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ECHANTILLONNAGE
ET ANALYSE
MICROBIOLOGIQUES

Avant-propos

Les Recommandations au sujet de la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives au
Canada sont composées de plusieurs documents techniques qui tiennent compte des
divers facteurs susceptibles de nuire a la salubrité des eaux utilisées a des fins récréatives
du point de vue de la santé humaine. Il sagit notamment de documents techniques sur
la compréhension et la gestion des risques dans les eaux utilisées a des fins récréatives,

les indicateurs de contamination fécale, l'échantillonnage et 'analyse microbiologiques,
les cyanobactéries et leurs toxines, les caractéristiques physiques, esthétiques et chimiques,
ainsi que les agents pathogenes microbiologiques et les autres risques biologiques.

Ces documents fournissent des valeurs indicatives pour des parametres précis utilisés
pour surveiller les dangers liés a la qualité de l'eau et recommandent des stratégies de
surveillance et de gestion des risques reposant sur des données scientifiques.

Par « eaux utilisées a des fins récréatives », on entend les plans d’eaux douces, marines
ou estuariennes naturelles utilisés a de telles fins; cela comprend les lacs, les rivieres et
les ouvrages (p. ex. les bassins d’eaux pluviales, les lacs artificiels) qui sont remplis d’eaux
naturelles non traitées. Les différentes autorités responsables peuvent choisir dappliquer
ces recommandations a d’autres eaux naturelles qui font l'objet d'un traitement limité

(p. ex. l'application a court terme d'un désinfectant pour une manifestation sportive).
Toutefois, dans de telles situations, la prudence est de mise au moment d’appliquer les
recommandations. Certains microorganismes pathogénes (p. ex. protozoaires pathogénes)
résistent davantage a la désinfection que les organismes indicateurs de contamination
fécale. Ces microorganismes pathogénes peuvent encore étre présents, méme si la
désinfection a réduit les indicateurs de contamination fécale a des niveaux acceptables.

Les activités aquatiques récréatives qui pourraient présenter un risque pour la santé
humaine a la suite d'une immersion ou d’'une ingestion intentionnelle ou accidentelle
comprennent les activités entrainant un contact primaire (p. ex. la natation, le pataugeage,
la planche a voile et le ski nautique) et les activités entrainant un contact secondaire

(p. ex. le canot, la navigation de plaisance et la péche).
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Chaque document technique sappuie sur des publications scientifiques récentes portant
sur les effets sur la santé, les effets esthétiques et les considérations relatives a la gestion
des plages. La responsabilité de la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives reléve
généralement de la compétence des provinces et des territoires. Les politiques, les
approches et les décisions de gestion qui en découlent peuvent par conséquent varier
d'une région a l'autre. Les documents techniques sont destinés a guider les décisions des
autorités provinciales, territoriales et locales assurant la gestion des eaux utilisées a des
fins récréatives.

Le présent document contient des renseignements sur l'échantillonnage et l'analyse des
parameétres microbiologiques. Pour obtenir une liste compléete des documents techniques
disponibles, veuillez consulter le document de synthése des Recommandations au sujet
de la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives au Canada sur le site Canada.ca (Santé
Canada, 2024).
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1.0 APERGU DE
CECHANTILLONNAGE
ET DE ANALYSE
MICROBIOLOGIQUES

La surveillance de la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives est un élément
important d'une approche préventive de la gestion des risques. Ses principales fonctions
sont de caractériser la qualité de l'eau, de confirmer l'efficacité des activités de gestion
des risques déja en place et d'orienter les mesures d'atténuation futures. Il est essentiel
que les gestionnaires et les autorités disposent d'un programme de surveillance bien
structuré et bien planifié pour les aires aquatiques récréatives afin d'évaluer les risques,
d'éclairer les décisions en matiére de santé publique et de communiquer l'information
sur la qualité de l'eau au public. Dans la plupart des zones, les dangers microbiologiques
prioritaires sont les déchets fécaux introduits dans 'eau par les humains et les animaux,
et les efflorescences cyanobactériennes nuisibles.

Les activités courantes d’échantillonnage et danalyse des principaux indicateurs de la
contamination fécale dans l'eau — Escherichia coli (E. coli, eau douce) et les entérocoques
(eau marine et eau douce) — permettent d'orienter les décisions quotidiennes en matiere

de gestion (p. ex. 'émission d'avis d'interdiction de baignade) et de déterminer si une

zone d'eau se préte a des activités récréatives. Les données supplémentaires recueillies

au cours des enquétes sur place (p. ex. conditions environnementales, activités de la zone)
permettent d'interpréter et de prévoir les résultats relatifs a la qualité de 'eau. D'autres
indicateurs de contamination fécale peuvent étre inclus dans les programmes de
surveillance ou utilisés dans les études de dépistage des sources afin de fournir des
renseignements additionnels sur les sources de contamination fécale et ainsi de

préciser les risques potentiels pour la santé. Il est également possible de procéder a
l"échantillonnage et a l'analyse du sable et des sédiments dans le cadre des enquétes, car
on sait que ces matrices peuvent abriter des microorganismes provenant de matieres fécales
et d'autres sources environnementales, notamment des indicateurs de contamination fécale
et des agents pathogénes. Pour obtenir 'évaluation la plus exacte possible de la qualité de
U'eau, il est essentiel d'avoir recours a des procédures normalisées pour le prélevement, le
transport et l'analyse des échantillons. Il existe des méthodes normalisées fondées sur les
cultures et la réaction en chaine de la polymérase (PCR) pour la quantification des
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indicateurs de contamination fécale. Toutefois, le choix des méthodes d'analyse dépend de
facteurs tels que les exigences du programme de surveillance, la compétence et la capacité
du laboratoire, les considérations propres a la plage (p. ex. les caractéristiques de la source
d'eau) et les exigences des autorités compétentes.

Les microorganismes pathogénes (c.-a-d. les bactéries pathogénes, les protozoaires,

les virus et les champignons) peuvent étre présents dans les eaux utilisées a des fins
récréatives. La surveillance de routine de ces microorganismes n'est pas recommandée en
raison de la complexité et des colts associés a l'analyse (voir section 3.3). La recherche
d'agents pathogénes spécifiques peut étre effectuée a des fins d'enquéte — par exemple
en réponse a une épidémie de maladie d'origine hydrique. Les principaux indicateurs

de contamination fécale sont utilisés pour montrer la présence potentielle d'agents
pathogénes fécaux (WHO, 2000b; Hussain, 2019). Les renseignements issus du dépistage
des sources de pollution microbienne peuvent également aider a interpréter les résultats
des indicateurs de contamination fécale (Schoen et coll, 2011; Alberta Health, 2022).

Les efflorescences cyanobactériennes constituent également un danger important

pour certains plans d'eau utilisés a des fins récréatives. Les documents techniques sur

les cyanobactéries et leurs toxines qui ont été élaborés pour les Recommandations au
sujet de la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives au Canada (Santé Canada, 2022)
et les Recommandations pour la qualité de l'eau potable au Canada (Santé Canada, 2017)
contiennent des renseignements sur les parametres et les méthodes de surveillance
utilisés dans les plans de gestion des cyanobactéries. Différentes méthodes et techniques
sont employées pour prélever les échantillons destinés a l'identification des
cyanobactéries ou a l'analyse des toxines. Pour obtenir des renseignements détaillés,
consulter Water Quality Research Australia (2009); APHA et coll. (2023); et Welker et
Raymond (2021).
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2.0 ECHANTILLONNAGE
MICROBIOLOGIQUE

'échantillonnage microbiologique de routine vise a décrire avec exactitude la qualité de
'eau a différents endroits de la zone de loisirs aquatiques (p. ex. les zones trés achalandées
ou les zones adjacentes a des sources connues ou potentielles de pollution fécale).
Plusieurs facteurs peuvent influencer la variabilité temporelle et spatiale des bactéries
indicatrices de contamination fécale sur les plages, notamment les facteurs climatiques
et environnementaux (p. ex. les tempétes, la température, l'hydrodynamisme de la zone),
les sources d'indicateurs fécaux (p. ex. la pollution fécale, le sable et les sédiments de la
plage), les activités des baigneurs et les caractéristiques du site qui peuvent empécher
ou favoriser le mélange (p. ex. les brise-lames, les jetées) (U.S. EPA, 2010). Chaque plage
possede ses propres caractéristiques, en fonction des facteurs qui prédominent a un
moment donné. Les plans de surveillance des plages doivent donc étre concgus selon

la connaissance précise que l'on a de la plage et de la variabilité possible de la qualité

de l'eau a cet endroit. On trouvera des conseils sur 'élaboration de programmes de
surveillance des plages dans le document technique Recommandations au sujet de la
qualité des eaux utilisées a des fins récréatives au Canada : Comprendre et gérer les
risques dans les eaux récréatives (Santé Canada, 2023b).

