique de l'eau. Dans l 'estuaire de la Seine, la qualité 
microbiologique des eaux est régulièrement mesurée. Des 
énumérations de bactéries indicatrices de contamination 
fécale, telles que les coliformes, et de certaines bactéries 
pathogènes, telles que les salmonelles, sont réalisées selon 
les méthodes classiques d'énumération après mise en culture 
sur milieux spécifiques. Des exemples de résultats récents 
de ces mesures sont présentés au chapitre II. Dans le cadre 
du programme Seine-Aval, un effort méthodologique consi­
dérable a été accompli afin de développer des techniques de 
détection et d'énumération de bactéries et de virus d'inté­
rêt sanitaire ne présentant pas certains biais des techniques 
de mise en culture. Une méthode enzymatique permettant 
l'énumération rapide d'Escherichia coli, le coliforme d'origine 
fécale le plus abondant, a été développée (chapitre III). Par 
ailleurs, des techniques basées sur les progrès récents de la 
biologie moléculaire ont été développées pour rechercher 
divers types de bactéries et virus (chapitre III). L'utilisation 
de ces techniques a permis un net progrès dans la compré­
hension de la dynamique des bactéries fécales dans un 
milieu aquatique particulier, tel qu'un estuaire (chapitre 
IV). La recherche des principaux virus entériques a permis, 
par ailleurs, d'appréhender la variabilité spatiale et tempo­
relle de la répartition de la contamination virale dans l'es­
tuaire de la Seine (chapitre V). 

Contaminations bactérienne et virale 

3 



Contaminations bactérienne et virale 

Chapitre 1 

Contaminations bactérienne 
et virale des eaux 

Microorganismes pathogènes et incidence sur la santé 

Les eaux de surface véhiculent de nombreux microorga­
nismes comme des bactéries, des virus, des protozoaires, 
des algues . Ainsi, les eaux de l'estuaire de la Seine hébergent 
entre 5 et 20 millions de bactéries par millilitre d'eau. Une 
grande partie de ces bactéries sont naturellement présentes 
dans le milieu aquatique où elles se multiplient. Ces bacté­
ries appelées autochtones* jouent un rôle considérable dans 
les cycles biogéochimiques de divers éléments constitutifs 
de la matière vivante comme le carbone, l'oxygène, l'azote 
ou le soufre (voir fascicule « L'oxygène : un témoin du fonc­
tionnement microbiologique »). À l'opposé, certaines bacté­
ries dites allochtones* sont apportées dans les milieux aqua­
tiques alors que ceux-ci ne constituent pas leur environne­
ment habituel. Il en est ainsi des bactéries d'origine fécale 
présentes dans les eaux usées et les rejets de stations d'épu­
ration, et des bactéries telluriques (présentes dans les sols) 
apportées par les eaux de ruissellement. Alors que les bacté­
ries autochtones sont adaptées à la vie dans l'estuaire, les 
bactéries allochtones auront un temps de survie variable selon 
l'espèce et les conditions du milieu. Parmi les microorga­
nismes allochtones susceptibles d'être présents dans les 
milieux aquatiques naturels, les bactéries d'origine fécale ont 
une importance sanitaire et épidémiologique car elles sont 
responsables de diverses maladies chez l'homme. 
Pendant plusieurs siècles, les maladies bactériennes d'origine 
hydrique ont été responsables dans nos pays de vastes épidé­
mies de dysenterie, fièvre typhoïde, choléra . .. La mise en évi­
dence, au XIxe siècle, du caractère hydrique de ces épidémies 
couplée aux progrès de l'hygiène collective et individuelle, 
de la nutrition, de l'antibiothérapie, des vaccinations et des 
techniques de production d'eau potable (filtration et désin­
fection) et d'épuration des eaux usées ont permis aujourd'hui 
l'éradication presque complète dans le monde occidental des 
plus graves de ces maladies. L'introduction des contrôles 

Qu'est-ce qu'un virus? 

Les virus sont des entités particulières qui se situent entre 
les êtres vivants et les macromolécules. D 'organisation beau­
coup plus simple qu'une cellule, ils sont incapables de se 
multiplier par eux-mêmes et se comportent comme des 
parasites obligatoires des cellules vivantes dont ils détour­
nent le fonctionnement. Les virus sont constitués par un 
génome entouré ou protégé par une coque protéique, la cap­
side, l'ensemble formant la nucléocapside. Le génome est 
une molécule d'acide nucléique qui peut être selon les virus 
de l'ARN (acide ribonucléique) ou de l'ADN (acide désoxy­
ribonucléique). La capside est formée par un ensemble de 

(*) expliqué dans le glossaire. 
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bactériologiques des eaux de surface et des eaux destinées à 
la consommation humaine a également contribué, dans les 
pays développés, à la régression de ces épidémies qui cons ti­
tuent, par contre, encore un fléau dans la plupart des pays 
en voie de développement . À l'échelle planétaire, l'Organi­
sation mondiale de la santé considère qu'aujourd'hui la 
mauvaise qualité microbiologique des eaux consommées 
reste la première cause de problèmes de santé. 
Le tableau 1 reprend quelques bactéries pathogènes respon­
sables d'infections d'origine hydrique. Parmi ces bactéries, 
les plus connues sont les espèces du genre Salmonella qui 
sont presque t outes pathogènes (responsables de fièvres 
typhoïdes et paratyphoïdes ainsi que de gastroentérites) et 
les Escherichia coli dont certaines souches sont responsables 
de redoutables gastroentérites et diarrhées. Ces bactéries 
pathogènes, qui sont principalement amenées vers les eaux 
de surface par les rejets d'eaux usées domestiques et les rejets 
d 'élevage, peuvent contaminer l'homme soit par consom­
mation directe d'eau, soit lors d'un bain ou d'un contact 
avec des eaux à usage récréatif, soit par consommation 
d'aliments contaminés par l'eau. Cette dernière voie de 
transmission semble avoir une importance croissance; les 
produits de la mer, tels que fruits de mer et poissons, récol­
tés dans des zones microbiologiquement contaminées sont 
souvent m1s en cause. 

Tableau 1 - Quelques bactéries pathogènes responsables 
d'infections d'origine hydrique . 
Bactéries 

Salmonella sp. 

Sbigella sp . 

Escherichia coli 

Yersinia enterocolitica 

Vibrio cholerae 

Infections 

Fièvres typhoïdes er paratyphoïdes, 
gasuoemérires aig uës 

Dysemries, gasrroemérites 

Gasuoemérires, d iarrhées 

Gasuoem éri res 

Choléra, d iarrhées 

protéines dont l'organisation détermine la symétrie du 
virus. Chez certains virus dits enveloppés, la nucléocapside 
est entourée par une bicouche lipoprotéique, par opposition 
aux virus nus constitués uniquement de la nucléocapside. 
La classification des virus repose sur leurs caractéristiques 
morphologiques et physicochimiques : nature et organisation 
du génome, symétrie de la capside, présence ou absence 
d 'enveloppe (virus enveloppés et virus nus) et sur d 'autres 
caractères plus mineurs tels que la taille, le site et le mode 
de multiplication. 



