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Pourquoi normaliser une méthode ?
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Conservation des sols vs activités enzymatiques

* Différentes conditions de conservation et de
traitement des sols avant analyse

* Sec > frais, températures

* Les valeurs d’AE présentent des écarts
significatifs

* Expression : mU/g, nmol/h/g, ug/h/g...

Mougin et al., non publié
EN
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S0ILS STORAGE [T;:LE] ARYLS PHOS  GLU URE
fresh (muU/g dw) 439 1983 977 6.34

0 91 70* 99 36%

1 82*  75% 100 BE

= dry 5 weeks 3 90 100  126% 106
o andrewetted g 73% 78% 120% g3%
o BO%WRC 7 &82% 89 117*  g2%
= 11 81*% 88 113*  78*%
= 15 78*  78*  121*  g4®
z 3 100 107 134* 97
B 6 103 110 134% 88
- Stored g 102 110  159*% 91
c at4°C 15 85 102  118*  25°%
5 30 85 98 112 43°
= 50 94 101 125%  g83*
# rozen 15 90 8O 109 59*
% t-20°C 30 B0 BE 124%  7g9%
0 B9 E5*  119%  5g°

Ultrafreese 15 92 113®  123*  78°

LR0°C 30 94 ag 143*  78%

0 98 107  130%  58°%




Extraction de ’ADN du sol vs diversité bactérienne
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9 Bio101 kit

* L'analyse RISA révele clairement que l'abondance des phylotypes et la composition de la
communauté bactérienne indigéne du sol dépendent de la méthode d’extraction de I'ADN
utilisée
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Martin-Laurent et al., 2001, http://dx.doi.org/10.1128/AEM.67.9.4397-4397.2001



Analyse chimique

Un méme composé dans une méme matrice peut étre analysé par une méthode souvent
spécifique a chaque laboratoire

* Extraction : fluides supercritiques, soxhlet, ultra sons, agitation....

* Purification

* Analyse
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Des questions

» Quelle est la variabilité introduite par une méthode dans la valeur des résultats obtenus
(conservation, extraction, mesure, bioinformatique...) ?

» Les méthodes utilisées sont-elles toujours validées (fidélité, linéarité, limite de détection, effet
matrice, stabilité, interférences...) ?

» Comment s’assurer de la qualité, de la fiabilité et de la cohérence des résultats, qui doivent
étre comparables entre des utilisateurs différents ?

La question de la qualité des méthodes est importante en recherche, notamment dans le cadre de
projets pluripartenaires !
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La normalisation
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La normalisation

Décret N°2009-697 du 16 juin 2009 : La normalisation est une activité d’intérét général qui a pour
objet de fournir des documents de référence élaborés de maniere consensuelle par toutes les
parties intéressées, portant sur des regles, des caractéristiques, des recommandations ou des
exemples de bonnes pratiques, relatives a des produits, a des services, a des méthodes (qualité
des sols), a des processus ou a des organisations (1SO9001, 1SO14001...)

Elle vise a encourager le développement économique et I’'innovation tout en prenant en compte
des objectifs de développement durable

Les normes sont établies par un organisme de normalisation reconnu
Leur utilisation est volontaire ou reglementaire

Les utilisateurs sont variés : gouvernements, agences, chercheurs ... :) efsa =

anses

INRAZ
p.8



Quelques structures de normalisation

afnor

NORMALISATION -

Normes, spécifications techniques, guides...

D I N ,‘ > Tous domaines

\\ Lignes directrices
@” OECD > Essais sur les produits chimiques

E X
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Global Soil Laboratory Network (GLOSOLAN) Standard Operating Procedures
> Analyse des sols

S



La qualité du sol, I'|SO/TC 190 (1)

Normalisation dans le domaine de la qualité du sol

* Lessolsinsitu

* Les matériaux de type sol destinés a étre réutilisés sur/dans les sols, incluant les sols
submergés dragués (= sédiments excavés)

Sont exclus

* Les seuils ou les valeurs limites pour |'évaluation de la qualité des sols

* Les aspects de génie civil (déja traités par I''ISO/TC 182 "Géotechniques")
* Les sédiments in situ (déja traités par I'ISO/TC 147 "Qualité de I'eau")

Pilotage
* DIN : Président, community manager

Fonctionnement
* 1 semaine annuelle de réunions a I'automne, des réunions intermédiaires si besoin