Lors de l'échantillonnage, tous les prélévements et toutes les analyses de laboratoire
doivent étre effectués conformément aux instructions des autorités compétentes. Il est
important d'employer des méthodes validées ou normalisées pour que les décisions de
santé publique soient prises de facon éclairée et sans délai. Les exploitants de plages
doivent consulter les autorités compétentes pour vérifier s'il y a des exigences particuliéres
a respecter, par exemple le recours a un laboratoire accrédité pour l'analyse des
échantillons. Lorsqu’ils achétent des services de laboratoire, les exploitants de plages
doivent consulter le laboratoire d'analyse au sujet de questions telles que le rendement des
méthodes, les programmes d‘assurance et de contréle de la qualité, les exigences relatives a
la chaine de possession, les exigences en matiére de prélévement, d’'étiquetage, de transport
et de durée de conservation des échantillons, et le délai d'obtention des résultats.
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Le laboratoire d'analyse doit préparer et fournir des récipients stériles pour les
échantillons (p. ex. des bouteilles stériles en verre ou en plastique, des sacs en plastique
préstérilisés avec fermeture a fil). Le volume de l'échantillon doit permettre de réaliser
l'ensemble des analyses requises et de les répéter, au besoin. Des bouteilles pouvant
contenir un volume de 250 mL a 500 mL devraient étre suffisantes pour la plupart des
analyses de routine de l'eau (WHO, 2000a; Robertson et coll, 2003). Il peut étre nécessaire
de prélever des volumes d'eau plus importants (p. ex. 1 litre, 10 litres ou plus) dans
certaines circonstances, notamment lors d'analyses ciblant des agents pathogénes
d'origine hydrique ou d'autres indicateurs (WHO, 2000a; U.S. EPA, 2018).

Les laboratoires doivent fournir les formulaires de soumission d’échantillons ou de chaine
de possession a joindre aux échantillons, et ils doivent définir les exigences a respecter au
moment de remplir les formulaires et d'étiqueter les échantillons. Il peut s'agir d'instructions
sur l'utilisation de stylos et d’étiquettes imperméables, sur l'étiquetage des récipients avant
le prélevement pour éviter les erreurs et sur la maniére d'éviter que les formulaires et les
étiquettes soient endommagés pendant le transport vers le laboratoire.

Quelle que soit la méthode utilisée, il est primordial d'utiliser de l'équipement stérilisé
et une technique aseptique pour réduire le plus possible le risque de contamination
accidentelle des échantillons.

2.1 Prélévement d'échantillons — eau

Le plan de surveillance de plage élaboré par les autorités compétentes doit préciser le lieu,
'heure et la fréquence du prélévement des échantillons. Il est possible d'obtenir des
instructions détaillées sur le prélévement des échantillons auprés d'autres sources (U.S.
EPA, 1997; APHA et coll, 2023; ISO, 2021b). Certains aspects fondamentaux sont traités dans
le présent document.

En présence de courant, les échantillons doivent étre prélevés en amont de la personne
qui fait le prélévement, de 'embarcation ou de toute autre plateforme d’échantillonnage.
Les échantillons prélevés dans la zone de déferlement doivent étre recueillis lorsque les
vagues ou les houles arrivent. Les perturbations du sable et des sédiments de l'estran
peuvent entrainer une remise en suspension des microorganismes indicateurs de
contamination fécale, gonflant ainsi les estimations microbiologiques. Il faut prendre

des mesures pour limiter le plus possible le prélevement de sable et de sédiments en
suspension. Par exemple, la personne qui préléve des échantillons en eaux calmes doit
éviter de soulever les sédiments du fond lorsqu’elle se rend au point d'échantillonnage,

ou elle doit attendre que les sédiments se déposent. Lors du prélévement des échantillons,
il faut porter des gants propres et jetables ou avoir les mains propres et désinfectées.
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Les récipients pour échantillons ne doivent étre ouverts qu'au moment du prélévement.

Il faut prendre soin de ne pas toucher lintérieur de la bouteille ou du bouchon, le goulot
de la bouteille ou l'intérieur du sac en plastique avec les mains ou avec d'autres surfaces
pendant toute la durée du préléevement. La personne qui effectue le prélevement doit
dévisser le bouchon de la bouteille ou ouvrir le sac en plastique en déchirant la bande le
long des perforations, puis elle doit plonger la bouteille ou le sac dans l'eau en dirigeant
louverture vers le bas, dans la direction opposée a elle-méme. A la profondeur voulue, |a
personne doit tourner la bouteille vers le haut face au courant ou ouvrir le sac et attendre
que la bouteille ou le sac se remplisse, en veillant a ne pas prélever l'eau située en surface.
Il convient de laisser un espace d‘air d'au moins 2,5 cm pour permettre un bon mélange
avant l'analyse; on peut enlever un peu d'eau, au besoin. La personne qui effectue le
prélevement doit ensuite remettre le bouchon sur la bouteille ou fermer et sceller

le sac a l'aide du systéme de fermeture.

La profondeur a laquelle l'échantillon d'eau est prélevé est moins importante que la
profondeur globale de l'eau ou la « zone de profondeur » ol l'échantillonnage est effectué
(U.S. EPA, 2010). Les échantillons d'eau prélevés dans les zones peu profondes (p. ex. ol l'eau
est a la hauteur des chevilles ou des genoux) contiennent souvent un nombre plus élevé de
bactéries indicatrices de contamination fécale que les échantillons prélevés dans les zones
plus profondes (p. ex. ol 'eau arrive a la poitrine) (Edge et Hill, 2007; Edge et coll, 2010; U.S.
EPA, 2010). Les autorités compétentes doivent définir la zone de profondeur requise pour
l"échantillonnage, et les échantillons d'eau doivent systématiquement étre prélevés dans

la zone de profondeur définie.

Les échantillons prélevés de 15 cm a 30 cm sous la surface de l'eau fournissent une

mesure adéquate de la qualité de l'eau et de l'exposition humaine (U.S. EPA, 2005c, 2010). Ils
permettent en outre de limiter le prélevement de débris flottant a la surface qui pourraient
fausser les analyses. Les méthodes normalisées (APHA et coll, 2023) recommandent de
prélever les échantillons a 30 cm sous la surface de l'eau. LEnvironmental Protection Agency
des Etats-Unis (U.S. EPA) a également utilisé une profondeur de 30 cm sous la surface de
l'eau dans les études de surveillance des eaux récréatives et d'évaluation des méthodes
gu'elle a menées (Haugland et coll, 2005; U.S. EPA, 2005¢).
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211 Données supplémentaires

Au moment de l"échantillonnage, il peut étre utile de recueillir des données
supplémentaires pour définir les facteurs propres a la plage qui influencent la qualité de
'eau et pour prévoir les circonstances dans lesquelles les objectifs de qualité de l'eau
pourraient étre dépassés. Les paramétres couramment mesurés comprennent la direction
et la vitesse du vent, la hauteur des vagues, la turbidité, la température de l'eau, les
précipitations antérieures et les éléments a proximité susceptibles daltérer la qualité

de l'eau (p. ex. le nombre d'animaux présents, la densité de baigneurs) (Francy et coll,
2013a; U.S. EPA, 2016). Les enquétes relatives a la sécurité et a l'hygiene du milieu (ESHM),
"équivalent des relevés sanitaires des plages de l'U.S. EPA, permettent de recueillir des
données auxiliaires cohérentes, ainsi que d'examiner les données avant et apreés la saison
pour orienter les mesures qui seront prises (Santé Canada, 2023b). Les données issues des
ESHM peuvent aussi étre utilisées pour élaborer des modeles de prédiction de la qualité
de l'eau et les mettre a l'essai (U.S. EPA, 2008; Kinzelman et coll, 2012; Santé Canada,
2023b). Il existe des publications qui traitent de l'élaboration et de l'utilisation d’outils

de modélisation prédictive et de logiciels de modélisation gratuits (Francy et coll, 20133,
U.S. EPA, 2016, 2022).