S'il est admis depuis longtemps que la pollution de l'eau par 
les déjections humaines représente un risque significatif de 
maladie, l'implication des virus comme vecteur possible 
d'infections est beaucoup plus récente. La présence et la pos­
sible transmission de virus dans l'eau ont été initialement 
démontrées vers 195 0 par la détection de poliovirus chez des 
singes traités par des échantillons de l'environnement (Met­
calf et al., 1995). Depuis, la surveillance séroépidémiologique 
des gastroentérites non bactériennes avec découverte pro­
gressive de nouveaux virus et la reconnaissance d 'épisodes 
épidémiques pouvant être causés par la transmission de 
virus entériques dans l'environnement (hépatite A, par 
exemple) ont entraîné le développement de la virologie des 
milieux hydriques. 
La grande variété d'agents viraux potentiellement respon­
sables d 'épidémies d 'origine hydrique constitue l 'un des 
faits les plus marquants des deux dernières décennies, en 
matière d'épidémiologie hydrique (Schwartzbrod, 1991; 
Gantzer et al., 1998; Nicand et al., 1998). Les virus impli­
qués sont appelés « virus entériques » . Ils appartiennent à 
des groupes taxonomiques (familles et genres) distincts. 
Malgré leur grande diversité, ces virus ont en commun une 
étape obligatoire de leur cycle de multiplication, l'intestin 
de l'hôte, avec pour conséquence l'existence d'un cycle de 
transmission féco-oral impliquant l'homme ou les animaux 
et leur environnement hydrique. Ces virus se caractérisent 
aussi par une certaine stabilité dans le milieu naturel et une 
résistance à de nombreux agents de dénaturation physico­
chimiques. 
Les virus entériques sont responsables de diverses manifes­
tations cliniques (gastroentérites, entéroviroses, hépatites) 
parfois graves (tab. 2). Les mieux connus sont les entérovi­
rus, les virus des gastroentérites (rotavirus, astrovirus, virus 
de Norwalk et calicivirus apparentés), les virus des hépatites, 
les adénovirus (fig. 1). Bien que la transmission directe de 
personne à personne soit la plus fréquente pour l'ensemble 
de ces virus, la transmission indirecte par consommation ou 
contact avec de l'eau est de plus en plus incriminée. Leur 

Contaminations bactérienne et virale 

infectivité est élevée puisque l'ingestion de 10 à 100 parti­
cules suffit à provoquer l 'infection. Plus de 150 espèces 
virales pathogènes transmises par voie féco-orale peuvent 
être incriminées dans les infections virales. Aujourd'hui, on 
admet que le nombre réel d'infections est sous-estimé 
puisque la plupart sont asymptomatiques*. 
Enfin, d'autres agents pathogènes, non viraux et non bacté­
riens, sont aussi impliqués dans des épidémies liées à la 
consommation d'eau de distribution. Ils ont été récemment 
mis en évidence, principalement aux États-Unis; il s'agit de 
protozoaires appartenant aux genres Giardia et Cryptospori­
dium qui présentent la particularité de former des kystes* 
particulièrement résistants dans les eaux. 

Les normes et le contrôle de la qualité microbiologique 
de l'eau 

L'eau peut ainsi être un facteur de dissémination des 
microorganismes pathogènes. Le suivi et le contrôle de la 
qualité microbiologique de l'eau sont donc un élément 
majeur dans la préservation de la santé publique. À l'heure 
actuelle, les contrôles sanitaires des eaux de surface sont 
généralisés pour les eaux de baignade et celles utilisées pour 
la production d'eau potable. 
Le contrôle microbiologique de l'eau repose principale­
ment sur la recherche de bactéries indicatrices de contami­
nation fécale comme les coliformes totaux et les coliformes 
fécaux (aussi appelés thermotolérants*) qui n'ont pas néces­
sairement un caractère pathogène par eux-mêmes mais dont 
la présence indique l'existence d'une contamination fécale 
et donc d'un risque épidémiologique. Les premières normes 
de contrôle microbiologique des eaux de baignade au niveau 
européen ont été édictées en 197 5 ; elles sont reprises au 
tableau 3. Ces normes définissent, pour divers types de 
populations bactérienne et virale, à la fois une norme impé­
rative à ne pas dépasser (à respecter dans 95 % des situations) 
et une norme guide (à respecter dans 80 % des situations). La 
recherche des salmonelles, que la directive ne préconise que 

Tableau 2- Principaux virus pathogènes responsables d'infections d'origine hydrique. 
Genres Espèces (sérotypes) Taille Type de génome Infections 

Entérovirus Poliovirus (3) 2-30 nm ARN P,M,F 

Coxsackie A (23) MR,M,F 

Coxsackie B ( 6) MR,M,F 

Échovirus (32) M,MR,F,GE 

Enrérovirus 68-71 ( 4) M, E, MR, F, CH 

Héparovirus Hépati re A ( 1) 27-28 nm ARN H 

Réovirus Réovirus humains Non établie 

Rotavirus Rotavirus humains 70-80 nm ARN GE,D 

Calicivirus Virus de Norwalk 26-32 nm ARN GE, V,D,F 

Petits virus ronds (SRV) 30-38 nm ARN GE,V,D 

Virus de l'hépatire E 27-34 nm ARN H 

Asrrovirus Asrrovirus humains (7) 28 nm ARN GE 

Coronavirus Coronavirus humains 120 nm ARN GE 

Mastadénovirus Adénovirus humains 70-80 nm ADN MR,C,GE 

Abréviations : F : fièvre, M : méningite, D : diarrhée, GE : gastroentérite, P : paralysie, MR : maladie respiratoire, E : encéphalite, C : conjonctivite, CH : conjonctivite 
hémorragique, V : vomissement, H : hépatite. 
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Figure 1 - Photographies de virus entériques en microscopie électronique (barre 100 nm). 1. Entérovirus; 2. Astrovirus; 3. Virus de 
Norwalk; 4. Coronavirus; 5. Adénovirus; 6. Adénovirus; 7. Rotavirus; 8. Bactériophages. 
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dans les cas où une contamination fécale est déjà révélée, 
obéit à une autre logique que celle des germes indicateurs 
car ces bactéries constituent elles-mêmes des agents patho­
gènes. Cette directive a été légèrement modifiée récem­
ment; les coliformes totaux ont été abandonnés et les coli­
formes fécaux remplacés par Escherichia coli . Par ailleurs, il 
faut souligner que l'ensemble des contrôles bactériologiques 
des eaux ne prennent en compte que le risque lié à la voie 
de contamination d'origine fécale, les autres modes de 
contamination étant négligés. 
L'analyse des virus présents dans l'environnement n'est pour 
l'instant pas réalisée en routine. Le seul paramètre viral 
inclus dans la réglementation européenne contrôlant la qua­
lité des eaux de baignade est la présence d'entérovirus, quan­
tifié sur culture cellulaire. Cette seule recherche semble 
insuffisante puisque certaines études ont montré qu'il n'y 
avait pas de relation entre la présence d 'entérovirus et celle 
des virus de gastroentérites, notamment dans les eaux de 
surface (Gantzer et al., 1998). L'intérêt d'une analyse plus 
exhaustive des virus est de plus en plus pris en compte dans 
les réflexions actuelles au niveau international sur les dispo­
sitifs de suivi et de contrôle de la qualité microbiologique de 
l'eau. Devant la difficulté d'isoler des virus entériques infec­
tieux dans un contrôle de routine, il est envisagé d'avoir 
recours à des indicateurs de contamination. Plusieurs 
approches sont actuellement à l'étude. La prise en compte du 
paramètre virologique dans le contrôle sanitaire des eaux se 
traduit à l'heure actuelle par la surveillance de l'excrétion 
virale humaine, l'étude du devenir et du comportement des 
virus rejetés dans les eaux de rivière, la recherche des virus 
contaminants avec, à terme, le choix d 'un indicateur viral de 
pollution fécale et la détermination d'un seuil d 'alerte. Ces 
études devraient permettre d'identifier la source de conta­
mination associée à une épidémie observée sur le terrain, 
étape souvent manquante pour démontrer le rôle d'un micro­
organisme dans une épidémie associée à l'eau. 

Les problèmes méthodologiques 

Les normes de qualité définissent, en plus des niveaux de 
contamination acceptables, les méthodes d'analyse. Ainsi, par 
exemple, pour les coliformes totaux et fécaux, les bactéries les 
plus couramment recherchées, deux types de techniques peu­
vent être utilisés : méthode par culture en milieu liquide de 
dilutions successives de l'échantillon et détermination du 
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nombre le plus probable (NPP) ou méthode par filtration sur 
membrane et culture sur milieu gélosé approprié. Il est 
aujourd'hui clairement établi que ces méthodes basées sur 
la mise en culture des bactéries recherchées ne sont pas bien 
adaptées à leur dénombrement dans les eaux naturelles (Ser­
vais & Billen, 1990). De nombreuses publications montrent 
en effet que, après leur introduction dans un milieu aqua­
tique naturel, les bactéries fécales perdent assez rapidement 
leur faculté de croître dans les milieux supposés optimums 
utilisés mais conservent beaucoup plus longtemps certaines 
activités métaboliques telles qu'activité enzymatique, acti­
vité de respiration, utilisation de substrat . . . (Colwell et al., 
1985; Grimes & Colwell, 1986; Roszack & Colwell, 1987; 
Barc ina et al., 1989; Amann et al., 1995 ; Da vies et al., 
1995 ; Pommepuy et al. , 1996). On parle alors de bactéries 
« viables mais non cultivables » ; ces bactéries bien que 
viables ne peuvent être dénombrées par les méthodes clas­
siques. Cette perte de cultivabilité est le résultat de divers 
stress (stress nutritionnel, thermique, lumineux ... ) que 
subissent les bactéries fécales lorsqu'elles sont rejetées dans 
un milieu aquatique naturel. Ceci a pour conséquence une 
sous-estimation considérable de l'abondance totale des bac­
téries recherchées dans les eaux de surface par les techniques 
de mise en culture. Des études ont, par ailleurs, montré que 
ces bactéries viables mais non cultivables pouvaient conser­
ver leur pathogénicité* (Colwell et al. , 1985 ; Grimes & 