INRAZ

p. 10



La qualité du sol, I'|SO/TC 190 (2)

* 1SO/TC 190/SC 3 : Méthodes chimiques et caractéristiques physiques
* DIN

* I1SO/TC 190/SC 4 : Caractérisation biologique
* AFNOR, INRAE
* 1SO/TC 190/SC 7 : Evaluation des impacts
* AFNOR, BRGM

* 1SO/TC 190/WG 1 : Sols et changement climatique
* AFNOR, INRAE

* ISO/TC 190/WG 2 : Terminologie et gestion des données
* AFNOR, IRD

« 1SO/TC 190/WG 3 : Evaluation des fonctions du sol / services écosystémiques
* AFNOR, INRAE

INRAZ https://www.iso.org/fr/committee/54328.html

p. 11


https://www.iso.org/fr/committee/54328.html

La caractérisation biologique du sol, I'ISO/TC 190/SC 4

Management : AFNOR / INRAE

ISO/TC 190/SC 4/WG 2 : Effets sur la faune du sol
* DIN

ISO/TC 190/SC 4/WG 3 : Effets sur la flore du sol
* AFNOR /INERIS

ISO/TC 190/SC 4/WG 4 : Effets sur les micro-organismes du sol
IPQ

ISO/TC 190/SC 4/WG 5 : Aspects écotoxicologiques
* DIN

ISO/TC 190/SC 4/AHG 1 : Méthodes de détermination de la biodégradabilité dans les sols
AFNOR /INERIS

ISO/TC 190/SC 4/AHG2 : Groupe mixte ISO/TC 190/SC 4 - ISO/TC 147/SC 5 : révision de I'ISO/TS
20281 (Qualité de l'eau - Lignes directrices relatives a l'interprétation statistique de données
écotoxicologiques)
- UNMZ

https://www.iso.org/fr/committee/54366.html p. 12
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Les liaisons

S’informer, travailler en concertation sur des sujets partagés
ISO/TC 61/SC 14 Plastiques — Aspects environnementaux

ISO/TC 147/SC 5 Qualité de I'eau — Méthodes biologiques

ISO/TC 331 Biodiversité

CEN/TC 444 Caractérisation environnementale des matrices solides
OCDE

SETAC (Soil Advisory Group)

A venir : ISO/TC 276 Biotechnology

INRAZ

p.13



Le groupe miroir T95E biosurveillance de I'environnement

Pilotage : présidence INERIS, secretariat AFNOR aln Of

NORMALISATION
Activité
* Ecotoxicologie dans les domaines de la qualité des sols, de la qualité de I'eau et des déchets

*  Méthodes d’essai biologiques s'appliquant, selon les sujets, aux sols, sédiments, eaux douces
et marines, boues et déchets. Elles concernent l'utilisation de micro-organismes (bactéries,
champignons...), d’invertébrés (vers, escargots...), de vertébrés (poissons) et de végétaux
(algues, flore du sol...)

Lien avec les autres structures de normalisation

* International : sous-comités techniques internationaux ISO/TC 190/SC 4 "Qualité des sols —
Caractérisation biologique" et ISO/TC 147/SC 5 "Qualité de I'eau — Méthodes biologiques«

* Européen : écotoxicologie des déchets et des sols (CEN/TC 444/WG 4 "Méthodes d'essai pour
la caractérisation environnementale des matrices solides - Caractérisation biologique") et de
I'eau (CEN/TC 230 "Analyse de |'eau")

INRAZ
p. 14



Besoin >>

INRAZ

Comment élabore-t-on une norme ISO ?

Etape Chef de proiet Experts Membres Parties
P proJ AFNOR T95/E 1SO/TC 190/5C4 intéressées
Propose a la .
. (e Se positionnent sur la
commission Définissent avec le roposition 3 Ia fois sur
frangaise de chef de projet la P p . A
1 . . ) son intérét sur leur Peuvent
normalisation un position francaise au ) R . .
. nouveau proiet de regard du proiet. et niveau d’implication. emettre un avis
Praposition prost gard du projet, Approuvent le NWIP sur le NWIP
norme et rédige un | contribuentala our Finscrire au
premier document rédaction du NWIP pro ramme de travail
de travail (NWIP) prog L
Contribuent a
2 Rédige le projet de I'élaboration du CD au
. comité (CD) et Donnent un avis sur niveau du groupe de
Prole? d’e discute les avis des le CD travail et donnent leurs
comite groupes de travail avis lors de Ia
consultation sur le CD
Organise un essai
circulaire
international
3 (généralement sur