21.2 Echantillonnage composite

L'échantillonnage composite est une solution de rechange a l'échantillonnage traditionnel;
il permet d'évaluer la qualité de l'eau a différents endroits le long d'une plage sans
augmenter le nombre d'analyses de laboratoire requises, ce qui peut avoir pour effet

de réduire les colts connexes.

Les exploitants de plages qui envisagent d'intégrer une technique d'échantillonnage
composite a leur programme de surveillance de plages doivent comprendre que les
concentrations de bactéries indicatrices de contamination fécale varient selon l'endroit
échantillonné le long du segment de plage sélectionné. Les plages peuvent présenter
une variabilité spatiale importante en ce qui concerne les sources de pollution fécale

et les concentrations de bactéries indicatrices (Edge et coll, 2010). Les points chauds
(lieux d'échantillonnage ou les concentrations de bactéries indicatrices de contamination
fécale sont constamment élevées) posent un probléme dans le cadre des stratégies
d'échantillonnage composite (Kinzelman et coll, 2006; Edge et coll, 2010). Les résultats
de mauvaise qualité de l'eau provenant de ces zones peuvent passer inapercus lorsqu’un
échantillon est mélangé dans un échantillon composite. Par conséquent, les échantillons
qui proviennent de points chauds ne doivent pas étre mélangés avec d'autres échantillons
(Kinzelman et coll, 2006).
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Les exploitants de plages doivent également comprendre la différence entre lanalyse
d'échantillons composites et 'analyse d’échantillons individuels. L'échantillonnage
composite ajoute une couche d'incertitude au processus d'évaluation de la qualité de
U'eau; en effet, on utilise un échantillon combiné pour estimer la densité moyenne des
indicateurs de l'ensemble des échantillons, puis on utilise cette estimation pour
caractériser la qualité de l'eau de la plage tout entiére. Cette étape additionnelle peut
introduire des erreurs dans les résultats finaux de qualité de l'eau. Le fait daugmenter le
nombre d'échantillons qui forment l'échantillon composite peut compenser l'incertitude
supplémentaire et améliorer la précision des résultats (U.S. EPA, 2005c¢, 2010).

L'échantillonnage composite permet de calculer approximativement la moyenne
arithmétique plutdt que la moyenne géométrique, laquelle est couramment utilisée dans
les évaluations des tendances relatives a la qualité des eaux utilisées a des fins récréatives.
Le rapport EMPACT (Environmental Monitoring for Public Access and Community Tracking)
de l'U.S. EPA (U.S. EPA, 2005¢) présente les différences entre la moyenne arithmétique et la
moyenne géométrique. Les auteurs font remarquer que, selon les principes mathématiques,
la moyenne arithmétique est toujours égale ou supérieure a la moyenne géométrique
(U.S. EPA, 2005¢). De plus, dans les distributions de données log-normales, la moyenne
arithmétique et la moyenne géométrique sont liées, et la moyenne géométrique peut étre
estimée lorsque la variance des densités d'indicateurs est connue (U.S. EPA, 2005¢). Les
résultats des échantillons composites peuvent étre utilisés en tant qu'estimation prudente
de la qualité de l'eau, ou ils peuvent étre convertis en une estimation de la moyenne
géométrique (a condition que la variance soit connue) (U.S. EPA, 2010).

Pour déterminer la faisabilité d'un échantillonnage composite sur une plage donnée, on
peut avoir recours a des études de distribution spatiale, aux données microbiologiques
historiques et aux renseignements sur les caractéristiques de la plage fournis par une
ESHM (Santé Canada, 2023b). Si une technique d’échantillonnage composite est envisagée,
les exploitants de plages devraient communiquer avec l'autorité compétente pour
discuter des exigences applicables. Il est également conseillé de consulter les laboratoires
au sujet des services en ce qui concerne la préparation et l'analyse des échantillons
composites. On peut trouver de plus amples renseignements sur l'échantillonnage
composite et son application aux programmes de surveillance des eaux récréatives aupres
d'autres sources (Kinzelman et coll, 2006; Bertke, 2007; Reicherts et Emerson, 2010; U.S.
EPA, 2005c, 2010).
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2.2 Prélévement d'échantillons - sable et sédiments

Il n'existe pas de méthode normalisée reconnue pour le prélévement d'échantillons de
sable de plage destinés au dénombrement des microorganismes. Cependant, des méthodes
de recherche sont décrites dans la littérature scientifique et ont été utilisées avec succes
pour le prélevement d’échantillons. Le sable étant hétérogéne par nature, les échantillons
doivent étre prélevés a de nombreux endroits représentatifs, y compris aux points chauds
potentiels, afin de caractériser au mieux la plage (Brandao, 2019). L'Organisation mondiale
de la Santé (OMS) recommande d'utiliser des cuilléres d'échantillonnage stériles (ou des
carottiers) pour prélever plusieurs aliquotes peu profondes a la surface de la zone cible
(jusqu'a 10 cm de profondeur) (WHO, 2021). D'autres méthodes publiées ont recours a des
instruments stérilisés tels que des cuilléres d’échantillonnage, des pelles, des carottiers ou
des sondes pour échantillonner le sable et 'eau interstitielle sur les plages (Vogel et coll,
2017). Les caractéristiques de la plage peuvent influencer les résultats lors de l'utilisation
de différentes méthodes de prélevement (Vogel et coll, 2017). Les autorités compétentes
et les exploitants de plages doivent consulter la littérature pour déterminer les méthodes
les mieux adaptées a leurs besoins. Vogel et coll. (2017) passent en revue les différentes
méthodes utilisées dans les milieux de recherche. Les pratiques exemplaires en matiere
de prélevement d'échantillons figurent dans les méthodes normalisées ou dans d'autres
méthodes publiées relatives au prélevement, a la conservation et a la manipulation
d'échantillons d'eau, de sédiments ou de sol (APHA et coll, 2023; Wollum, 2018; ISO, 2021b).

Pour éluer les bactéries indicatrices de contamination fécale des particules de sable en
vue de leur dénombrement, on a eu recours au brassage manuel, a la sonication et a des
mélangeurs (Whitman et Nevers, 2003; Kinzelman et coll, 2004; Boehm et coll, 2009).
L'OMS (WHO, 2021) recommande l'extraction des microorganismes du sable de plage selon
la méthode décrite par Boehm et coll. (2009).

Pour obtenir des conseils sur 'échantillonnage des sédiments, on consultera les méthodes
normalisées (APHA et coll, 2023; ISO, 2021b).
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2.3 Transport, conservation et entreposage des échantillons

Une fois recueillis, les échantillons doivent étre conservés au frais, mais non congelés (c.ad.
a une température de 4 °C a 10 °C), et a l'abri de la lumiére jusqu’a l'analyse (APHA et coll,
2023; U.S. EPA, 2021). On peut utiliser des glacieres isothermes contenant des blocs
réfrigérants pour transporter les échantillons jusqu’au laboratoire. Les échantillons doivent
étre protégés du contact direct avec les blocs réfrigérants et disposés de maniére a ne pas
basculer. Une fois au laboratoire, les échantillons doivent étre conservés au réfrigérateur et
étre analysés dés que possible aprés leur réception (APHA et coll, 2023).

2.3.1 Durée de conservation maximale

Pour les échantillons analysés a laide de méthodes fondées sur les cultures, il est préférable
de ne pas laisser s'écouler plus de huit heures entre le prélévement de l'échantillon et
l'exécution de l'analyse (APHA et coll, 2023; U.S. EPA, 2021). Les documents d'orientation sur
l"évaluation de la qualité de 'eau recommandent une durée de conservation maximale de
24 heures (WHO, 2000a; Payment et coll, 2003). Bien qu'il existe peu de données sur les
effets de l'entreposage sur les concentrations microbiennes (Pope et coll, 2003; Thapa et
coll, 2020), les conséquences d'une période de conservation prolongée doivent étre
abordées avec le laboratoire d'analyse. Plus précisément, il est important de prendre en
compte le risque ou les répercussions de résultats inexacts lorsque des méthodes d’analyse
fondées sur les cultures doivent étre utilisées en raison de la diminution du nombre de
bactéries indicatrices de contamination fécale qui peut se produire pendant un entreposage
prolongé. Il faut mettre en balance ce risque ou ces répercussions et l'incidence qu‘aurait le
fait de ne soumettre aucun échantillon si 'exploitant de la plage est incapable de faire livrer
les échantillons dans les délais de conservation requis. Si les échantillons ne peuvent pas
étre analysés dans les délais de conservation requis, on peut envisager d'effectuer des
analyses sur le terrain a l'aide de méthodes danalyse commercialisées ou d'utiliser des
procédures d'incubation retardée (APHA et coll, 2023).