Colwell, 1986). Bien que l'on puisse être critique sur certains 
fondements scientifiques des méthodes de dénombrement 
après mise en culture, force est de reconnaître que leur rela­
tive simplicité de mise en œuvre et leur faible coût permet­
tent des mesures de routine qui, si elles ne sont pas parfaites, 
s'avèrent néanmoins bien utiles. 
Dans les eaux de surface, la concentration apparente des 
virus pathogènes est généralement très faible et il devient 
très difficile de les détecter directement. Aussi, le préalable 
indispensable à la mise en évidence des virus dans l'eau est 
une étape de concentration. Après cette étape, la détection 
des virus fait appel à diverses techniques de mise en évidence 
semblables aux techniques de diagnostic issues de la virolo­
gie médicale (Beytout & Laveran, 1994; Laveran & Traore, 
1997). Les entérovirus (poliovirus, coxsakivirus B, écho­
virus) et certains adénovirus sont capables de se multi­
plier en provoquant l'apparition d'effets cytopathogènes* 
caractéristiques. Ces virus, dont la culture est relativement 
aisée sur des systèmes usuels, sont recherchés et identifiés 

Tableau 3- Qualité microbiologique requise pour les eaux de baignade (directive européenne de décembre 1975). 
Norme guide Norme impérative Fréquence d'échantillonnage 

Coliformes totaux 500/100 ml 10000/100 ml Bimensuelle 

Coliformes fécaux 100/100 ml 2 000/100 ml Bimensuelle 

Srreprocoques fécaux 0 100/100 ml (1) 

Salmonelles 0/100 ml (1) 

Enrérovirus 0/100 ml (1) 

(1) Teneur à vérifier par les autorités compétentes lorsqu'une enquête effectuée dans la zone de baignade en révèle la présence possible ou une détérioration de la 
qualité des eaux. 
o Les streptocoques sont maintenant appelés entérocoques. 
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fréquemment par cette méthode. Un certain nombre de 
virus rencontrés dans le milieu hydrique ne provoquent pas 
d'effet cytopathogène sur cultures cellulaires (rotavirus, par 
exemple) ou se multiplient très difficilement (virus de l'hé­
patite A, par exemple). Pour d'autres virus, leur multipli­
cation dans les cellules in vitro n'a pas encore été établie; 
c'est le cas des astrovirus, du virus de Norwalk et des cali­
civirus apparentés, du virus de l'hépatite E et de certains 
adénovirus. Ceci ne préjuge toutefois en rien de l'impor­
tance épidémiologique de leur présence dans l'eau (Pa y ment 
et al., 1994; Pinto et al. , 1996; Abad et al., 1997). La mise 
en évidence de ces virus impossibles à multiplier sur cul­
tures cellulaires, ou à croissance lente et incertaine, a été 
envisagée à l'aide d'anticorps dirigés contre les protéines 
virales ou à l'aide d'acides nucléiques spécifiques du géno­
me viral (sondes moléculaires) . Les techniques immunolo­
giques ont permis de détecter des rotavirus et virus de l'hé­
patite A dans des prélèvements hydriques. Les techniques 
de biologie moléculaire basées sur l'amplification de gènes 
viraux ont, quant à elles, permis l'étude des astrovirus et 
calicivirus, virus jusqu'à présent peu connus sur les plans 
clinique et épidémiologique. Les techniques de biologie 
moléculaire en plein essor nécessi rent toutefois l'obtention 
de génomes viraux intacts, étape qui impose des dévelop­
pements méthodologiques appropriés à l'environnement et 
aux milieux hydriques en particulier. 
Certains développements méthodologiques et des applica­
tions réalisés dans le cadre du programme Seine-Aval sont 
présentés au chapitre III. 
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Chapitre Il 

Contrôle régulier de la qualité 
microbiologique de l'estuaire 

Depuis 1977, la cellule antipollution de Rouen (service de 
la navigation de la Seine, SNS) suit de manière régulière la 
qualité microbiologique des eaux de la Seine entre Poses et 
la mer. Les bactéries suivantes sont recherchées : coliformes 
totaux et fécaux, streptocoques fécaux (maintenant appelés 
entérocoques) et salmonelles. Les analyses sont effectuées par 
le laboratoire municipal de Rouen par les méthodes norma­
lisées de mise en culture. La fréquence des mesures est de 
vingt-quatre fois par an en trois stations (Poses, La Bouille 
et Caudebec), de douze fois l'an à Honfleur et Tancarville et 
enfin de six fois par an pour les autres stations (localisation 
des stations de prélèvement : voir la carte de la figure 2) . 
Bien qu'il n'existe pas de zone de baignade en Seine, les 
résultats des mesures sont comparés, pour fixer les idées, aux 
valeurs indiquées dans la norme de la Communauté euro­
péenne pour les eaux de baignade (rab. 3). 
La figure 3 présente l'évolution saisonnière en 1997 à trois 
stations de l'estuaire des coliformes totaux, des coliformes 
thermotolérants et des streptocoques fécaux. Ces résultats 
montrent que, quel que soi t leur type, les abondances de 
bactéries sont quasiment toujours supérieures à la valeur de 
la norme guide des eaux de baignade et parfois plus élevées 
que la valeur de la norme impérative. Parmi les trois stations 
présentées à la figure 3, les abondances les plus élevées sont 
à La Bouille. 
La figure 4 présente un exemple de profil longitudinal 
moyen pour l'année 1996 des divers types de bactéries fécales 
recherchées. On voit que les abondances croissent dans la 

Caudebec 

Tancarville \ 

pk= 300 Km 1 
La Bouille / 

Elbeuf 

15 km 

Contaminations bactérienne et virale 

première partie de l'estuaire entre Poses et l'agglomération 
rouennaise. Les valeurs maximales sont rencontrées dans la 
zone si ruée en aval de Rouen. Les teneurs en bactéries fécales 
décroissent de La Bouille à Caudebec pour remonter plus en 
aval dans la zone du bouchon vaseux où les hautes teneurs en 
matières en suspension favorisent la présence et la survie des 
bactéries fécales . Si l'on regarde p lus particulièrement les 
coliformes thermotolérants, on voit que, dans l'ensemble de 
l'estuaire, les teneurs excèdent dans presque toutes les situa­
tions (de 83 à 100 % des échantillons selon les stations) la 
valeur de 100 coliformes/100 ml qui correspond à la valeur 
guide de la norme européenne (rab. 3, p. 7). Selon les sta­
tions, les pourcentages de dépassement de la valeur de la 
norme impérative varient de 0 à 83 %. 
L'évolution au cours des vingt dernières années des bacté­
ries fécales à La Bouille est présentée à la figure 5. On n'ob­
serve pas d'évolution temporelle très marquée pendant une 
très longue période allant de 1977 à 1996. Par contre, une 
diminution significative de l'abondance des bactéries fécales 
en aval de Rouen est constatée en 1997 et 1998 par rapport 
aux années précédentes. Cette diminution récente doit être 
la conséquence de l'amélioration générale de l 'assainisse­
ment en région rouennaise ces dernières années avec, notam­
ment, la mise en service en 1997 de la station d 'épuration 
Émeraude qui traite les eaux usées de l'agglomération de 
Rouen, un effort de fiabilisation de la collecte des eaux usées 
et l'introduction de bassins de stockage des eaux usées par 
temps de pluie. 

pk= 200 Km 

Oise 

Achères 

pk = 0 Km Seme 

Figure 2 - Carte de la Seine depuis Paris jusqu'à l'embouchure avec l'emplacement de certaines stations de prélèvement. 
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Qualité bactériologique de l'eau 
Normes applicables aux eaux de baignade 