Essai circulaire

la base du texte CD),
analyse les résultats
et produit une
synthése de I'essai
circulaire

Proposent des
participants a l'essai

Proposent des
participants a I’essai

@
-

4

Projet de
norme
internationale

Rédige le projet de
norme
internationale (DIS)
en vue de sa
soumission au vote

Participent a
I’'enquéte publique
francaise sur le DIS

Contribuent a
I’élaboration du DIS au
niveau du groupe de
travail, votent sur le
projet DIS

Emettent un
avis lors de
'enquéte
publique
francaise sur le
DIS

5

Projet final de
norme
internationale

Rédige le projet final
de norme
internationale (FDIS)
envue de sa
soumission au vote

Donnent leur avis sur
le FDIS

Contribuent a
I'élaboration du FDIS
au niveau du groupe de
travail, votent sur le
projet FDIS

6

Publication de
la norme
internationale

Publication de la normale internationale et francaise

NWIP, New Work Item Proposal ; CD, Committee Draft ; DIS, Draft of International Standard ; FDIS, Final Draft
of International Standard

2 Niveaux de textes

. Normes : ISO xXxxx

- Specifications techniques : ISO/TS xxx
Un processus qui dure plusieurs annees

Une révision périodique si nécessaire

Une suppression si obsolete ou inutilisée

» Norme ou spécification technique

(ou autre document guide) p. 15



Comment identifier une norme ISO ?
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Exemple de la norme ISO 20130:2018
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ADEME

Stabiliser les méthodes d’analyse .

AGENCE DE LA
TRANSITION
ECOLOGIQUE

« 2 phases : 2004-2008 (développement/sélection) et 2009-2012
(validation)

« 24 types de bioindicateurs (microorganismes, faune, végétaux)
mesurés sur 12 sites expérimentaux

INRAZ
p. 18



Les activités enzymatiques des sols ‘«;

AGENCE DE LA

Les constats §¢ DL RkD I

-Vision sur I'ensemble des cycles de dégradation de la matiere organique
-Indicateurs sélectifs et sensibles

-Méthodes de mesures simples a mettre en ceuvre, peu colteuses
-Nombreuses techniques développées pour un panel large d’enzymes, incluant des hydrolases et
oxydoréductases

Mais...

-Méthodes de mesure tres diversifiées : pH, durée d’incubation, concentration en substrats, unités d’expression
hétérogenes > que mesure-t-on vraiment ?

-Méthodes chronophages et consommatrices de ressources > quelle innovation proposer?

-Interprétation limitée des résultats en situations de référence (évaluation des variations spatiotemporelles
naturelles)

-Besoin de multiples situations de perturbations incluant I'usage des sols, la couverture végétale, les intrants
chimiques

-Des données et métadonnées hétérogenes, disséminées

» Difficulté d’interprétation, de comparaison (et de conseil)
INRAZ

p. 19




La stratégie mise en ceuvre par la plateforme Biochem-Env

1. Déployer une méthode de mesure performantes et reconnue > normalisation ISO
2. Disposer d’un grand nombre de mesures

3. Organiser la gestion des données et métadonnées

4. Développer le référentiel de biodiversité fonctionnelle des sols

5. Développer les outils d’interprétation et de cartographie

INRAZ
p. 20



La norme NF EN ISO 20130

2014/02 : proposition a 'AFNOR T95E du projet « Mesure de I'activité enzymatique dans des
échantillons de sol en utilisant des substrats colorimétriques » en complément de la norme

ISO 22939 (substrats fluorogénes)

2014/10 : NWIP discuté a I'ISO (Berlin)

2016 : réalisation de l'essai interlaboratoire international

2018 : publication de la norme ISO 20130:2018

2020 : norme reprise en EN et NF

2022 : publication de l'article « ring test »

INRAZ

AGENCE DE LA
TRANSITION
ECOLOGIQUE
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Quel intérét pour les chercheurs ?