Si 'on utilise les méthodes de PCR quantitative (QPCR) approuvées par 'U.S. EPA (voir la
section 3.1.2), la durée de conservation des échantillons ne devrait pas dépasser 6 heures
entre le prélevement et le début des analyses (U.S. EPA, 20153, 2015b). Le respect des délais
de conservation est essentiel a 'obtention de données valides (U.S. EPA, 20153, 2015b) et si
'on souhaite pleinement tirer parti des analyses accélérées par qPCR. Si les échantillons
ne peuvent étre acheminés a l'intérieur des délais fixés, on peut envisager l'adoption
d'autres approches qui accéléreraient la prise de décisions sur la qualité de l'eau, comme
des modeles prédictifs (Santé Canada, 2023b) ou des méthodes enzymatiques
automatisées — voir la section 3.1.3.
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3.0 METHODES D’ANALYSE
MICROBIOLOGIQUE

3.1 Indicateurs de contamination fécale recommandés
3.1.1 Meéthodes fondées sur les cultures

Les méthodes normalisées et approuvées par 'U.S. EPA disponibles pour la détection

d’'E. coli et des entérocoques dans les eaux utilisées a des fins récréatives sont résumées
dans le tableau 1. Les autorités compétentes peuvent approuver l'utilisation d'autres
méthodes sur leur territoire (Public Health Ontario, 2022; CEAEQ, 2023). Les deux principales
méthodes fondées sur les cultures employées pour le dénombrement des bactéries
indicatrices de contamination fécale sont la technique du nombre le plus probable (NPP)
et la technique de filtration sur membrane (FM). La technique NPP exige de diluer ou de
répartir l'échantillon dans des tubes ou des puits. Les tubes ou les puits sont ensuite
incubés, puis les données statistiques NPP sont utilisées pour calculer le nombre de
bactéries dans 'échantillon selon le nombre de tubes ou de puits qui ont donné un
résultat positif au test. Dans le cas de la technique FM, l'échantillon est filtré, puis le

filtre est transféré sur un milieu de croissance a usage diagnostique contenant des agents
différentiels et sélectifs. Aprés incubation, on procede au dénombrement des colonies
cibles obtenues.

Tableau 1. Méthodes fondées sur les cultures normalisées et approuvées par l'U.S. EPA pour
la détection d'E. coli et des entérocoques dans les eaux utilisées a des fins récréatives

Méthode Milieu Format Délai d'obtention Méthode approuvée par
des résultats U'U.S. EPA®

E. coli

SM 9223 B2 Milieu Colilert-18® DST-NPP 18 h o

ISO 9308-2:2012°

SM 9223 B® Milieu Colilert® DST-NPP 24 h 0]

SM 9223 B Milieu Colisure® DST-NPP 24 h N

ISO 9308-3° Milieu MUG/EC FTM-NPP | 36 ha72h N

SM 9213D# Gélose mTEC FM 24 h 0]

U.S. EPA 1103.1¢ (2 étapes)
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Méthode Milieu Format Délai d’'obtention Méthode approuvée par
des résultats U'U.S. EPA®
E. coli
SM 9213D? Gélose mTEC FM 24 h (@]
U.S. EPA 1603¢ modifiée
U.S. EPA 1604¢ Milieu Ml FM 24 h (e}
U.S. EPA-N/Acd Milieu EC FM 8halOh (@]
KwikCount
U.S. EPA-N/Ac Bouillon FM 24 h (e}
m-ColiBlue24®
Entérocoques
SM 9230 D2 Milieu Enterolert® DST-NPP 24 h
ISO 7899-1:2000° | Milieu MUD/SF FTM-NPP 36 ha72h N
SM 9230 B Bouillon de FTM-NPP 48 ha72 he
dextrose azide et
gélose bile-
esculine-azide
(2 étapes)
SM 9230 C? Gélose mEl FM 24 h (e}
U.S. EPA 1600¢
ISO 7899-2:2000" | Gélose de Slanetz et | FM 46 h N
Bartley et gélose
bile-esculine-azide
(2 étapes)
SM 9230 C? Gélose mE et milieu | FM 48 h @]
U.S. EPA 1106.1¢ EIA (2 étapes)
SM 9230 C? Gélose FM 48 h (e}
m-Enterococcus

2 APHA et coll, 2023; ® U.S. EPA, 2021; < ISO, 2021a;¢ Approuvé pour l'eau douce seulement; ¢ Entérocoques et/ou
streptocoques fécaux confirmés

SM - Standard Method (méthode normalisée);, EC — Escherichia coli; DST - Defined Substrate Technology
(technologie a substrat défini); FM — filtration sur membrane; FTM - fermentation en tubes multiples;
NPP — nombre le plus probable
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La plupart des méthodes NPP et FM reposent sur la détection d’enzymes précises
considérées comme caractéristiques des microorganismes cibles. Des substrats
chromogénes ou fluorogénes sont incorporés dans les milieux de croissance. Lorsqu'ils
sont métabolisés par le microorganisme cible, ils conferent a la colonie en développement
ou au milieu environnant une propriété unique (p. ex. la présence d'une couleur ou d'une
fluorescence) qui permet le diagnostic. Certaines méthodes commerciales utilisent la
technologie a substrat défini, un systéeme de réactif ou le substrat sert également de
source principale de carbone et d'énergie aux bactéries cibles.

L'utilisation de méthodes fondées sur les cultures présente plusieurs avantages et

inconvénients (voir le tableau 2).

Tableau 2. Avantages et inconvénients des méthodes fondées sur les cultures

Méthode

Références

Avantages

Méthodes faciles a réaliser qui nécessitent des
installations de laboratoire de bactériologie de base
et du personnel formé.

WHO, 20003, 2000b; Koster et coll., 2003; Payment
et coll,, 2003

Fournissent une mesure acceptable de la viabilité
des microorganismes.

WHO, 2000a; Koster et coll., 2003; Payment et coll,,
2003

Montrent une association avec les maladies
gastrointestinales sur les plages touchées par la
contamination fécale humaine.

E. coli: Dufour, 1984; U.S. EPA, 1986; Wiedenmann et
coll., 2006; Marion et coll,, 2010

Entérocoques : Cabelli, 1983; Wiedenmann et coll,,
2006; Wade et coll., 2006, 2008, 2010

Moins colteuses que les méthodes PCR
(équipement de départ, colts d'analyse).

Shrestha et Dorevitch, 2020; Saleem et coll,, 2022.
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Méthode

Références

Inconvénients

Ne permettent pas de détecter les microorganismes
a l'état viable mais non cultivable, ce qui peut
entrainer une sous-estimation des concentrations
de microorganismes.

Del Mar Lled et coll,, 1998; Zimmerman et coll,, 2009

Le délai entre le prélévement des échantillons et
l'obtention des résultats (plus de 18 heures) retarde
les décisions de gestion; les résultats peuvent ne
plus étre représentatifs de la qualité de l'eau

du moment.

Whitman et coll,, 1999; U.S. EPA, 2005¢c; Boehm,
2007; Nevers et Whitman, 2010

Les méthodes de détection enzymatique

sont moins spécifiques que les méthodes
moléculaires, qui détectent les cibles de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) ou de l'acide
ribonucléique ribosomique (ARNr).

Zhang et coll,, 2015, Maheux et coll,, 2017

Linterférence d’'échantillons turbides et la
prolifération de microorganismes non ciblés
peuvent entrainer une sous-estimation des
concentrations de la cible.

