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La méthode « Hirst »

Lorsqu'il a été utilisé pour la premiere fois dans les années 1950, le pieége de Hirst a représenté

un bond en avant considérable en termes de capacité d'observation, car avant son développement,

seuls des échantillonneurs passifs sans contréle de flux ni résolution temporelle étaient disponibles

(Hirst, 1952). Depuis lors, la grande majorité des études aérobiologiques ont utilisé des pieges

volumétriques basés sur le modele de Hirst. Il convient toutefois de noter que, malgré leur utilisation

généralisée, les recherches menées depuis lors ont montré que I'échantillonneur de Hirst présentait

un certain nombre d'inconvénients, notamment :

>

e

Le débit d'air : selon la méthode utilisée pour régler le débit d'air, un biais et/ou une erreur
d'environ 30 % sont courants. Cette erreur peut étre contournée en utilisant un débitmetre
sans résistance pour ajuster la pompe Hirst chaque fois que cela est nécessaire (Oteros et al.,
2016).

La distance entre I'entrée et la surface de dépot est critique pour un impacteur, cependant,
aucune procédure ni recommandation pour contréler périodiquement cette distance n'a été
publiée.

Effet tsunami : pendant la préparation d'un échantillon pour le microscope, le pollen peut
changer de position ou étre entierement éliminé (Galan et al., 2014).

Sensibilité des colles a la température ambiante : le pollen adhere différemment en fonction
de la température. En outre, différentes colles ont des propriétés adhésives différentes (Maya-
Manzano et al., 2016).

L'incertitude relative diminue avec la surface échantillonnée de la lame. Une erreur de plus de
30 % est signalée (Smith et al., 2018 ; Adamov et al., 2021), principalement lorsque la zone
échantillonnée est inférieure a la recommandation minimale de 10 % (Galan et al., 2014).
Lors de tres forts pics polliniques, il peut y avoir plusieurs couches de grains de pollen, dont
certains peuvent ne pas arriver a toucher la surface adhésive et donc se perdre.

Erreur humaine : il est généralement admis que I'erreur humaine associée a l'identification et
au comptage des grains de pollen est d'environ 30 % (Smith et al., 2018).

L'efficacité de I'échantillonnage varie en fonction de la vitesse du vent et des propriétés
physiques de la particule, en particulier la taille (par exemple, Frenz 2000 ; West et Kimber,
2015), car I'approche n'est pas isocinétique.

Il n'existe actuellement aucun "étalon-or" permettant de tester de maniere approfondie les
nouveaux instruments automatiques. Il est donc important que les erreurs susmentionnées
soient corrigées ou, a tout le moins, prises en compte lors de toute comparaison.

Page 4 sur 40



AIRLAB, I'accélérateur de solutions pour la qualité de l'air

B. Capteurs automatiques : les principes de métrologie

1. LA MICROSCOPIE DIGITALE

Les microscopes numériques ne difféerent des microscopes optiques traditionnels que dans le sens ou
un appareil photo numérique est utilisé pour obtenir des images de la surface sur laquelle les particules
sont tombées. Habituellement, des images a différentes profondeurs focales sont prises et empilées
pour fournir une image unique avec une profondeur de champ étendue afin d'améliorer l'identification
des particules. Les images sont analysées par un ordinateur quiisole les particules d'intérét en utilisant
des méthodes de reconnaissance d'image. Les concentrations dans I'air sont estimées en utilisant le
nombre de particules par surface de dép6t et le volume d'air échantillonné. Le taux d'échantillonnage
dépend donc du volume d'air et de la proportion de la surface analysée, ainsi que de I'efficacité de
I'impaction. Cette technique est utilisée dans le BAA500 (Un réseau robotique opérationnel de
surveillance du pollen basé sur la reconnaissance automatigue d’images - ScienceDirect) et le

Pollensense.

1.1. POLLENSENS

Il utilise une technologie automatique de détection du pollen en temps réel.

Il utilise un film pour capturer les particules en suspension dans I'air qui sont ensuite imagées a travers
une caméra et un microscope. Les images sont ensuite traitées en utilisant I'intelligence artificielle
pour valider et identifier les particules imagées. Pollensens possede actuellement des bibliotheques
de plus de 30 différents pollens et 10 types de moisissures. Toutes les données sont alors rapportées
en temps quasi réel sur le « Pollen Sense Portal » ou les images et les données peuvent étre visualisées
par I'utilisateur.

Il'y a un délai d’environ 90 secondes entre le moment ou I'échantillon est prélevé, imagé et identifié
et le moment ol il est téléchargé dans le Pollen Sense Portal.

