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Incertitude et variabilité de la concentration en microorganismes

AX
; cves . , ., ;e Y = I
Variabilité: hétérogénéite 4 fhUunc=——  p
qui ne diminue pas avec des 5 | <30%faible "' .7t f+
mesures additionnelles = 14 Incertitude
c ' L
Incertitude: manque partiel S | L##TTTTY variation
de connaissance, peut etre 3 5 5
reduite par plus de mesures : ‘ —
Temps, échantillons, intervalle ...
(ai-bi)
Si a= vraie valeur => % unc = Eq(1)
|ai_bi|
Si vraie valeur inconnue => *% unc = Eq(2)

moy(a,b.) 2



Sources et propagation de I'incertitude
Concentration en Escherichia coli dans un échantillon

2

mcerﬁwde [E. coli] (&E. ccrh') 2 (&E. i:t::rh')2 N (&E. cnh')

dans I'échantillon E coli E. coli

E. coli Total Sampling Storage
/4 1 2
Echantillonnage n (E‘E' E”?‘) .
+ E. coli Analytical Eq(3)

(McCarthy et al., 2008)

Stockage
+ : . _
Analyse - mcertltudeAsgr la mesure:
=> controlée, rapportée
[E. coli] £33% - incertitude sur I’échantillonnage:
\(15-67%) => peu décrite, sous-estimée ,
(Guigues et al. 2020)

(McCarthy et al., 2008)



Echantillonnage: une variété de techniques, équipements

Manuel: wrg
ponctuel dans le temps et I'espace "

Automatique:

- point fixe,

- Prise inféodée au débit ou pas de temps
- intervalles de temps entre multiples
échantillon discrets

- Echantillon moyen




Incertitude sur I’échantillonnage rives

Spatiale :

\~ Transect

Verticale: £

Canalisation
et petite riviere

A[E. coli]
Différence
non significative
Horizontale:
=> mélange par U = 62 +30 %

g [E. Col/]
la turbulence (Quillian et al., 2011)

(McCarthy et al., 2008;

Quillian et al., 2011) 5



Prélévement manuel incertitude liée a I’'équipement

Becher

ﬁ Pompe
K# Seau

5 campagnes de 2 sites au lac de Creteil

- E. coll,
- Entérocoques
intestinaux (EI)

" 1-Contaminé

E. coli: 853 + 1070

Sites 1 vs 2
Différence ~ 1 Log

2- Peu contaminé
E. coli : 164 = 102 NPP/100ml




Répétabilité de la mesure selon I’équipement

Incertitude :
E.coli: 2512 %

2 Echantillons El: 67 +59 %
repetes

E. coli:34 + 30 %

X1 X2. El: 65+ 68 %
Concentrations

) , ) => Plus d’incertitude sur les Entérocoques
Incertitude d’échantillonnage : d

|IX1-X2] e _
+% unc = Eq(2) Comparable a la litérature:

moy(X1,X2) Echantillonnage répété (1 min) :
(Harmel et al., ZOW E.coli: 23+ 16 % (Pendergrass et al., 2015)

v




Comparaison des équipements

:? R
=
o 3. L . . .
o — ¢ % unc = ﬂ 2 Sd().(l) Eq(4)
& H__;—_———__* — Xi moy(Xi)
< 2 «—— ———t+— — % Xi : Concentration d’un échantillon
g T
§ L T Gmcertitude d'échantillonnage \
W] Bécher Sceal Pompe entre les 3 equipements
Analyse statistique pour E. coli et El Ecoli- 57 + 30 %
Tests de Wilcoxon appariés
(N=30, p> 0.6) _ El :99+70% y

= Les 3 systémes sont comparables



Incertitude liée aux contaminations résiduelle
1- Prélevement manuel:

Contaminations croisées d’un site
contaminé vers site faiblement
contaminé?

Nettoyage :
Rincer, stériliser ou rien ?

Erreur relative
. L d’échantillonnage :
+ m Lac de Créteil

Sites 1 et 2 % unc = X2-X1 Eq(5)

rf

10-15 min entre les prélevements référence X _ : site peu
(Esbensen et Wagner, 2014) &Ontamme en premlerJ




Estimation de l’'incertitude (erreur relative d'échantillonnage)

3 traitements:

S ; - rincé a I'eau du site 3 fois
— . | - Rincé a I'eau du site 3 fois
5 puis stérilisation a I'éthanol

- Stérilisation a I'éthanol

:

60

40

'
= —_—

|
R S—

% incertitude sur la
[E. coli]l référence
20

1
_—

contaminétion Rinéage Ringége ethanol
+ethanol

Entre sites avec 1 log,, d'ecart

=> contamination possible d’un site pollué vers un site moins pollué

=> Rincer 3 fois a 'eau du site suffit 10



Incertitude liée aux contaminations résiduelles %
2- Préleveur automatique: il

- Contamination entre les échantillons successifs tres faible (Galfi et al. 2014)
+7-8% entre échantillons successifs lors d’'une pluie (McCarthy et al 2008)