Nombre guide Nombre impératif 

Coliformes totaux à Poses en 1997 Coliformes thermotolérants à Poses en 1997 Sreptocopes fécaux à Poses en 1997 

1000000 ~~----~----------------==~ 
1000000 - - - - - - - - - 1000000 ~~~~~~~~~~~~~~~ 

100000 

100 +-==-+==--+----r----r----r--~ 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/ 10/97 27/ 12/97 

Coliformes totaux à La Bouille en 1997 

100 +---_,----~---+----+---~--~ 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/ 10/97 27/12/97 

Coliformes totaux à Caudebec en 1997 

100 +-~-+~--+-~~~--r-+-~-+~ 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/10/97 27/ 12/97 

100000 

100 l---1--r-+--lf--+-~-+---l~+--t---+---fl 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/ 10/97 27/ 12/97 

Coliformes thermotolérants à La Bouille en 1997 

1000 --- --
\ A /\ 

f::'::_-_-- ---

--------------~~:_-_ .... ~ __ -_-______ .... _· --~---·--~ 
100 1 1 1 1 1 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/ 97 29/08/97 28/ 10/97 27/ 12/97 

Sreptocopes fécaux à La Bouille en 1997 

100 100 1 1 1 1 1 1 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/ 10/97 27/ 12/97 01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/ 10/97 27/ 12/97 

Coliformes thermotolérants à Caudebec en 1997 Sreptocopes fécaux à Caudebec en 1997 

100 100 +--.---r-----.---r-......--r----r==r---r--r----r----r-l 

01/01/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/10/97 27/ 12/97 02/08/97 01/05/97 30/06/97 29/08/97 28/10/97 27/ 12/97 

Figure 3 - Évolution saisonnière en 1997 de l'abondance en coliformes totaux, coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux (exprimée en nombre de bactéries 
par 100 ml) à Poses, La Bouille et Caudebec (données SNS). 
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Figure 4 - Profils longitudinaux moyens (année 1996) de l'abondance en coliformes totaux, coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux dans l'estuaire (données SNS). 
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Figure 5 - Évolution temporelle de l'abondance en coliformes totaux, coliformes thermotolérants et streptocoques fécaux à La Bouille (données SNS). 
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Le tableau 4 présente l'efficacité de traitement de la nouvelle 
station d'épuration pour quelques paramètres physicochi­
miques et bactériologiques. Ces résultats montrent gue la 
décantation puis le traitement par boues activées éliminent 
efficacement les matières en suspension et la matière orga­
nique. Les coliformes fécaux sont, pour leur part, retenus à 
plus de 99 % dans cette station d'épuration. 

Tableau 4 -Impact du traitement des eaux usées à la station 
d'épuration Émeraude de Rouen sur quelques paramètres 
physicochimiques et sur les coliformes fécaux 
(échantillonnage de mars 1999). 

MES* DCO* DBO* Coliformes fécaux 

Entrée 264 mg/1 549 mg/1 352 mg/1 2,2 107/100 ml 

Sortie 17 mg/1 35 mg/1 14 mg/1 6,8 104 /100 ml 

Abattement(%) 93,6 93,6 96,0 99,7 

* Données du syndicat intercommunal d'assainissement de l'agglomération 
rouennaise. 
MES : matières en suspension; DCO : demande chimique en oxygène (repré­
sente la matière organique totale); DBO : demande biochimique en oxygène 
(représente la matière organique biodégradable). 

MU-Glu 

Contaminations bactérienne et virale 

Chapitre Ill 

Développements 
méthodologiques réalisés 
dans le cadre du programme 
Seine-Aval 

Dans le cadre du programme Seine-Aval, les microbiolo­
gistes ont développé diverses techniques d'estimation de 
l'abondance des bactéries et des virus qui sont des alterna­
tives, tout à fait intéressantes, aux méthodes classiques. Une 
méthode rapide de détection des coliformes fécaux a ainsi 
été développée. Cette technique basée sur une mesure enzy­
matique est décrite dans le premier paragraphe. Par ailleurs, 
une technique, basée sur les acquis récents de la biologie 
moléculaire, a été utilisée pour détecter certaines bactéries 
et des virus d'intérêt sanitaire dans l'estuaire; elle est décrite 
au paragraphe suivant. Ces méthodes ne passent pas par une 
étape de mise en culture des bactéries et évitent donc les biais 
liés à cette procédure. 

Détection des coliformes fécaux 
par méthode enzymatique 

Dans le cadre du programme Seine-Aval, une méthode rapi­
de d'estimation de l'abondance des coliformes fécaux a été 
développée (George et al., 1999). Cette méthode enzyma­
tique est basée sur la mesure d'une activité enzymatique spé­
cifique du coliforme fécal le plus abondant, Bscherichia coli : 
l'activité ~-D-glucuronidasique. La ~-D-glucuronidase 
d'B. coli, qui hydrolyse naturellement certains polysaccha­
rides (les ~-D-glucuronides), peut également hydrolyser des 
composés artificiels comme le 4-méthylumbelliféryl-~-D­
glucuronide (MU-Glu) et libérer ainsi le produit 4-méthyl­
umbelliférone (MUF) fluorescent, qui est détecté par spec­
trofluorimétrie (fig . 6). 
Le principe de la méthode enzymatique est d'ajouter aux 
bactéries d'un échantillon naturel, retenues par filtration sur 
une membrane de 0,2 micron de porosité, du MU-Glu pour 
détecter B. coli et de mesurer une vitesse d'apparition de la 
fluorescence dans le milieu de réaction. Ce paramètre repré­
sente la vitesse de production du produit fluorescent par 
l'activité enzymatique d'B. coli et est, dans des conditions 
standard, proportionnel à la quantité d'enzymes présentes 
dans l'échantillon, donc au nombre d'E. coli. En effet, cette 
enzyme inductible semble être induite chez les coliformes 

B-D-glucuronidase + 
acide B-D-glucuronique MUF fluorescent 

Figure 6 - Hydrolyse du MU-Glu par la B-0-glucuronidase. La liaison hydrolysée par l'enzyme est figurée en gras. 
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présents dans les milieux aquatiques naturels (George et al., 
1999). Cette méthode offre l'avantage de ne comporter 
aucune étape de mise en culture et permet ainsi un gain de 
temps considérable par rapport aux méthodes classiques 
d'incubation sur milieu gélosé (temps de réponse compris 
entre 24 et 48 h), puisqu'elle donne une réponse en vingt à 
trente mtnutes. 
Des mesures d'activité glucuronidasique ont été comparées, 
sur un large éventail d'eaux douces diversement contaminées 
en coliformes fécaux, à des énumérations de ces bactéries par 
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la méthode de référence de dénombrement sur milieu gélosé 
spécifique. Les eaux testées vont de petits ruisseaux f<?restiers 
bactériologiquement peu ou pas contaminés à des rivières en 
aval de rejets urbains. La relation présentée à la figure 7 est 
en échelle logarithmique, en raison de la très large gamme 
d'abondance en coliformes rencontrés; elle montre qu'il 
existe une bonne corrélation en échelle logarithmique entre 
l'activité glucuronidasique mesurée comme décrit ci-des­
sus et le nombre de coliformes fécaux comptés sur gélose. 

4 5 6 7 8 

Log (CF /100 ml) 

Figure 7 - Relation en coordonnées logarithmiques entre les mesures d'activité (3-0-glucuronidasique et les dénombrements sur gélose de coliformes fécaux, effectués 
sur une large gamme d'eaux de surface. Droite de régression: Log (act glucuronidasique) = 0, 61. Log (CF/ 100 ml)- 0, 07; r2 = 0, 83, n = 163, p < 0, 001 (George 
et al., 1999). 
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Contaminations bactérienne et virale 

Les bactéries de l'estuaire de la Seine 
sont le plus souvent organisées en biofilms 
au sein desquels elles peuvent se maintenir 
dans un état viable et non cultivable. 

Extraction de l'ADN 

En moyenne, 250 à 500 !-tg d'ADN nettoyé sont extraits 
dans 500 ml d'eau de la Seine, soit 1011 à 5 1012 génomes 
bactériens. Le génome d'une bactérie comme Escherichia coli 
a une taille de 4 106 paires de bases (pb), une masse 
de l'ordre de 5 fg et correspond à 2 000 gènes. 