Les constructeurs indiquent que 3-5 ans peuvent s’écouler sans qu’il y ait besoin de remplacer une
piece. La consommation électrique est de 15W.

275 systemes de ce type ont déja été installés.

1.2. BAAS500

Le BAA500 échantillonne I'air collecté en moyenne a 100 |/min soit dix fois plus que le Hirst. Le Hund-
Wetzlar BAA-500 automatise essentiellement le processus manuel standard actuel, I'air est pompé a
travers l'instrument et les échantillons sont sur des lames de verre, qui sont ensuite analysées a |'aide
d'un microscope optique et un systeme d'analyse d'images. Huit positions focales sont balayées a
travers la verticale et, en général, environ 25 % de la surface de la lame est échantillonnée. L'air est
pompé a travers le dispositif a 100 I/min, la pompe étant mise en marche toutes les dix minutes
pendant une minute. Le mécanisme d'échantillonnage exclut la plupart des particules les plus petites
(diameétre aérodynamique < 10 um) a l'aide d'un impacteur virtuel afin de garantir que les lames
restent aussi propres que possible pour accélérer I'analyse ultérieure des images.
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Les données de surveillance en direct peuvent étre étiquetées manuellement pour améliorer les
performances du logiciel d'analyse. L'appareil est actuellement utilisé dans le réseau ePIN de I'Etat
allemand de Baviére et s'est révélé capable d'identifier un certain nombre de taxons de pollen et
certaines spores (Oteros et al, 2020). Les concentrations de pollen pour les différents taxons ont été
obtenues a partir du logiciel commercial installé sur I'appareil.

2. 'HOLOGRAPHIE

Les hologrammes sont des enregistrements d'un champ lumineux sous la forme d'un motif
d'interférence plut6ét que d'une image formée par une lentille. lls sont généralement produits a I'aide
d'un faisceau laser qui illumine un objet, par exemple un grain de pollen, ainsi que la référence. Le
faisceau de référence et la lumiere diffusée par I'objet forment ensemble une figure d'interférence qui
est enregistrée, dans le cas de I'holographie numérique, par un réseau de capteurs. Les
interférogrammes résultants peuvent alors étre utilisés pour reconstruire une image 3D de |'objet
original mais peuvent également fournir des informations supplémentaires, par exemple la taille des
particules, potentiellement utiles pour la discrimination entre les particules d'intérét. Cette technique
est utilisée dans le Poleno.

2.1. SWISENS POLENO MARS

1 La concentration de pollen étant tres petite dans Iair
I _r' | par rapport aux autres particules (10-10000 grain de
[ pollen par meétre cube), le taux d’échantillonnage doit
étre élevé. Le pollen provoquant [l'allergie d’un
individu est encore plus discret (quelques unités a
guelques dizaines par metre cube dépendant du

taxon).

Dans le Swisens Poleno, ce niveau d’échantillonnage
est atteint a I'aide d’'un concentrateur basé sur le
principe d’un impacteur virtuel qui permet un débit
de 40 L/min.

Il est donc facile d’atteindre les concentrations
correspondant aux seuils d’exposition au pollen avec
ce taux d’échantillonnage.

Suite d’opérations avec détection et identification des

particules individuelles :

© Swisens -
: : 5 a. Passage dans un concentrateur qui focalise le flux
! ________ ' de particules sur une veine fluidique
- b. Détection individuelle par diffusion qui active un
imageur dual

'“'“@ Page 6 sur 40
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c. Activation de I'imageur (2 angles de vues a 90°) de la particule avec une vision « holographique »
de chaque particule détectée.

L'holographie est un procédé d'enregistrement de la phase et de I'amplitude de I'onde diffractée par
un objet. Ce procédé d'enregistrement permet de restituer ultérieurement une image en trois
dimensions de l'objet. Ceci est réalisé en utilisant les propriétés de la lumiére cohérente issue
des lasers.

Pour le principe de base, le systeme récupéere les images holographiques des aérosols, utilise un
algorithme « two-step » pour déterminer le taxon (espéce). L’algorithme permet la reconnaissance de
plus de 30 espéces de pollen et 11 spores.

Premiére étape de I'algorithme :

En général, les particules biologiques ont une forme lisse et convexe, tandis que la poussiére, les débris
ou d’autres particules non biologiques ont des formes plus rugueuses, plus chaotiques (voir, pour
exemple, Fig. 3). Deux méthodes d’analyse d’'images (silhouette et fractale) ont été élaborées et
évaluées pour sélectionner les meilleures méthodes pour distinguer le pollen des autres particules
détectées. Les deux utilisent le contour de chaque particule, qui est extraite a partir des images
holographiques reconstruites.
En trois étapes :

- Les pixels sont séparés en deux classes a I'aide de I'algorithme de binarisation d’Otsu (Méthode

d'Otsu — Wikipédia (wikipedia.org)), qui est basé sur un seuil de tension dynamique.