- Contamination <1% dans la tubulure entre 2 pluies aprés 7 jours secs
(Hathaway et al 2014)

0.24/-0.001% (Hathaway et al 2014)
+0.Z2+/-0. 0

+0.1+/-0.001%

- Enlever la tubulure, rincer a I’eau sterile désionisee, autoclaver et réinstaller
- Rien, negligeable (Hathaway et al. 2010; McCarthy et al 2008)



Sites et procédures

Eaux de surface

La Villette - Pont de Crimée
Saint Maur - Quai de la pie

Eaux de rejet pluvial
DO du Centre Urbain (Noisy-le-Grand)
Bassin de rétention des eaux pluviales

(Sucy-en-Brie)

Référence:
Prélevement
manuel direct

S Référence:
= Prélevement
Ponctuel direct

Blancs : prelevement d’eau du robinet stérile

Nettoyage du
bol et du tuyau =

i Ringage : eau du robinet stérile
Désinfection :Javel 2 % +

_ Ringage a I'eau du robinet sterile



Blancs : eau du robinet autoclavée et désinfection a la javel

4.5

4.0

Effet
désinfection

3.5
|

3.0

2.5
|

Blanc aprés Blanc
désinfection directement

E. coli (log,, NPP/100 mL)

Bassin de retention des eaux pluviales

de Sucy-en-Brie en temps sec:
[E. coli]= 5.106 NPP/100 mL

P

{
)|

W,

Contamination résiduelle
en E. coli:
- élevée pour les eaux fortement
contaminées
=> DO du Centre Urbain (77)
=> Bassin de Sucy-en-Brie

- Aucune pour les eaux de
surface <2 Log,, NPP/100 ml

=>Bassin de la Villette
=> Quai de la Pie (St Maur-
des-fossés)

13



Blancs apres nettoyage a I’eau du robinet autoclavée

)

& Le ringcage est:
- o - suffisant pour les eaux
de surface testees

Centre StMaur Suc i : :
Urbain Y LaVilette - insuffisant pour les

eaux de rejet pluvial en
temps sec

E. coli (log,, NPP/100 mL)

14



Nettoyage : javel 2 % et rincage eau du robinet stérile

250 4 -
- O |
§§ 200
O |
g Eaux de surface
u:JLU 100 i Bassin de la
o - .
SR . Villette
S O 50 1 - . .-,
S S Wilcoxon apparié
T 1 N=6, p<0.05

Avant Aprés

Attention a bien rincer si utilisation de javel!
15



Incertitude liée au transport et stockage de I’échantillon

\ Recommandation:
24h max a 10°C, si possible > 8h
Attention I’échantillon ne doit pas congeler

Effet
Transport,
Stockage ?

Température ,
(5°C, ambiante) - Stockage 24h dans un préleveur non-

refrigére : diminution légere des E. coli dans 2
sites/6
+13% jusqu’a 8h puis -22% a 24h

(McCarthy el al., 2008)

- >8h a température ambiante est possible
(Pope et al. 2003)

16



Effet
Transport,
Stockage?

Température
4°C, ambiante

B i -

lac de Créteil

(becher ou pompe)

transport?

Bientot!

\\ Prélevement par la meilleure technigque

KFroid durant Ie\ Temps de stockage?

~\

V

Préléevement 1: OUI ‘ Stockage  0.5h
s au frigo 6h

glaciaire 24h

Prélevement 2: NON P )
T°C ambiante 0.5h ﬂ Sggcfriag%e ﬂ 24h

6h
J
4 17




§

;\\

Température de stockage avant analyse

100 150 200 250 300 350

Concentration en E. coli (npp/100 ml) a 24h

50
|

R LR

0
|

I
e e

T
ambiant

Temperature de stockage (°C)

Apres 0.5 h de transport
Et 6 h a température ambiante

T
froid

Pas de différence significative
Pour E. coli et El:
Test t et Wilcoxon apparié
(N=36; p=0.4; p=0.26)

=> En cas de nécessité il est possible
de transporter I’échantillon non réfrigéré

T° transport : 7.59 £ 0.97°C
T° stockage : 5.03 £ 0.61°C
T° amb extérieur : 16.84 £ 2.33 °C

T° amb laboratoire : 22.91 £ 0.63 °C .