Gènes recherchés dans le cadre du programme Seine-Aval 

• Gènes spécifiques des bactéries, ADNrl6S. 
• Gènes spécifiques de genres ou d'espèces bactériens : 

Salmonella, Nitrobacter. 
• Gènes spécifiques de métabolisme : le gène cadA. 
• Gènes spécifiques de virus. 

Figure 8 - Principe de la recherche de microorganismes dans les eaux de la Seine par une approche de biologie moléculaire. 
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Détection moléculaire des microorganismes 

Dans l'approche mise en œuvre, les microorganismes bac­
tériens et viraux ne sont pas recherchés par les méthodes 
classiques de culture (sur gélose pour les bactéries, sur cel­
lules pour les virus) . Les méthodes développées détectent 
des séquences spécifiques d'acides nucléiques (l 'acide 
désoxyribonucléique - ADN - pour les bactéries, l'acide 
ribonucléique - ARN- ou l'ADN pour les virus) des microor­
ganismes recherchés. Dans le chromosome de chaque cellule 
bactérienne, il existe en effet des séquences d'ADN haute­
ment spécifiques du genre, de l'espèce voire d'activités enzy­
matiques propres à chaque microorganisme. De même, il 
existe des séquences d'ARN ou d'ADN spécifiques de chaque 
famille ou de chaque genre viral. La technique de détection 
moléculaire décrite ci-dessous et sur la figure 8 offre l'avan­
tage de dénombrer les bactéries qui sont dans un état viable 
et non cultivable. Cette méthode permet aussi de rechercher 
des virus non détectables par les techniques classiques. 
Une méthode originale d'extraction des acides nucléiques 
(ADN, ARN) bactériens et viraux à partir de prélèvements 
d'eau de la Seine a donc été développée (Petit et al., 1999). 
Cette méthode d'extraction permet de traiter des volumes 
de 300 à 500 ml d'eau et d'éliminer au cours des différentes 
étapes les principaux polluants et les acides humiques qu'ils 
contiennent et qui inhibent la réaction de PCR. Ainsi, après 
extraction de l'ADN bactérien présent dans un échantillon 
d'eau de la Seine, on peut rechercher la séquence d 'ADN 
spécifique par la technique d 'amplification génique. Cette 
technique appelée PCR (Polymerase Chain Reaction), dont 
le principe est expliqué à la figure 9, permettra de recopier 
en plusieurs centaines de millions d'exemplaires le fragment 
d'ADN (voir ci-dessous); il sera alors possible de visualiser 
sa présence après migration électrophorétique sur gel d'aga­
rose (voir p. 17 et 21). 
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La technique d'amplification génique {PCR) 

La technique d'amplification génique, plus souvent appelée 
technique de PCR (de l'anglais Polymerase Chain Reac­
tion), a été découverte en 1988 par l'équipe de K. Mullis et 
lui a valu le prix Nobel de chimie 1993. La meilleure 
connaissance des propriétés physicochimiques de l'ADN, de 
sa réplication et l'analyse de ses séquences ont permis de 
concevoir la technique d'amplification de gènes reconsti­
tuant les réactions cellulaires dans un tube de 50 microlitres. 
L'ADN est structuré en une double hélice constituée de deux 
chaînes, composées de quatre bases nucléotidiques (A, T, C, 
G). Ces deux brins sont complémentaires l 'un à l'autre : 
l'adénine (A) s'associe à la thymine (T) et la cytosine (C) à 
la guanine (G). À température élevée, les deux brins de la 
double hélice se séparent (fig. 9, étape 1). Puis la tempéra­
ture diminue jusqu'à atteindre une valeur qui favorise l'as­
sociation spécifique (on parle alors d 'hybridation) à de 
courtes séquences d'ADN. Ces séquences, appelées amorces, 
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Figure 9 - Schéma du principe de l'amplification génique (PCR). 

Étape 1 

Étape 2 

Étape 3 

ont été choisies de façon à hybrider les extrémités de la 
séquence d'ADN recherchée (fig. 9, étape 2). À l'issue de 
cette étape d'hybridation, une enzyme (TAQ polymérase) 
s'accroche aux extrémités de ces amorces et synthétise une 
séquence d'ADN strictement complémentaire au brin . 
Ainsi, la séquence recherchée est recopiée deux fois. L'en­
semble de ces étapes est appelé un cycle d'amplification. Une 
réaction d'amplification génique nécessite 25 à 35 cycles. 
À la fin de la réaction, si la séquence recherchée est présente 
dans l'échantillon à analyser, elle est recopiée de façon expo­
nentielle: à partir d 'une seule séquence, on obtient plusieurs 
millions, voire milliards, de copies en quelques heures. Pour 
l'amplification des génomes à acide ribonucléique (ARN), 
une étape de copie de l' ARN en ADN est nécessaire avant 
l'amplification. Cette étape préalable est assurée par une 
autre enzyme (la reverse transcriptase). On parle alors de 
RT-PCR. 
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Figure 10 - Principe du dénombrement de bactéries coliformes par PCR compétitive. 

Dans certaines conditions, la technique de PCR peut être 

uti lisée pour dénombrer certains microorganism es, on par­
le alors de dénombrem ent par PCR compétitive (voir ci-des­

sous). Un exemple de numération des bactéries coliformes 
par cette technique est présenté à la fig ure 10. Dans cet 
exemple, nous nous sommes intéressés au gène codant pour 
une enzyme spécifique de ces bactéries. D 'autres bactéries 
ont été dénombrées dans l'estuaire par la technique d e PCR 
compétitive, par exem p le, les bactéries nitrifiantes (Berthe 
et al. , 1999). 

La PCR compétitive 

Pour quantifier une séquence d 'ADN spécifique des bacté­
ries appartenant au g roupe des coliformes, on ajoute dans 
chaque échant illon analysé par la technique de PCR une 
q uantité connue d' une séquence quasi identique à celle 
recherchée. Cet te séquence appelée ADN compétiteur s'hy­
bridera avec les mêmes am orces mais permettra une ampli­
ficat ion d'une séquence de taille inférieure. Ainsi, plus il y 
a de bactéries coli fo rmes dans l'échanti llon à analyser, moins 

on amplifiera cette séquence ajoutée; il y a une compétition 
entre les deux séquences . Cette technique de PCR compé­
ti tive est particulièrement appropriée à l 'étude de l'eau de 
la Seine car elle permet de comparer différents échantillons 
dont la composi tion en contaminan ts métall iques et en 
acides humiques, connus pour modifier l'efficacité de la 
réaction de polymérisation de l'ADN, peut varier selon les 
sites étudiés. 
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Contaminations bactérienne et virale 

Chapitre IV 

Dynamique des bactéries 
fécales dans la Seine 

Les travaux menés sur la contamination bactérienne de la 
Seine dans le cadre du programme Seine-Aval ont porté, 
d'une part, sur les coliformes, bactéries indicatrices de 
contamination fécale, et, d'autre part, sur un genre de bac­
téries pathogènes, les salmonelles. Les résultats de ces tra­
vaux sont synthétisés ci-dessous. 