- Le plus grand groupe correspondant aux particules d’intérét est alors identifiée.
- Une opération de convolution extrait le contour de la particule.

La premiere étape pour l'identification biologique des particules utilise la bibliotheque OpenCV2
(Bradski, 2000) pour s’adapter a un contour elliptique.

Identification des particules biologiques en fonction de sa différence de forme avec la forme elliptique
de référence (en bleu sur Fig.3). Pollen @  Non-pollen

\ 3 ; Figure 3: lllustration d'une
\. 2 ’ image analysée (pollen &

gauche, non-pollen a

Estimer la dimension fractale d’un objet a partir d’'une image holographique est sensible a la résolution
de I'image, qui a une influence importante sur la détermination de la dimension fractale (voir Baveye
et al., 1998). En effet, des images plus détaillées ont tendance a améliorer I’estimation de la dimension
fractale d’un objet a mesure que les détails du contour deviennent apparents.
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Des images a haute résolution devraient étre disponibles dans les futures versions de Poleno, la
méthode de la dimension fractale peut étre utile. A ce stade, étant donné la meilleure précision de la
technique d’ajustement ellipse, nous utilisons cette méthode dans le dernier algorithme.

Le modéle utilisé pour classer les grains de pollen est basé sur I'architecture VGG16, qui a été appliqué
avec succes a un large éventail de problémes de classification des images (Russakovsky et al., 2015).
Le modele de base est représenté a la fig. 4, le modéle de vision étant appliqué séparément aux deux
images orthogonales.

Deuxiéme étape de I'algorithme :

Une fois qu’une particule a été identifiée comme un grain de pollen, elle a besoin d’étre classée dans
le taxon approprié. A I'aide du « convolutional neural network » (CNN), une particule est assignée a un
taxon spécifique.

Les résultats du modeéle de classification sont présentés comme une matrice de confusion (Matrice de
confusion — Wikipédia (wikipedia.org)) normalisée dans Fig. 6. La somme de chaque ligne est

normalisée a 1, et les valeurs diagonales indiquent le rappel pour les différents taxons polliniques.
Dans I'ensemble, I'algorithme de classification fonctionne trés bien, avec six des huit taxons polliniques
classés avec une teneur en pollen supérieure a 90 %. Les exceptions sont Corylus (noisetier), qui est
confondu dans 10 % des cas avec Fraxinus (fréne), et Dactylis (graminée), qui est confondu 22 % du
temps avec Corylus.

Néanmoins, un plus grand mélange de pollen est susceptible d’étre observé dans la réalité, mettant
en évidence la nécessité pour des développements ultérieurs de I’algorithme d’une classification en
un plus grand nombre d’espéces, y compris le pollen frais. En cette ligne, il sera essentiel d’inclure le
bouleau dans I'algorithme d’identification (pas spécifiquement le bouleau dans I'algo mais famille des
bétulacées). Cela peut toutefois s’avérer difficile étant donné les similitudes morphologiques des
membres de la famille des bétulacées.

Pour mieux comprendre le fonctionnement du réseau neuronal du systéme, la fig. 7 présente des
cartes de chaleur d’activation (Kotikalapudi et con tributors, 2017) des particules de pollen. Celles-ci
montrent les parties de I'image sur lesquelles le réseau se concentre pour faire la prédiction des
taxons. Dans notre cas, fortement sur le contour des particules.

Ceci peut étre considéré comme un résultat évident mais confirme la validité de I'étape CNN de
I'algorithme de classification et indique que les prédictions sont basées sur une caractéristique
physique de la particule et non sur d’autres informations contenues dans les images.

Explication « Max pooling layer » : Max Pooling dans les réseaux de neurones convolutifs expliqué -
deeplizard

Explication « CNN Layer » : Explication des réseaux de neurones convolutifs (CNN) - deeplizard
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envoyé par Swisens, on a les résultats
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Transition de données :

La transmission des données peut se faire via une connexion cablée Ethernet ou via le réseau de
données mobile. Un routeur mobile est intégré. Il suffit d'y ajouter une carte sim. Swisens dispose
d'un logiciel de synchronisation des données brutes pour un réseau SwisensPoleno. Les données de
mesure sont ainsi automatiquement synchronisées sur une base de données centrale. La capacité de
mémoire disponible sur le SwisensPoleno suffit pour 3 a 6 semaines, selon la concentration de
particules, et sert de tampon en cas d'absence de connexion a la base de données. Chaque
SwisensPoleno Mars contient un PC industriel. Les données de mesure sont stockées dans la base de
données interne du Poleno. Le client peut accéder au systéme via Internet et avec un acces protégé
par un mot de passe.