Kinzelman et coll,, 2003; Sercu et coll., 2011; Nevers
et coll, 2014

Les entérocoques sont 'indicateur privilégié de la contamination fécale dans les eaux
marines; dans les eaux douces, on peut utiliser soit E. coli, soit les entérocoques. Les
corrélations entre les concentrations d’E. coli et les concentrations d’entérocoques
détectées par les méthodes fondées sur les cultures peuvent varier d'un endroit a l'autre
(Kinzelman et coll, 2003; Francy et coll,; 2013b; Nevers et coll, 2013). Les études mesurant
les deux indicateurs sur les plages ont démontré que le risque de dépasser la concentration
maximale dans un seul échantillon ou la valeur des mesures requises a la plage (beach
action value ou BAV) que recommande ['U.S. EPA est plus grand pour les entérocoques
(61 unités formant colonies [UFC]/100 mL ou 70 UFC/100 mL, respectivement) par
comparaison au risque de dépasser la valeur BAV recommandée par l'U.S. EPA pour

E. coli (235 UFC/100 mL) (Kinzelman et coll, 2003; Dorevitch et coll, 2011; Francy et coll,
2013b; Nevers et coll, 2013; Byappanahalli et coll, 2018; Campbell et Kleinheinz, 2020).

Les exploitants de plages qui envisagent de changer l'indicateur de contamination f
écale gqu'ils utilisent a des fins de surveillance systématique doivent analyser en paralléle
Uindicateur actuel et l'indicateur proposé avant la mise en ccuvre.
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3.1.2 Méthodes fondées sur la réaction en chaine de la polymérase (PCR)

Lutilisation de méthodes PCR pour analyser les bactéries indicatrices de contamination
fécale dans les eaux récréatives suscite un intérét croissant. Les analyses qui reposent

sur cette approche moléculaire nécessitent un équipement spécialisé et du personnel
hautement qualifié. Il est conseillé aux autorités compétentes et aux exploitants de plages
qui envisagent d'intégrer des méthodes PCR a leurs programmes de surveillance des eaux
récréatives de consulter les laboratoires pour connaitre les exigences relatives a la mise en
cuvre des procédures d'analyse. La consultation d'autres autorités compétentes, d'autres
exploitants de plages ou de professionnels de la qualité des eaux récréatives ayant

une expérience en la matiere peut aider a définir les mesures qui se sont avérées
efficaces ailleurs.

3.1.21 PCR quantitative (qPCR)

Lutilisation de méthodes gqPCR aux fins de la surveillance des bactéries indicatrices de
contamination fécale sur les plages permet d'obtenir des renseignements sur la qualité
de l'eau en quelques heures (Haugland et coll, 2021). LU.S. EPA a validé deux méthodes
gPCR pour la quantification d’Enterococcus dans les eaux utilisées a des fins récréatives
(tableau 3).

Tableau 3. Méthodes qPCR normalisées pour la détection des entérocoques dans les eaux
utilisées a des fins récréatives

Organisation et méthode Nom

U.S. EPA, 1609.1° TagMan® gPCR with internal amplification control assay (test
qPCR TagMan® avec témoin interne d'amplification)

U.S. EPA, 1611.1° TagMan® gPCR Assay (test gPCR TagMan®)

@ U.S. EPA, 2019c
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Les méthodes qPCR reposent sur la détection d'une séquence cible du géne de 'ARNr

de la grande sous-unité (ARNr 23 S) que l'on trouve dans toutes les espéces connues
d'Enterococcus présentes dans l'eau (U.S. EPA 20153, 2015b). En résumé, la méthode consiste
a filtrer des échantillons d'eau, a extraire 'ADN total et a détecter/quantifier les séquences
d'entérocoques par gPCR en temps réel. Des échantillons étalons contenant des quantités
définies de cellules d'Enterococcus et un témoin de traitement de 'échantillon sont
extraits et analysés de la méme maniére. Pour déterminer le rendement de l'instrument
et des tests qPCR, les laboratoires générent également des courbes d'étalonnage a l'aide
d’étalons d’ADN pour l'analyse PCR d’Enterococcus. A l'aide du ratio obtenu entre les
séquences cibles des échantillons d'essai et celles des cellules étalons (ajusté en fonction
des différences dans la récupération de UADN), on estime les équivalents de cellules
d'entérocoques (appelés « équivalents de cellules étalons ») dans les échantillons d’eau.

Il existe deux méthodes acceptables de ['U.S. EPA : la méthode 16111 et la méthode 1609.1.
L'U.S. EPA préconise davantage l'utilisation de la méthode 1609.1 (Nappier et coll, 2019),
laquelle a été appliquée avec succes dans plusieurs études approfondies (Shrestha et
Dorevitch, 2019, 2020; Campbell et Kleinheinz, 2020; Saleem et coll, 2022). Un « projet de
méthode C » (« Draft Method C ») visant le dénombrement d’E. coli par gPCR a été élaboré
et validé de facon préliminaire par I'U.S. EPA, mais son utilisation n'a pas été approuvée
(Lane et coll, 2020; Haugland et coll, 2021).

La gPCR est désormais une technique bien établie qui permet de mesurer rapidement la
qualité microbiologique des eaux utilisées a des fins récréatives. Depuis qu'une méthode
validée a été établie pour les entérocoques, plusieurs administrations aux Etats-Unis et au
Canada ont intégré la technologie qPCR a leurs programmes de surveillance des plages et
de diffusion d'avis a la population (Griffith et Weisberg, 2011; Dorevitch et coll, 2017;
Byappanahalli et coll, 2018; Alberta Health, 2022). Certaines administrations des Etats-Unis
utilisent le « projet de méthode C » de l'U.S. EPA ou d'autres méthodes qPCR approuvées
par 'U.S. EPA pour mesurer les concentrations d’'E. coli sur les plages (Kinzelman et coll,
2011; EGLE, 2019). Il s'est ainsi constitué un ensemble de connaissances et d'expériences
lices aux méthodes qPCR, lequel ensemble peut étre mis a profit pour renseigner et aider
les éventuels nouveaux utilisateurs.

Bien que les méthodes gqPCR proposent plusieurs avantages par rapport aux méthodes
fondées sur les cultures, elles présentent aussi des inconvénients (voir le tableau 4).
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Tableau 4. Avantages et inconvénients des méthodes qPCR

Méthode

Références

Avantages

Les résultats sont disponibles dans les deux a
six heures suivant l'analyse de l'échantillon et
peuvent donc étre communiqués le jour méme.

Lavender et Kinzelman, 2009; Griffith et Weisberg,
2011; Sheth et coll,, 2016; Campbell et Kleinheinz,
2020; Shrestha et Dorevitch, 2020; Saleem et coll,
2022

Les séquences d’ADN ou d’ARN sont un attribut plus
spécifique que l'expression enzymatique aux fins
de la détection des microorganismes.

Frahm et coll, 1998; Frahm et Obst, 2003; Zhang
et coll,, 2015; Maheux et coll., 2017

La méthode gPCR utilisée pour les entérocoques
montre une association plus forte avec les maladies
gastrointestinales que la méthode fondée sur les
cultures utilisée pour les entérocoques sur les
plages touchées par la contamination fécale
humaine.

Wade et coll,, 2006, 2008, 2010, 2022

Permettent de détecter les microorganismes
cultivables et les microorganismes non cultivables.

Haugland et coll,, 2005; Higgins et coll,, 2007; Viau et
Peccia, 2009

Possibilité de congeler les filtres a membrane pour
des analyses futures.

U.S. EPA, 20153, 2015b; Kinzelman et coll., 2020;
Shrestha et Dorevitch, 2020

Les instruments et la formation peuvent également
étre appliqués aux études de dépistage des sources
de pollution microbienne (DSPM).

Harwood et coll, 2014; Lane et coll,, 2020

Les extraits d’/ADN peuvent également servir
a des tests de DSPM par gPCR afin de fournir
des renseignements sur les sources de
contamination fécale.

Alberta Health, 2022

Inconvénients

Méthodes complexes nécessitant une technologie
de pointe, des procédures d’étalonnage et du
personnel formé.

Griffith et Weisberg, 2011; Shanks et coll,, 2012;
Ferretti et coll,, 2013; Haugland et coll,, 2016;
Byappanahalli et coll,, 2018; Aw et coll.,, 2019;
Sivaganesan et coll., 2019; Lane et coll,, 2020;
Shrestha et Dorevitch, 2020; Saleem et coll., 2022

Plus coliteuses que les méthodes fondées sur
les cultures.