Temps de stockage au réfrigérateur avant analyse

1000

O 0.5h
O 6h
O 24h

800
|

400
|

T
I

= — =

200
|

—

Concentration NPP/100 mL)
600
|

E. coli Entérocoques

Conclusion :
Analyser dansles6a8h

Analyse statistique :
E. coli et El:
Test t et Wilcoxon apparié
(correction Bonferroni)
(N=36 ; p=0.007; p=0.006)

s
o

E. coli Décroissance significative
(N=24; p<0.05)

19



incertitude liée a I'analyse

- méthode d’ensemencement
microplaques MUG/MUD
Quantitray Colilert (IDEXX)

erreurs liées au:

=> volume de l|a prise d’'essai
=> dilutions en serie

=> au mélange

=> Norme pour préparer les dilutions pas toujours suivie (ISO 6887-1)

(Garre et al. 2019)

Incertitude liée a 'analyse: dépend des laboratoires => essais inter-labo
meéthode Colilert

9a l12% (Noble et al. 2010)

27 % (IDEXX, 2004)

22 + 15% (McCarthy et al. 2008)



/Norme , \

36 a 72 heures
( ISO 9308-3 et ISO
7899-1)

Conclusion:
- Lecture a 48h

Temps d’incubation avant la lecture?

STEU N=12
| | |

—_
I

-T -T
L I

7.0

65

6.0

55

]

Concentration enE.coli (log10(NPP/100ml))

1 | |
24h  48h 72h

Temps de lecture

- Possible apres 48h

\_ /

35

3.0

2.8

20

N= 87

|
Lac « N=87

R

-
1 1
—_

1 ] ]
—r —e —

1 | |
24h  48h 72h

Temps de lecture

faibles concentrations

(4 sites,
1=333,
Nilcoxon et
est t
apparié)

- Pas de différence significative entre 48h et 72h
- Différence signicative entre 24 et 48h pour les

21



Conclusion

- L'échantillonnage, le transport et le stockage, I'analyse
sont des sources d’'incertitudes mais <30 % pour E. coli

- La désinfection de I'équipement ne semble utile que pour les
eaux residuaires

- Un ringage a I'eau du robinet stérile suffit pour les eaux de
surfaces
=> g verfifier sur un site plus contaminé

- Pour les entérocoques:
=> Contamination résiduelle peut étre plus longue



Réglementation sur I’échantillonnage => diminuer I'incertitude?

Directive 2006/7/CE

Normes:

NF EN ISO 19458: échantillonnage
FD T 90-521 (piscine et baignade)
FD T 90-523-1 (rivieres et canaux)

Guides: Agences de I'Eau
Loire Bretagne (AELB)

=> des instructions précises et une certaine liberté
d’interprétation et d’adaptation

23



Procédures variées mais des regles de base

Flaconnage minimum 250 m|
stérile ou rincé 3 fois,
équipement/tuyau propre

Transport et stockage:
~8h (max 24h) a 4-5°C 24



Retour d’expérience ()
Intercalibration entre les acteurs de suivi sur la Marne e

Au site SMV1 (Chelles)

Du 26 juillet au 7 septembre 2017 a 10h,
5 campagnes coordonnées par les
Syndicat Marne Vive

Marne Vive

- Syndicat Marne Vive
Laboratoire departemental des eaux du
Val de Marne
- DSEA, Conseil Départemental 94
- DEA, Conseil Départemental 93
Eurofins
- DGAA, Conseil Départemental 77
Laboratoire departemental d’analyse de
la Seine et Marne 25




1000

a00 ° @® valdemarne
—_—
= 800 }
E ® seineetmarne
3 700
~ ®
& 600 ¢ smv
=
= 500
S @
© 400 ®
£L
S 300 e .
QL
£L
a 200 . ®
w

100

0
14/06/2017 04/07/2017 24/07/2017 13/08/2017 02/09/2017 22/09/2017

- Escherichia coli
- Entérocoques
Intestinaux
-NH,*

“MES

Des différences
de protocole

Pas de difference significative entre les résultats des équipes

(Anova a mesures repétées, p>0.05 pour I'effet manipulateur, modele

significatif et valide)
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Sources et propagation de I'incertitude

Concentration en Escherichia coli dans un évenement pluvieux
pour un site - u (Sampling)

-u (C) u (Storage)
(Section 2.3 -
EMC/iload Equation3)

- u {Analytical)

Rource 11 - u {Depth Measurement)
_smc _U(EMC) | LuiQ) u {Velocity Measurement)
Source 1 U (Ly) u (VT].
(Section 2.5 - (Section2.4- Ly (Pipe Radius Measurement)
Equations 12 Equations4 & 6
u(SMC)— &q;gj O emcsiood O ) cvent Samoling Regi
(Section 2.6 - o cource 3 u {Event Sampling Regime)
Equation 16
quation 18) | suc u {(Number of Events)

Source 2

Incertitude sur I'’échantillon contribue a 8% a I'évaluation de la

concentration du site
=> incertitudes fortes sur la mesure du débit, du volume, intervalles

de prélevement, nombre d’évenements (McCarthy el al., 2008)
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