SwisensPoleno Mars fournit les données de mesure au format JSON, qui sont faciles a comprendre.
Swisens recommande |'échange de données brutes via la synchronisation de la base de données. Il
existe également une interface REST-API pour |'acces a la base de données. Il peut s'agir de la base de
données centrale ou de la base de données locale d'un instrument de mesure. REST API peut étre
utilisée pour lire périodiquement les valeurs de concentration et les utiliser ensuite dans une
application ou sur un site web. De plus, il est possible de sauvegarder les données de mesure dans des
fichiers. Cela permet d'importer, d'exporter et d'archiver des ensembles de données.
SwisensDataExplorer est un logiciel fourni par Swisens pour la visualisation, I'analyse et le traitement
des données dans le navigateur web. L'exploitant du réseau dispose ainsi d'outils pratiques pour traiter
les données. SwisensDataExplorer n'est toutefois pas une plateforme web accessible au public ou n'est
pas congu pour cette application. Le REST API est disponible pour la visualisation des données pour
les utilisateurs finaux (dans ce cas, la population des lles-De-Paris) sur une plateforme web. Cela
permet d'accéder facilement aux données de la base de données. La visualisation doit étre
implémentée par le client lui-méme.

Alimentation :

Les exigences en matiére d'alimentation électrique pour le SwisensPolen Mars sont les suivantes : 100-
240 VAC, 50/60 Hz. La puissance maximale est de 750 W en pointe. Ceci est atteint lorsque le systéeme
de climatisation interne doit refroidir au maximum et que le PC industriel interne mesure des
concentrations maximales de particules. L'alimentation en courant continu est également possible.
Les exigences sont 24VDC +5%. La puissance maximale est de 240W (10A). Le principal consommateur
est le systeme de climatisation, donc a des températures modérées, il est plutot de 50-100W
maximum, selon la charge du processeur. Pour l'installation, une borne de mise a la terre pour le
paratonnerre est nécessaire.

Informations générales :

Le SwisensPoleno Mars est congcu pour étre utilisé a I'extérieur, dans une plage de température
comprise entre -20°C et +50°C, avec une humidité relative de 0% a 100%, dans un environnement non
corrosif. Le cadre de base sur lequel le SwisensPoleno est monté dispose de plusieurs trous (diametre
8 mm) pour fixer I'instrument au sol, afin que le vent ne puisse pas endommager le systéme. Sur le lieu
de destination, il est nécessaire de prévoir un espace plat de 0,45m x 0,45m au sol avec quatre points
de fixation. Le cadre de base peut ainsi étre fixé au sol et le vent ne pose plus de probléme.
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Si la qualité de I'air est bonne, un intervalle de maintenance d'un an est suffisant.

18 instruments de ce type ont déja été déployés en Suisse et une dizaine dans le reste du monde.

3. FLUORESCENCE INDUITE PAR LA LUMIERE

Certaines molécules, appelées fluorophores, deviennent fluorescentes lorsqu'elles sont excitées par la
lumiére a une longueur d'onde spécifique. Ce phénomeéne est généralement di aux systémes
aromatiques conjugués qu'elles contiennent (par exemple, le tryptophane, la riboflavine) et peut
indiquer que les particules proviennent d'une source biologique. Cette propriété est mise a profit dans
la spectroscopie induite par la lumiére, ol une source lumineuse, le plus souvent un laser
monochromatique, est utilisée pour induire une fluorescence dans les particules individuelles qui
traversent le dispositif de mesure. Les longueurs d'onde des sources lumineuses sont généralement
choisies pour correspondre aux largeurs de bande d'excitation d'un ou plusieurs fluorophores et la
fluorescence résultante est mesurée sur les largeurs de bande d'émission correspondantes. Ce qui
complexifie cette technique, c'est que de nombreux fluorophores peuvent étre présents dans les
particules biologiques en méme temps ou en quantités variables au cours d'une saison, et que les
signaux d'émission contiennent donc des informations sur toutes les molécules qui sont amenées a
fluorescer. En outre, certaines particules non biologiques qui contiennent des hydrocarbures
aromatiques polycycliques, comme les particules issues d'une combustion incompléte ou les
microplastiques, peuvent également étre fluorescentes, ce qui complexifie encore la différenciation
des types de particules. En grande partie, cette technique a été utilisée simplement pour différencier
les particules biologiques et non biologiques, bien que des instruments plus récents aient été utilisés
pour caractériser divers types de particules biologiques (par exemple Perring et al.,, 2016). Ces
techniques plus récentes s'appuient souvent sur des longueurs d'onde d'excitation multiples qui
peuvent contribuer a améliorer la discrimination, bien que la caractérisation de différents taxons de
pollen en utilisant uniquement cette technique n'ait pas été possible jusqu'a présent avec ces
méthodes. Cette technique est utilisée dans le Rapid-E, le Poleno Jupiter et le WIBS.