Abondance des coliformes le long de la Seine 

Résultats expérimentaux 
En 1997 et 1998, quatre campagnes d'échantillonnage ont 
été réalisées sur la Seine et son estuaire. Au cours de ces cam­
pagnes, des mesures d'activité g lucuronidasique (voir p . 14) 
ont été réalisées sur une série de points de prélèvements, en 
parallèle avec des dénombrements de coliformes fécaux sur 
mi lieu gélosé spécifique. L'évolution de l'abondance des 
coliformes fécaux et celle de l'activité glucuronidasique dans 
les quatre situations sont p résentées à la figure 11 . Les gra­
phiques montrent tout d'abord une bonne cohérence entre 
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les résultats obtenus par les deux méthodes utilisées. Sur les 
profils longitudinaux, on remarque très nettement l'in­
fluence des rejets, dans la Seine, des effluents de la station 
d'épuration Seine-Aval à Achères sur les teneurs en bacté­
ries fécales du fleuve (fig. 11). Cette station d'épuration, 
avec une capacité de traitement de 2,1 millions de mètres 
cubes d'eau usée par jour, est la seconde plus grande station 
au monde. En aval des rejets, on observe une chute assez 
rapide des teneurs en bactéries fécales dans la colonne d'eau 
de la Seine jusqu'à l'entrée de l'estuaire à Poses (pk 200). 
Cette diminution rapide est partiellement due à une dilu­
tion des eaux de la Seine par celles de l'Oise moins chargées 
en coliformes. Les autres causes de disparition des bactéries 
fécales sont : la sédimentation, la lyse des cellules (induire 
par des virus ou liée à un stress lumineux ou chimique), le 
broutage par des microorganismes tels que les flagellés et 
ciliés qui sont connus pour se nourrir de bactéries (Servais 
et al., 1992 ; Me non et al., 1996). 
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Figure 11 -Abondance des coliformes fécaux dénombrés sur milieu gélosé spécifique (CF) (+let activité glucuronidasique (act. GLU) (Il) par 100 ml d'échantillon à dif­
férentes stations du bassin hydrographique de la Seine en 1997 et 1998. (STEP = station d'épuration). 
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Dans l'estuaire amont, la teneur en bactéries fécales se main­
tient et augmente dans l'agglomération de Rouen. Il est à 
noter que l'augmentation dans la région rouennaise est plus 
marquée en mai 1997 que lors des trois situations échan­
tillonnées par la suite . Ceci confirme l'influence positive, 
mentionnée plus haut, de la nouvelle station d'épuration de 
Rouen (station Émeraude) qui n'était pas encore totalement 
en service en mai 1997. En aval de Rouen, la contamination 
bactérienne diminue. Lors de chacune des campagnes, on 
observe une nouvelle augmentation de la teneur en coli­
formes fécaux dans la zone du bouchon vaseux. Lors de la 
campagne de mars 1998, trois échantillons ont, de plus, été 
prélevés en baie de Seine; les résultats indiquent une rapide 
diminution de la teneur en coliformes par rapport aux valeurs 
mesurées dans le bouchon vaseux. Dans cette zone, la dimi­
nution des abondances en bactéries fécales est parallèle à 
celle des matières en suspension. 
Les résultats obtenus par les deux méthodes utilisées mon­
trent des évolutions longitudinales similaires . Lors de 
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chaque campagne, on peut néanmoins remarquer qu'en 
aval de la station d 'épuration Seine-Aval à Achères, la dimi­
nution des coliformes fécaux cultivables est plus rapide que 
celle de l'activité glucuronidasique (exemple figure 12). 
Sur 130 km entre Conflans et Poses, les dénombrements de 
coliformes fécaux chutent d'environ 480 fois et l'activité 
glucuronidasique d'environ 65 fois (moyenne des quatre 
campagnes). 
Cette différence dans les vitesses de disparition des coli­
formes fécaux mesurées par les deux méthodes peut s'expli­
quer par la prise en compte par la méthode enzymatique de 
bactéries fécales qui gardent leur activité glucuronidasique 
mais qui perdent leur cultivabilité pendant leur transport 
avec les masses d 'eau vers l 'aval. En effet, des expériences de 
laboratoire, entreprises dans le cadre du programme, ont 
montré que des conditions telles que celles rencontrées 
dans la Seine étaient susceptibles d'induire la présence de 
bactéries non cultivables mais conservant une activité glu­
curonidasique. 
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Figure 12 - Teneurs en bactéries fécales (+ ) et activités glucuronidasiques (• l mesurées dans la Seine en aval de la station d'épuration Seine-Aval à Achères au mois 
de mars 1998. 
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Première ébauche de modélisation de la dynamique 
des coliformes dans la Seine 
Dans le cadre de ce travail, une première ébauche de modé­
lisation des coliformes fécaux dans la Seine a été entreprise. 
Ce modèle prend en compte les processus suivants : 
• les apports de coliformes par les effluents urbains . On 
considère une charge en coliformes proportionnelle à la 
charge en matière organique biodégradable dans les rejets; 
• la croissance des coliformes dans la Seine est considérée 
comme négligeable car ce fleuve ne constitue pas un envi­
ronnement favorable pour ce type de bactéries ; 
• la mortalité des coliformes est caractérisée par une ciné­
tique du premier ordre. Le modèle prend de plus en compte 
un terme du premier ordre représentant la perte de cultiva­
bilité puisque, jusqu'à présent, les résultats du modèle cher­
chent à simuler les profils d'abondance en coliformes tels 
qu'estimés par les comptages sur milieu gélosé; 
• un terme de sédimentation des bactéries fécales est consi­
déré mais la remise en suspension de coliformes cultivables 
n'est pas prise en compte. 
Ce module prenant en considération la dynamique des coli­
formes fécaux a été intégré dans le modèle de fonctionne­
ment écologique de la Seine entre Paris et Caudebec. La 
zone du bouchon vaseux, siège de processus complexes, de 
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sédimentation-resuspension, n 'a pas été modélisée pour 
l'instant. La figure 13 présente la comparaison des résultats 
expérimentaux et des simulations calculées par le modèle 
pour une situation échantillonnée en mai 1997. 
On voit qu'il existe une bonne cohérence entre les résultats 
expérimentaux et les valeurs d'abondance en coliformes 
fécaux calculées par le modèle. Ainsi, la très nette augmen­
tation en coliformes due aux rejets de la station d'épuration 
Seine-Aval, une soixantaine de kilomètres en aval de Paris, 
est bien simulée par le modèle ainsi que la diminution de 
l'abondance après ce gros apport . Plus en aval, chaque aug­
mentation résulte d'un apport par les rejets de diverses sta­
tions d'épuration. Après chacun de ces apports, on observe 
une diminution liée aux processus de sédimentation, lyse 
et broutage de ces bactéries évoqués plus haut. Bien qu'il 
s'agisse d'un modèle assez simple dans sa version actuelle, 
la bonne cohérence entre les résultats du modèle et les 
observations expérimentales atteste la capacité du modèle 
à décrire correctement à la fois les apports de coliformes et 
les facteurs qui contrôlent la disparition de ces bactéries. 
Dans sa version définitive, ce modèle sera un outil extrê­
mement utile pour la gestion de la qualité microbiologique 
des eaux de l'estuaire de la Seine. 
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Figure 13- Simulation du profil de l'abondance des coliformes fécaux et résultats expérimentaux (• ) dans la Seine entre l'aval de Paris et de Caudebec (situation de 
mai 1997), valeurs exprimées en Log du nombre de coliformes par litre. 
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Détection de Salmonella non cultivables 
dans les eaux de l'estuaire de la Seine 

À côté des travaux menés sur les coliformes décrits ci-dessus, 
des chercheurs du programme Seine-Aval se sont attachés à 
détecter la présence de bactéries pathogènes, les salmonelles, 
dans l'estuaire par des techniques originales. Les bactéries 
du genre Salmonella, communément appelées salmonelles, 
sont responsables de gastroentérites sévères. Le plus sou­
vent, elles sont évacuées dans les eaux de l'estuaire par l'in­
termédiaire des effluents provenant de stations d'épuration 
ou de centres d'élevage intensif; elles peuvent alors se 
concentrer dans certains organismes filtreurs comme les 
moules et occasionner des maladies chez l'homme. Le milieu 
estuarien ne constitue pas un environnement favorable à la 
croissance des salmonelles; les basses températures, la raré­
faction de la nourriture, voire la présence de polluants les 
contraignent à modifier leur métabolisme pour survivre. Le 
plus souvent, l'adaptation de ces bactéries dans ce nouvel 
écosystème est favorisée par leur attachement aux particules, 
ce qui améliore leur survie dans les eaux de l'estuaire; mais 
leur nouvel état métabolique ne permet plus aux bactério­
logistes de les cultiver en laboratoire, elles sont alors dans 
un état qualifié de viable et non cultivable. Les analyses 
classiques de recherche des salmonelles, selon les normes 

M 1 2 3 4 
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préconisées pour le contrôle de la qualité des eaux, sont 
basées sur des techniques de mise en culture qui se révéle­
ront donc mal adaptées à l 'étude des salmonelles présentes 
dans les eaux de l'estuaire . Dans le cadre du programme 
Seine-Aval, la recherche des bactéries du genre Salmonella 
par les techniques de biologie moléculaire développées au 
chapitre précédant a été entreprise. Chaque salmonelle pos­
sède dans son génome un gène qui code pour son flagelle, 
structure filiforme qui lui confere sa mobilité. La technique 
de PCR utilisée permet l'amplification génique d'une 
séquence d 'ADN, de taille correspondant à 889 paires de 
bases (pb), spécifique de ce gène. Cette séquence d'ADN ne 
pourra donc être amplifiée à partir d 'échantillons d'eau de la 
Seine que si des salmonelles sont présentes. Lors d'une cam­
pagne d'analyse longitudinale de l'estuaire (juillet 1995), 
nous avons ainsi observé que, dans des échantillons pour les­
quels il n'avait pas été isolé de salmonelles cultivables, il était 
possible de détecter la présence de ces bactéries par amplifi­
cation génique. Ce résultat démontre très clairement l'exis­
tence dans l'estuaire de ce genre de bactéries dans un état 
viable mais non cultivable. Une analyse plus précise de ces 
échantillons a montré (fig. 14) que, dans les eaux de l'estuaire 
de la Seine, les salmonelles peuvent s'associer aux particules 
facilement décantables et s'y maintenir dans un état viable 
et non cultivable (Petit et al., 1999). 