Byappanahalli et coll,, 2018; Lane et coll,, 2020;
Shrestha et Dorevitch, 2020; Saleem et coll., 2022

Ne permettent pas de faire la distinction entre
les cibles provenant de cellules viables et celles
provenant de cellules non viables, ce qui peut
entrainer une surestimation des concentrations
de microorganismes.

Haugland et coll,, 2005
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Méthode Références

Inconvénients

Les échantillons d’eau peuvent contenir des Cao et coll,, 2012; Haugland et coll,, 2012;
substances qui interférent avec la détection et Sivaganesan et coll., 2019

entrainent une sous-estimation des concentrations

de la cible.

Nécessitent de renseigner les intervenants sur la Ferretti et coll,, 2013; Shrestha et Dorevitch, 2020
signification des unités de mesure qui leur sont peu

familiéres.

Une association prévisible avec les maladies U.S. EPA, 2012¢; Shrestha et Dorevitch, 2019

gastrointestinales n'a pas été établie pour les
méthodes qPCR applicables a E. coli.

Les méthodes qPCR sont plus complexes et exigent plus de travail que les méthodes
traditionnelles fondées sur les cultures (Ferretti et coll, 2013; Shrestha et Dorevitch, 2020).
L'équipement requis inclut des postes de travail dédiés équipés de hottes a flux laminaire,
des appareils utilisés pour les étapes de l'extraction et de l'analyse de I'ADN (broyeur a
billes, microcentrifugeuse, spectrophotomeétres visibles et UV, thermocycleur PCR) et un
congélateur capable d'atteindre une température de -80 °C pour l'entreposage a long
terme des souches, des étalons et des échantillons (U.S. EPA, 2015a, 2015b). Les analystes de
laboratoire doivent suivre une formation sur l'utilisation des méthodes qPCR de l'U.S. EPA
(Shanks et coll,, 2012; Aw et coll, 2019; Lane et coll, 2020). Les laboratoires utilisant les
méthodes de 'U.S. EPA doivent également respecter les critéres d'acceptation de la qualité
pour les parametres du modele d'étalonnage (p. ex. courbe d'étalonnage), les témoins
positifs et négatifs, et les interférences liées a la matrice afin de garantir la production de
données de grande qualité (U.S. EPA, 20153, 2015b; Sivaganesan et coll, 2019). Des études
ont confirmé que les laboratoires qui offrent une formation adéquate peuvent mettre en
cuvre la technologie qPCR dans les programmes de surveillance des plages avec un niveau
de confiance élevé (Haugland et coll, 2016; Aw et coll, 2019; Lane et coll, 2020; Saleem et
coll, 2022).
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Il est recommandé de mener des études propres au site pour évaluer le rendement

des méthodes et cerner les problémes d'interférences touchant les échantillons avant
d'adopter les méthodes qPCR et les valeurs BAV connexes (U.S. EPA, 2012¢; Ferretti et coll,
2013; Campbell et Kleinheinz, 2020; Shrestha et Dorevitch, 2020; Saleem et coll, 2022).
Les études devraient prévoir une analyse en parallele des échantillons d’eau, c'est-a-dire
une analyse qui fait appel a la fois a une méthode qPCR et a une méthode fondée sur
les cultures, ce qui permettrait aux exploitants de plages de mieux comprendre les
différences dans les résultats selon la méthode utilisée et les effets possibles de
l'utilisation d'une méthode sur les décisions en matiére de gestion des plages (Dorevitch
et coll, 2017, Campbell et Kleinheinz, 2020; Saleem et coll, 2022). En ce qui concerne les
études visant a démontrer le rendement d'une méthode, 'U.S. EPA recommande de
prélever au moins 10 échantillons recueillis des jours différents, de procéder a un
échantillonnage représentatif des conditions dans lesquelles les activités récréatives
devraient avoir lieu et d'inclure des échantillons prélevés aprés des épisodes de fortes
pluies (U.S. EPA, 2013). Dans les publications évaluées par des pairs décrivant la mise en
cuvre de programmes de diffusion d‘avis fondés sur des méthodes qPCR sur des plages,
on a prélevé un a plusieurs échantillons par semaine sur des périodes allant de six a
quatorze semaines (soit toute la saison des plages) (Lavender et Kinzelman, 2009; Sheth
et coll, 2016; Dorevitch et coll, 2017, Byappanahalli et coll, 2018; Saleem et coll,, 2022).

Les techniques de détection par qPCR et par culture se concentrent sur différents attributs
de l'indicateur de contamination fécale (U.S. EPA, 2012¢). Les méthodes fondées sur les
cultures permettent de détecter les microorganismes viables qui peuvent croitre en
culture. Les méthodes qPCR permettent de détecter les séquences d’ADN qui peuvent
provenir de formes viables ou non viables de microorganismes. Les résultats produits par
ces méthodes sont différents et ne sont pas directement interchangeables (U.S. EPA, 2012¢).
Les sources de pollution fécale, les facteurs environnementaux et les caractéristiques du
site peuvent avoir une incidence sur le nombre de microorganismes viables, non viables et
non cultivables dans les eaux utilisées a des fins récréatives, et cette incidence varie d'un
endroit a l'autre (Lavender et Kinzelman, 2009; Raith et coll, 2014 Campbell et Kleinheinz,
2020). Certaines études font état d'une augmentation du nombre d’échantillons dépassant
les valeurs BAV établies par l'U.S. EPA lors de l'utilisation de mesures obtenues par des
méthodes qPCR plutdt que par des méthodes fondées sur les cultures (Sheth et coll, 2016;
Campbell et Kleinheinz, 2020), tandis que d'autres études rapportent un nombre supérieur
de dépassements lors de l'utilisation de méthodes fondées sur les cultures (Nevers et coll,
2013; Dorevitch et coll, 2017; Byappanahalli et coll, 2018).
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La présence de substances interférentes dans les plans d’eau naturels est également un
point important a considérer lorsque l'on envisage de mettre en ccuvre des méthodes
qPCR. En effet, certaines substances peuvent interférer avec la PCR en inhibant la fonction
polymérase ou en empéchant les amorces de se lier, ce qui entraine une efficacité réduite
et une sous-estimation des résultats (Haugland et coll, 2012; U.S. EPA, 2012¢). Les acides
humiques et tanniques, le calcium, le fer et les composés contenant du fer, certains types
de particules argileuses, les limons et les sables coralliens sont quelques exemples de
substances susceptibles de provoquer des interférences (Haugland et coll, 2012; Nappier et
coll, 2019). LUinhibition de la PCR pendant l'analyse peut entrainer le non-respect des
critéres de controle de la qualité et faire en sorte que l'échantillon soit rejeté (Lane et coll,
2020). Par conséquent, les exploitants de plages doivent réfléchir aux mesures de gestion a
prendre en présence d'un échantillon non valide (Lane et coll, 2020). Selon les études, le
pourcentage d'échantillons pour lesquels on observe des probléemes d'inhibition varie de
1% a1l % (Sivaganesan et coll, 2019; Haugland et coll, 2016; Byappanahalli et coll, 2018;
Shrestha et Dorevitch, 2019; Campbell et Kleinheinz, 2020; Lane et coll, 2020). 'U.S. EPA a
apporté des adaptations aux méthodes de facon a ce qu'elles permettent de mieux
estimer et maitriser les interférences. Il sagit notamment de la mise a jour des essais visant
a estimer la quantité d’ADN récupérée et a détecter l'inhibition, et de l'utilisation de
nouveaux réactifs qui reposent sur un principe chimique plus évolué (Nappier et coll, 2019;
U.S. EPA 20153, 2015b). Enfin, il est recommandé de diluer les extraits d’ADN de l'échantillon
(p. ex. dilution au cinquiéme) afin de réduire les interférences dans les échantillons d'eau
susceptibles de ne pas respecter les critéres de contréle de la qualité (U.S. EPA, 2013, 20153,
2015b; Nappier et coll, 2019). On trouvera d‘autres conseils sur la réalisation des tests qPCR
dans Bustin et coll. (2009).