(Combattre les idées recues)

s INRAZ
FRANCAISE

Liberté

Egalité

Fraternité



Fiabiliser et valoriser ses résultats

Développer et utiliser des méthodes de qualité, fiables, qui garantissent la cohérence et la
comparaison des résultats

Valoriser ses méthodes en les disséminant au sein de la communauté de recherche (académique
et privée)

Disposer d’un grand nombre de mesures pour créer des référentiels
RMQS : I1SO 11063:2020 RMQS2: 1SO 20130:2018

Gen©Sol Binchemyeny

Mapping and predictive variations of soil bacterial richness
across France

SR 5 0 = - : Sébastien Terrat [, Walid Horrigue B8, Samuel Dequietd, Nicolas P. A. Saby, Mélanie Leliévre, Virginie Nowak, Julie Tripied,
d'ADN - 2 * v 3 Tiffanie Régnier, Claudy Jolivet, Dominique Amrouays, Patrick Wincker, Corinne Cruaud, Battle Karimi, [ --- ].Lionel Ranjard [
Quantité en ‘ ~ N
pg par g de sol [ view all ]
[l<s0 Published: October 23, 2017 = https://doi.org/10.1371/journal.pone.0 186766
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> ’ / .
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Publications scientifiques

Présentations a colloques

Textes normatifs
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Valoriser ses compétences
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Abstract. The activity of 2 in soil is important for g of soil and

tem services. Henee, there is a necessity to identify the composition, diversity, and function of the soil micro-

biome i orer o Glermin: it naturl propertic. functioning, and operating range as well as Lo asscss coo-
fumerous methods curenily exist in the

J Sails Sediments (2010) 10:1344-1345
DOI 10.1007/511 365-010-0265-5

ontinue to be developed; however, only a limited mumber of these
s amced to identify the most promising non-standardised me thods
m into standards. In agreement with the “Ecosystem Service Ap-

ANNOUNCEMENT

Soil microbial diversity: an ISO standard for soil

DNA extraction

Philippe Lemance
M

andard « Esp

Simonet « Korneli

Ty Chesnot - Sara Hallin -
2 Romero « on. and plant growth promotion pathways bascd on the asscssment

la « Berndt-Michael Wilke «

it micrabial functions, including nutrient cycling and greenhouse
[promoticn, carbon cycling and sequestration, as well as soil struc-
existing standardise d methods availabie that focus on the function
rements, like basal respiration, criryme activitics, and biodegrada-
nditions in the lab. This paper seis out (o summarisc and cxpand
fu Organization for Standardization (150, Soit Quality — Bislogi-
' 100/SC 4), where 2 nced was identificd o develop scientifically
ctical needs of future users for assessing soil quality. going beyond
s the current evolution of mokecular methods in microbial ecology
io produce a large number of new functional crdpoints which arc
thods. Quantitative PCR assesses the abundance of microbes that
en and phosphorus cycling, greenhous: gas emissions, chemical

aied processes. In the assessment of soil quality metheds, it was
ha related endpints. Techniques to describe fimgal communitics a5
vesented. As such, techmigues 1o analyse fungal enzyme activities

‘of microbial growth raes and effciencies, including
the use of glomalin as & biochemical marker for soil aggregation, ar discussed. Furthermore, field methods
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Inter-laboratory evaluation of the ISO standard 11063 “Soil quality — Method to
directly extract DNA from soil samples”

C. Leyval’, K. Lindstrom’, P. Pandard ¥, E. Romero, A. Sarr®, M. Schloter ™, P. Simonet °, K. Smalla®,

Martin-Laurent *>*

1. Petric *", L. Philippot ®, C. Abbate ¢, A. Bispo ¢, T. Chesnot %, S. Hallin ', K. Laval %, T. Lebeau ", P. Lemanceau ®,
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Développer son réseau

SC4 : 24 membres participants et 12 observateurs en 2024

S

Austria (ASI), Brazil (ABNT), Canada (SCC), Chile (INN), Czech Republic (UNMZ), Denmark (DS)
Finland (SFS), France (AFNOR), Germany (DIN), India (BIS), Italy (UNI), Japan (JISC), Republic
iNnra Of Korea (KATS), Netherlands (NEN), Norway (SN), Poland (PKN), Portugal (IPQ) (Russian

Federation (GOST R)), Spain (UNE), Sweden (SIS), Switzerland (SNV), Turkey (TSE), Ukraine
(DSTU), United Kingdom (BSI)
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Conclusions

La normalisation de méthodes s’inscrit pleinement dans I'activité de recherche
Elle permet la valorisation des compétences des chercheurs

Elle offre des outils en appui des politiques publiques

Rejoignez les structures de normalisation !

INRAZ
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Merci pour votre attention!

INRAZ
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