5 6 7 

L'échantillon d'eau de la Seine a été fractionné de façon à analyser l'ADN provenant de trois groupes de bactéries : les bactéries associées aux 
particules (puits no 2 et 3), les bactéries non associées aux particules (puits 4 et 5), une troisième fraction où les bactéries peuvent être indiffé­
remment libres ou associées aux particules (puits 6 et 7). Le puits no 1 (témoin positif) montre qu'une séquence de 889 paires de bases (pb) est 
spécifiquement amplifiée par cette technique de PCR lorsque l'ADN du génome de salmonelle est présent dans l'échantillon. Les puits 2, 3, 6 et 7 
montrent qu'il est possible d'amplifier une séquence identique à celle du puits no 1, ce qui démontre la présence de salmonelles non cultivables 
dans les fractions où les bactéries sont majoritairement associées aux particules. 

Figure 14- Visualisation des produits d'amplification génique (après électrophorèse sur gel d'agarose) obtenus par analyse PCR d'un échantillon d'eau de la Seine, où 
aucune bactérie du genre Salmonella n'a été isolée par la technique de mise en culture. 
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Chapitre V 

Contamination virale 
de l'estuaire de la Seine 

Les virus n'ont pas d 'autonomie de multiplication, ce sont 
des parasites intracellulaires qui se développent dans les 
organismes vivants. Éliminés dans les selles à des concen­
trations importantes, les virus sont présents dans les eaux 
usées (rab. 5). Lorsque celles-ci sont traitées en station 
d'épuration, 90 à 98 % des virus sont retenus mais les eaux 
épurées véhiculent encore des quantités notables de virus 
qui sont rejetées dans les eaux de surface. 
Dispersés dans les eaux de la Seine par les effluents urbains, 
les virus peuvent disparaître (par capture par des microorga­
nismes ou des êtres vivants environnants), s'inactiver ou 
persister dans le milieu extérieur sous forme agrégée ou 
adsorbée à des particules. Ils ont alors un comportement 
similaire aux matières en suspension; ils peuvent être trans­
portés et subir les phénomènes hydrosédimentaires caracté­
ristiques de l'estuaire (cycles de sédimentation et de remise 
en suspension). 
En raison de l'absence de métabolisme limitant leurs 
échanges avec le milieu extérieur, les virus sont plus résis­
tants que les bactéries et persistent donc plus longtemps. 
Leur survie dépend de leurs propriétés physicochimiques et 
des caractéristiques du milieu. Parmi les facteurs environ­
nementaux susceptibles d'influencer la persistance des virus, 
la température est le facteur inactivant le plus important. 
L'aptitude des virus entériques à persister dans le milieu 
extérieur s'explique par leurs caractéristiques structurales. 
Les protéines des capsides, qui constituent la majeure partie 
de la surface des virus, ont des propriétés physicochimiques 
qui leur permettent non seulement de s'adsorber aux parti­
cules solides en suspension dans l'eau mais aussi de résister à 
l'action dénaturante de nombreuses substances chimiques. 

Le pH et la concentration en matières organiques dissoutes 
du milieu modifient les propriétés d'adsorption des virus et 
influencent ainsi la durée de leur survie. Recouvert et pro­
tégé par la capside, l'acide nucléique peut toutefois être 
atteint par certains agents inactivants (rayons UV). Dans 
les eaux douces et estuariennes, la demi-vie du poliovirus 
varie de 3 à 40-45 jours selon la température et le degré 
d'ensoleillement. 
Dans le cadre du programme Seine-Aval, la méthode molé­
culaire présentée à la page 16 a été appliquée à la détection 
de différents virus au cours de plusieurs campagnes de pré­
lèvements effectuées entre 1995 et 1998 en douze sites entre 
Poses et Honfleur. Des gènes spécifiques des principaux 
virus entériques (entérovirus, adénovirus, astrovirus, calici­
virus apparentés au virus de Norwalk) ont été recherchés. 
Pour chaque virus cherché, une réaction de RT-PCR ou de 
PCR à l'aide d'amorces spécifiques du gène étudié a été mise 
au point après analyse des séquences publiées dans la biblio­
g raphie scientifique (Castignolles et al., 1998). 
Le tableau 6 présente l'ensemble des résultats obtenus au 
cours de trois campagnes de recherche des virus effectuées 
dans l'estuaire de la Seine. Les stations échantillonnées sont 
indiquées sur la carte de la figure 2. Pris dans leur ensemble, 
les résultats obtenus au cours des trois campagnes mon­
trent une grande variabilité de la répartition spatiale et tem­
porelle de la contamination virale. Les sites analysés sem­
blent pouvoir être regroupés en deux catégories : les sites 
systématiquement contaminés quelque soit la campagne et 
les sites contaminés de façon plus aléatoire comme Heur­
teauville et Tancarville (rab. 6a). Des virus différents peu­
vent être à l'origine de la contamination d'un même site. 

Tableau 5- Excrétion virale et réservoir des virus entériques (d'après Nicand et al., 1998). 
Virus Durée moyenne d 'excrétion Concentration virale par gramme de selles Réservoir 

Enrérovirus 1 mois Homme 

H épatite A 3 semaines Homme, Primates 

Rota virus 10 jours Homme, Mammifères, Oiseaux 

Virus Norwalk, Calicivirus 
.., . 
J JOurS Homme 

H épati te E 2 semaines Homme, Porc, Oiseaux, Rats 

Asrrovirus 12 jours Homme, Mammifères 

Corona virus Homme 

Adénovirus 10 jours Homme 
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Tableau 6- Répartition spatio-temporelle de la contamination 
virale des eaux dans l'estuaire de la Seine 
au cours de trois campagnes d'échantillonnage 
(mai 1997, mars 1998 et septembre 1998). 
Sites étudiés Mai97 Mars 98 Sept. 98 Trois campagnes 

cumulées 

Poses amom 2/3 2/4 2/4 6/11 

Elbeuf 3/3 2/4 2/4 7/11 

A val de Rouen 2/3 2/4 1 4/7 

La Bouille 2/3 4/4 1 617 

Heurreauv ille 0/3 2/4 114 3/11 

Caudebec 113 3/4 1 4/7 

Tancarville 0/3 2/4 114 3/11 

a) Nombre de virus détectés/ nombre de virus recherchés par PCR pour 
chaque campagne et pour les trois campagnes cumulées. Lors des trois cam­
pagnes, les entérovirus, les adénovirus et les astrovirus ont été recherchés, 
les calicivirus ont de plus été recherchés en mars et septembre 1998. 

Virus Mai97 Mars 98 Sept. 98 Trois campagnes 
recherchés cumulées 

Adénovirus 6/ 11 10/12 7/7 23 30 

Emérovirus 5111 9/ 12 1/7 15/30 

Asrrovirus 1/11 2/12 017 3/30 

Calicivirus NT 5/ 12 2/7 7119 

b) Nombre de stations où le virus a été détecté/ nombre de stations où le virus 
a été recherché. 