La rapidité de la collecte et du transport des échantillons, de l'analyse en laboratoire et de
la communication des résultats au public est importante pour permettre la surveillance
des eaux de plage et la diffusion d'avis a la population le jour méme a l'aide des méthodes
gPCR (Griffith et Weisberg, 2011; Ferretti et coll, 2013; Shrestha et Dorevitch, 2020).
Lavantage le plus notable de la méthode qPCR utilisée pour Enterococcus est la
protection accrue de la santé publique que devrait offrir la diffusion plus rapide d‘avis aux
baigneurs lorsque les concentrations de bactéries indicatrices de contamination fécale
sont élevées (U.S. EPA, 2012¢). Saleem et coll. (2023) ont montré que l'analyse accélérée
d'Enterococcus, faite le jour méme par la méthode qPCR 16091 de 'U.S. EPA, réduisait le
nombre d'avis erronés sur les plages et de jours de baignade perdus par rapport a une
méthode de détection d’E. coli fondée sur les cultures a deux plages de Toronto. Pour les
plages situées a plus d'une heure d'un laboratoire capable d'effectuer des tests qPCR, il
peut étre difficile de produire des avis le jour méme. Il est également recommandé de
discuter des délais d’exécution des tests avec le laboratoire danalyse pour sassurer que
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les résultats de surveillance peuvent é&tre communiqués, ou mis a jour, rapidement. Les
plages trés fréquentées qui desservent un grand bassin de population et qui sont situées a
courte distance d'un laboratoire centralisé sont peut-étre les mieux placées pour examiner
l'utilisation des méthodes moléculaires rapides (Criffith et Weisberg, 2011; Ferretti et coll,
2013; Shrestha et Dorevitch, 2020). Les plages qui surveillent quotidiennement les
indicateurs bactériens de contamination fécale sont celles qui profiteraient le plus de la
rapidité d'obtention des résultats fournie par les méthodes gPCR (Griffith et Weisberg,
2011). Les plages situées prés d'une embouchure ou dautres sources de pollution fécale qui
peuvent avoir des répercussions rapides sur la qualité de l'eau de la plage bénéficieraient
également de la rapidité d'obtention des résultats que procurent les méthodes qPCR et de
'acceés le jour méme aux données sur la qualité de l'eau pour la diffusion d'avis liés a la
plage (Saleem et coll, 2022, 2023).

Les expériences dautres autorités compétentes qui ont délaissé les méthodes fondées
sur les cultures au profit des méthodes qPCR dans le cadre de leurs programmes de
surveillance des plages et de diffusion d'avis peuvent aussi étre utiles. Par exemple,
Dorevitch et coll. (2017) et Shrestha et Dorevitch (2020) décrivent la transition effectuée
par les plages du Chicago Park District. Lors de la transition aux méthodes qPCR, il est
également important que les exploitants de plages mettent au point un plan de
communication pour informer les usagers de la page de la nouvelle technologie de
surveillance employée et des avantages qu'elle offre lorsqu’elle est utilisée dans un
programme de surveillance de plage.

3.1.2.2 PCR numérique (dPCR)

La dPCR est une technologie en plein essor qui permet de déterminer la quantité d’ADN
présente dans un échantillon d'eau. Contrairement aux méthodes PCR traditionnelles, ou
UADN est mesuré dans un seul tube, la technique dPCR répartit l'échantillon d’ADN dans
des milliers, voire des millions de petits compartiments réactionnels (c.-a-d. dans des
microchambres sur une puce pour la PCR numérique en microchambres ou dans des
gouttelettes en émulsion eau-huile pour la PCR numérique en gouttelettes) (Cao et coll,
2015; Nappier et coll, 2019). Le processus de répartition fait en sorte que la cible d’ADN
est présente dans certains compartiments et absente dautres (Cao et coll,, 2015).
Lamplification par PCR ne se produit que dans une partie de ces compartiments, et on
utilise la fréquence des réactions positives avec des statistiques de Poisson pour estimer
la concentration d’ADN cible (Cao et coll, 2015; Nappier et coll, 2019). Lun des principaux
avantages de la dPCR par rapport a la gPCR est qu'elle ne nécessite pas la préparation de
courbes d'étalonnage, lesquelles exigent du travail supplémentaire et sont une source
potentielle de variabilité des méthodes (Cao et coll, 2015). La dPCR permet également
de réduire la sensibilité des échantillons a certaines interférences, en plus d'offrir une
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capacité supérieure de quantification de cibles multiples (Cao et coll, 2015, 2016a; Wang
et coll, 2016; Nappier et coll, 2019), et la possibilité d'une sensibilité, d'une précision et
d'une reproductibilité accrues (Tiwari et coll, 2022). Le fait que la dPCR entraine des colts
en capital et des coUts liés aux produits consommables plus importants que la gPCR est
une limite de la dPCR (Cao et coll, 2016b; Tiwari et coll, 2022). Les études comparant la
dPCR a la gPCR et aux méthodes fondées sur les cultures aux fins de la détection des
entérocoques dans les échantillons d’'eaux récréatives ont démontré de bonnes
corrélations entre les résultats des méthodes (Cao et coll, 2015; Wang et coll, 2016; Staley
et coll, 2018; Crain et coll, 2021). 'élaboration d'une méthode dPCR validée qui pourrait
étre utilisée dans les programmes de surveillance des plages nécessite encore du travail.
Il existe des conseils sur les normes de réalisation des tests dPCR (The dMIQE Group, 2020).
On trouvera des renseignements plus détaillés sur les avantages, les limites et les
applications de la dPCR pour la surveillance de la qualité de l'eau dans Cao et coll. (2016b)
et dans Tiwari et coll. (2022).

3.1.3 Méthodes enzymatiques automatisées

L'un des domaines de recherche actuels est l'élaboration de systémes de détection
enzymatique automatisées ou semi-automatisés qui accéléreraient l'obtention des
résultats d’échantillonnage pour la surveillance de la pollution fécale dans l'eau.

Les méthodes se fondent principalement sur la mesure fluorogénique de l'activité

de l'enzyme B-D-glucuronidase dans l'échantillon, soit aprés une courte période
d'incubation, soit directement sans mise en culture. Le signal fluorogénique permet
d'estimer la concentration d’E. coli ou le degré de pollution fécale. Le délai d'obtention
des résultats varie selon le type d'appareil et la concentration de bactérie cible; il se
situerait entre 15 minutes et 18 heures (Demeter et coll, 2020).

Il existe des systemes de table et des systemes portatifs de terrain qui assurent
Uincubation et l'analyse automatiques d’échantillons prélevés manuellement (Bramburger
et coll, 2015; Schang et coll, 2016; Angelescu et coll, 2019). Des systémes entiérement
automatisés, qui permettent la surveillance autonome sur place et la transmission des
résultats le jour méme, voire en temps quasi réel, ont aussi été mis au point. Des études
de terrain ont démontré l'utilité des technologies rapides en ligne en ce qui concerne la
détermination de la source de pollution fécale et des pointes de contamination fécale
dans les eaux de surface (Burnet et coll, 2019a, 2019b), ainsi que 'évaluation rapide de la
qualité des eaux utilisées a des fins récréatives (Angelescu et coll, 2019; Cazals et coll,
2020). Toutefois, il faut encore approfondir l'étude des liens entre la pollution fécale,

les risques pour la santé et les résultats des méthodes automatisées de détection
enzymatique (Angelescu et coll, 2019; Burnet et coll, 20193, 2019b; Cazals et coll,, 2020;
Demeter et coll, 2020). La validation et la normalisation de ces méthodes doivent
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également se poursuivre (Demeter et coll, 2020). Des examens sur les technologies
pouvant servir a la surveillance de la pollution fécale dans l'eau par des méthodes
enzymatiques se trouvent dans les publications Demeter et coll. (2020) et Briciu-Burghina
et Regan (2023).

S'ils envisagent de recourir a des technologies rapides en ligne, les exploitants de plages
doivent soupeser différents facteurs comme les colts, le délai d'obtention des résultats,
la robustesse de la méthode, les capacités dalimentation électrique et de communication,
les besoins liés a l'entretien et l'infrastructure nécessaire a l'installation de capteurs sur le
terrain (Demeter et coll, 2020; Briciu-Burghina et Regan, 2023). Les coUts d'immobilisation
élevés des technologies automatisées de mesure en ligne, en comparaison d'autres
méthodes, ont été signalés comme une limite (Burnet et coll, 2019a; Cazals et coll, 2020).
Avant de retenir une méthode de détection automatisée, il convient de procéder a des
études de rendement dans le site en question. Ces études devraient inclure des analyses
d'échantillons d’eau réalisées en paralléle a l'aide de l'appareil automatisé et des
méthodes courantes fondées sur les cultures. Les résultats seraient comparés entre les
méthodes et, s'il y a lieu, les relations entre l'activité enzymatique et les concentrations
bactériennes seraient établies pour le site particulier.