Parmi les quatre types de virus étudiés dans le cadre du 
programme, il apparaît une prédominance des adénovirus 
qui sont détectés au plus grand nombre de stations lors des 
trois campagnes (rab. 6b). Des résultats similaires montrant 
cette prédominance des adénovirus ont aussi été obtenus 
dans des eaux de rivière de la banlieue de Barcelone par un 
autre laboratoire (Pina et al. , 1998). Ainsi, l'abondance des 
adénovirus et leur stabilité dans l'environnement en feraient 
un indicateur de choix de contamination virale des milieux 
aquanques. 
La détection simultanée de plusieurs génomes à partir d 'un 
prélèvement d'eau de la Seine offre donc une méthodologie 
intéressante pour l'appréciation de la contamination virale. 
Il faut toutefois noter que les résultats obtenus permettent 
de conclure à la présence de certains virus à un moment don­
né dans l'estuaire de la Seine sans pouvoir préjuger de leur 
caractère infectieux. Pour apprécier la survie des virus en 
milieu aquatique naturel, les bactériophages, virus non 
pathogènes pour l'homme, peuvent être aussi recherchés. 

Contaminations bactérienne et virale 

Plus abondants et plus résistants que les virus pathogènes 
pour l'homme, certains bactériophages sont actuellement 
évalués comme indicateurs de contamination et de persis­
tance virales dans les milieux hydriques (Vilagines et al., 
1996). Par ailleurs, il est nécessaire à terme d 'accompagner 
la recherche des virus dans la Seine par une étude épidé­
miologique permettant d 'évaluer les risques pour la santé 
humaine de la présence de virus dans les eaux de l'estuaire. 
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Conclusion 

Les résultats des suivis réguliers de la qualité microbiolo­
gique des eaux effectués depuis une vingtaine d'années dans 
l'estuaire de la Seine permettent d'avoir une vision assez 
claire des niveaux de contamination, d'une part, et des 
grandes tendances évolutives, d'autre part. Pour ce qui est 
des niveaux de contamination, on peut dire qu'ils sont rela­
tivement élevés puisque les abondances en bactéries d'ori­
gine fécale sont quasiment toujours supérieures à celles 
fixées par les normes européennes comme valeurs guides 
pour les eaux de baignade. Les maxima dans l'estuaire sont 
observés entre Rouen et La Bouille; la zone du bouchon 
vaseux semble, par ailleurs, être une zone d 'accumulation de 
bactéries fécales . Pendant longtemps (de 1977 à 1996), 
aucune évolution temporelle marquée n'a pu être mise en 
évidence. Par contre, une diminution significative de 
l'abondance des bactéries fécales en aval de Rouen a été 
constatée en 1997 et 1998. Elle s'explique par l'améliora­
tion générale de l'assainissement en région rouennaise ces 
dernières années avec notamment la mise en service d'une 
nouvelle station d'épuration. 
L'ensemble de ces contrôles de routine, comme ceux effectués 
ailleurs sur les eaux de surface, sont réalisés au moyen de 
méthodes qui nécessitent la mise en culture des bactéries 
avant leur énumération . On sait aujourd'hui que ces 
méthodes, outre leur temps de réponse souvent très long 
(plusieurs jours), sont incapables de prendre en compte la 
totalité des bactéries présentes dans le milieu aquatique car 
certaines de ces bactéries, bien que présentant certaines 
caractéristiques de viabilité comme des activités métabo­
liques, refusent de croître dans les conditions de culture pro­
posées par les méthodes d'énumération. On parle alors de 
bactéries viables mais non cultivables. Les résultats obtenus 
sur les salmonelles, lors du programme Seine-Aval, et pré­
sentés dans ce fascicule ont permis de démontrer que cette 
bactérie pouvait survivre dans l'estuaire sous une forme 
viable mais non cultivable et donc que les méthodes cultu­
rales sous-estimaient son abondance. 
Dans ces conditions, il est clair qu'un effort important devait 
être accompli pour trouver de nouvelles manières de détec­
ter les bactéries et les virus dans le milieu aquatique. Dans 
le programme Seine-Aval, un pas important a été fait dans 
ce sens, puisque de nouvelles méthodes ont été développées 
puis appliquées à la recherche et l'énumération de bactéries 
et virus dans l'estuaire de la Seine. Une méthode enzyma­
tique permettant l'énumération rapide d'Escherichia coli} le 
coliforme d'origine fécale le plus abondant, a été développée 
puis utilisée afin d'appréhender la dynamique de ce type de 
bactéries. Un modèle de la dynamique des bactéries fécales 
dans la Seine a ainsi pu être développé. Il devrait constituer, 
dans l'avenir, un outil précieux en matière de gestion de la 
qualité microbiologique dans eaux du bassin. 

24 

Par ailleurs, des techniques basées sur les progrès récents de 
la biologie moléculaire ont été développées pour rechercher 
divers types de bactéries et virus. Nécessitant actuellement 
un temps de travail au laboratoire important, ces techniques 
n'ont jusqu'à présent pu être appliquées qu'à un nombre 
restreint d'échantillons. Elles apportent dès à présent des 
éléments intéressants quant à la contamination virale de 
l'estuaire de la Seine et elles ouvrent très certainement la 
voie à un large champ d'investigation. 
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Glossaire 

Allochtone : par opposition à autochtone, qui n'est pas issu 
du milieu où il se trouve. · 

Asymptomatiq~te : se dit d'une infection sans signe clinique 
mais pour laquelle le malade multiplie et excrète des virus . 

Autochtone: qui est issu du milieu même où il se trouve, où 
il vit. 

Effet cytopathogène : traduit, lors de la multiplication virale, 
les modifications morphologiques de la cellule infectée. 

Kyste : forme de résistance que peuvent prendre certains 
. . 

m1Croorgan1smes. 

Pathogénicité: capacité à causer une maladie. 

Thermotolérant: se dit d'un microorganisme qui résiste à des 
températures élevées. 
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6 Contaminations bactérienne et virale 
Dans l'estuaire de la Seine, la qualüé microbiologique des eaux est régu­
lièrement mesurée principalement via des énumérations de bactéries indi­
catrices de contamination fécale, tels que les coliformes. Ces mesures 
montrent une qualité bactériologique médiocre. Dans le cadre du pro­
gramme Seine-Aval, un effort méthodologique considérable a été accom­
pli afin de développer des techniques de détection et d'énumération de 
bactéries et de virus d'intérêt sanitaire ne présentant pas certains biais 
des techniques de routine basées sur la mise en culture. Une méthode 
enzymatique, permettant l'énumération rapide des coliformes fécaux, a 
été développée afin d'appréhender la dynamique de ce type de bactéries. 
Un modèle de la dynamique des bactéries fécales dans la Seine a ainsi 
pu être développé. Par ailleurs, des techniques basées sur les progrès 
récents de la biologie moléculaire ont été développées pour rechercher 
divers types de bactéries et virus en Seine. 

ln the Seine estuary, the microbiological quality of waters is regularly mea­
sured main/y through enumeration of bacteria indicating a fecal 
contamination, as co/iforms. These measurements indicate a law 
bacteriological quality. ln the scope of the Seine-Aval program, a large 
methodological effort has been made to develop detection and 
enumeration techniques of bacteria and viruses of sanitary interest which do 
not present the bias es of the classical techniques based on culturability. An 
enzymatic method al/owing the rapid enumeration of fecal coliforms was 
developed to study the dynamics of this kind of bacteria in the Seine. A 
mode/ of fecal bacteria dynamics in the Seine river and estuary was thus 
developed. Techniques based on the recent progresses of mo/ecu/ar 
bio/ogy were a/so developed and applied to detect and enumerate various 
types of fecal bacteria and viruses. 

Cette collection présente l'ensemble des résultats du program­
me Seine-Aval. Chaque fascicule de cette collection a été éla­
boré de manière à pouvoir être lu indépendamment des autres. 

Chaque année, l'essentiel de l'information scientifique produite est 
consigné dans des rapports thématiques et de synthèse pouvant être 
consultés auprès de la cellule de coordination du programme : 

Programme Seine-Aval 
Université de Rouen (Régis Hocdé) 
Laboratoire de morphodynamique continentale et côtière 
76821 Mont-Saint-Aignan Cedex 
e-mail : regis.hocde@univ-rouen.fr 
tél. 33 (0)2 3514 65 27- fax 33 (0)2 3514 70 22 
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