3.1.4 Méthodes de dépistage des sources de pollution fécale

Il existe une panoplie de méthodes de dépistage des sources de pollution fécale (DSPF).
Le choix de la cible et de la méthode de DSPF dépend de l'ampleur et des objectifs de
l"étude approfondie (Stoeckel, 2005). Le DSPF peut étre utile pour détecter les sources de
pollution telles que les eaux d'égout résidentielles et la contamination fécale provenant
des ruminants ainsi que des espéces canines et aviaires qui peuvent toucher les zones

de loisirs, ou encore pour appuyer les enquétes sur les éclosions de maladies d'origine
hydrique (Goodwin et coll, 2016; Shanks et Mattioli, 2018; Ballesté et coll, 2020; McKee et
coll, 2020). Le document technique intitulé Comprendre et gérer les risques dans les eaux
récréatives (Santé Canada, 2023b) contient des renseignements généraux sur les méthodes
de DSPF, y compris les marqueurs microbiologiques, chimiques et autres pouvant servir au
dépistage des sources biologiques. Parmi les méthodes de DSPF le plus souvent utilisées
figure le dépistage des sources de pollution microbienne (DSPM), qui s'appuie sur les
attributs des microorganismes propres a l'hote pour identifier et quantifier les sources de
contamination fécale (Harwood et coll, 2014). Des publications scientifiques fournissent
des détails sur les approches méthodologiques qui ont été utilisées pour le DSPF/DSPM

(p. ex. Stoeckel, 2005; U.S. EPA, 2005b; Badgley et Hagedorn, 2015; Edge et coll, 2021) et se
penchent sur les méthodes de DSPM et leur rendement (Boehm et coll, 2013; Harwood et
coll,, 2014).
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L'U.S. EPA a validé deux méthodes de DSPM par qPCR pour la caractérisation des sources
humaines de pollution fécale dans les eaux douces et marines; ces méthodes font appel a
des séquences génétiques d'origine humaine provenant de microorganismes de type
Bacteroides (U.S. EPA, 20193, 2019b). L'intégration de méthodes de DSPM par gPCR dans un
programme de surveillance des indicateurs de contamination fécale fondée sur la gPCR
peut étre une facon rentable d’'obtenir de l'information supplémentaire sur l'origine de la
pollution fécale sur les plages. La province de 'Alberta utilise des tests gPCR de DSPM
pour les marqueurs génétiques de Bacteroides spécifiques a l'humain ou aux ruminants
sur les plages qui dépassent les critéres de qualité des eaux récréatives établis pour les
méthodes gPCR visant les entérocoques (Alberta Health, 2022). L'information ainsi obtenue
permet d'évaluer les sources de pollution fécale et de prendre des décisions de gestion
des risques en fonction des sources (Alberta Health, 2022).

3.2 Autres indicateurs de pollution fécale

On peut envisager lanalyse d'autres organismes indicateurs de contamination fécale
(coliphages, Bacteroides spp., bactériophages des Bacteroides spp., Clostridium
perfringens) afin d'obtenir des renseignements supplémentaires sur la contamination
fécale associée a une zone de loisirs. Les méthodes normalisées permettant la détection
de ces microorganismes sont résumées dans le tableau 5. Lutilisation d'organismes
indicateurs de contamination fécale aux fins du DSPM est abordée dans la section 3.1.4.
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Tableau 5. Méthodes normalisées permettant la détection des coliphages, des Bacteroides
spp., des bactériophages des Bacteroides spp. et de Clostridium perfringens dans les eaux
utilisées a des fins récréatives

Organisation et
méthode

Nom

Bactériophages des Bacteroides spp.

ISO 10704-4:2001°

Dénombrement des bactériophages infectant Bacteroides fragilis

Clostridium perfringens

ISO 14189:20132 Dénombrement de Clostridium perfringens — Méthode par filtration sur
membrane

Coliphages

ISO 10705:1:19952 Dénombrement des bactériophages ARN F spécifiques

ISO 10705-2:20007 Dénombrement des coliphages somatiques

SM 9224 B-F® Détection des coliphages

U.S. EPA1602¢

Method 1602: Male-specific (F+) and somatic coliphage in water by single agar
layer procedure [méthode 1602 : dénombrement des coliphages males
spécifiques (F+) et somatiques dans les eaux par un procédé sur gélose en
simple couche]

U.S. EPA 1642¢

Method 1642: Male-specific (F+) and somatic coliphage in recreational waters and
wastewater by ultrafiltration and single agar layer procedure [méthode 1642 :
dénombrement des coliphages males spécifiques (F+) et somatiques dans les
eaux récréatives et les eaux usées par ultrafiltration et par un procédé sur gélose
en simple couchel

2 1SO, 2021a;° APHA et coll, 2023; < U.S. EPA, 2001b; ¢ U.S. EPA, 2018

La littérature scientifique contient des détails sur l'utilisation de ces méthodes dans le
contexte de la recherche (Mocé-Llivina et coll, 2005; Weidenmann et coll,, 2006; Wade
et coll, 2010; Gonzalez et coll, 2012; Griffith et coll., 2016; Stachler et coll.,, 2018; Blanch et

coll,, 2020).
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3.3 Microorganismes pathogénes

La surveillance de routine des microorganismes pathogénes (c.-a-d. les bactéries, les virus
et les protozoaires pathogénes) n'est pas recommandée en raison de la complexité et des
colts qui s'y rattachent. Lutilisation d'indicateurs primaires de contamination fécale pour
démontrer la présence potentielle d'agents pathogenes fécaux est une pratique acceptée
(WHO, 2000b; Hussain, 2019). Cependant, dans certaines circonstances, il peut étre justifié
de réaliser des tests pour déceler la présence de microorganismes précis, par exemple lors
d'enquétes sur des éclosions de maladies d'origine hydrique. On trouvera des
renseignements sur les microorganismes pathogenes potentiellement préoccupants dans
le document technique Recommandations au sujet de la qualité des eaux utilisées & des
fins récréatives au Canada : Agents pathogenes microbiologiques et dangers biologiques
(Santé Canada, 2023a).

Lanalyse des bactéries pathogénes peut étre effectuée par du personnel qualifié, dans des
laboratoires dont le niveau de biosécurité, la conception, les procédures et 'équipement
sont adéquats. Lorsque des tests doivent étre réalisés, les autorités doivent consulter les
laboratoires pour déterminer s'ils ont les capacités d'analyse nécessaires. Il existe des
méthodes normalisées applicables aux bactéries pathogenes qui peuvent étre présentes
dans les eaux récréatives canadiennes (APHA et coll, 2023; ISO, 2021a).

Lanalyse des protozoaires et des virus pathogénes (p. ex. Giardia, Cryptosporidium, les
virus entériques tels que les norovirus) ne fait pas partie des services offerts par la plupart
des laboratoires d'analyse de l'eau. En effet, ce type d'analyse nécessite de l'équipement
spécialisé et du personnel hautement qualifié. Il existe des méthodes normalisées que les
laboratoires ayant les capacités d'analyse nécessaires peuvent consulter (ASTM, 2004;
APHA et coll, 2023; ISO, 2021a; U.S. EPA, 1996, 2001a, 2005a, 2006, 2012a, 2012b).
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ANNIEXE A 5 LISTE DES
ABREVIATIONS

ADN
APHA
ARNr
BAV
dPCR
DSPF
DSPM
DST
E. coli
EMPACT
FM
FTM
NPP
OMS
PCR
qPCR
SM

U.S. EPA

acide désoxyribonucléique

American Public Health Association

acide ribonucléique ribosomique

beach action value (valeur des mesures requises a la plage)
réaction en chaine de la polymérase numérique

dépistage des sources de pollution fécale

dépistage des sources de pollution microbienne

defined substrate technology (technologie a substrat défini)
Escherichia coli

Environmental Monitoring for Public Access and Community Tracking
filtration sur membrane

fermentation en tubes multiples

nombre le plus probable

Organisation mondiale de la Santé

réaction en chaine de la polymérase

réaction en chaine de la polymérase quantitative

standard method (méthode normalisée) (Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater)

Environmental Protection Agency des Etats-Unis
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