3.1. WIBS-NEO

Le WIBS-NEO est le dernier de la série d’instruments WIBS et a été développé et fabriqué par Droplet
Measurement Technologies (DMT). L’instrument utilise un laser de 635 nm pour déterminer la taille
et I'asymétrie des particules optiques, tandis que deux lampes au xénon, qui sont déclenchées par le
signal laser de dimensionnement et filtrées a 280 et 370 nm, excitent la fluorescence. Deux canaux de
détection a large bande (310-400 nm et 420-650 nm) sont ensuite utilisés pour détecter trois bandes
de fluorescence qui peuvent finalement étre utilisées pour identifier divers types de particules.
L'instrument fonctionne avec un débit de gaine de 2,1 L/min dont 0,3 L/min est échantillonné. Une
description plus détaillée du WIBS-4, sur lequel le WIBS-NEO est basé, peut étre trouvée ailleurs (Gabey
et al., 2010; Healy et coll., 2012).
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3.2. PLAIR RAPID-E

Le Plair Rapid-E est un cytometre a flux d'air qui utilise un laser de 405 nm pour fournir des modeles
de diffusion résolus dans le temps qui sont détectés par 24 détecteurs situés a des angles différents (+
45) ; la résolution temporelle des acquisitions de modeles de diffusion est de 1 ps. En plus de la
diffusion, un laser UV (337 nm) induit la fluorescence, qui est mesurée sur 32 canaux répartis dans une
gamme spectrale de 350-800 nm (huit acquisitions séquentielles a 0,5 us d'intervalle). Enfin, la durée
de vie de la fluorescence est enregistrée pour quatre bandes avec une résolution de |'ordre de la
nanoseconde. L'air est échantillonné a travers l'instrument a un taux de 2,8 L/min (Kiselev et al., 2011,
2013). L'instrument et son prédécesseur (PA300) ont été utilisés pour identifier plusieurs taxons de
pollen (Crouzy et al., 2016 ; Sauliene et al., 2019). Le Rapid-E a principalement été utilisé a des fins de
recherche ainsi que pour un petit réseau de surveillance opérationnel entre la Serbie et la Croatie
(Tesendic et al., 2020). Dans cette étude, nous utilisons un algorithme similaire a celui décrit dans
Crouzy et al., 2016 pour extraire une série temporelle de concentrations moyennes de pollen total sur
1 heure. Alors que l'identification des taxons polliniques individuels nécessite la machinerie plus lourde
des techniques d'apprentissage supervisé (réseaux de neurones convolutifs), une approche basée sur
la physique est suffisante pour distinguer le pollen des autres particules. Pour ce faire, nous avons
appliqué des seuils sur la taille des particules, que I'on estime étre proportionnelle a la racine carrée
de la lumiére totale diffusée dans le régime géométrique (intégrale dans le temps et sur les 24 angles
de diffusion). Nous avons ensuite restreint la sélection aux particules présentant un spectre de
fluorescence induite bimodal, avec des seuils sur l'intensité des deux modes et des fenétres bien
définies pour leur position (voir Po"hlker et al., 2013). Les moyennes horaires ont été obtenues en
agrégeant les données obtenues sur une minute.

3.3. OBERON AEROTAPE

L'AeroTape est un analyseur d'aérosols 10T (Internet of Things) capable d'échantillonner les particules
atmosphériques en suspension dans |'air dans la plage 500 nm - 200 um. Il s'inspire de la norme Hirst
EN 16868-19 et est qualifié par rapport a celle-ci. L'AeroTape est doté d'un impacteur congu pour
précipiter les microparticules sur un ruban adhésif transparent qui est déroulé a différentes vitesses
et modes (continu ou séquentiel) pour éviter la saturation de I'image. Cette méthode évite le surdépot
dans I'étage optique et permet ainsi I'échantillonnage d'environnements aérosols trés concentrés. Ce
principe permet a l'objectif de réaliser automatiquement des microscopies a lumiére visible et
fluorescente pour capturer des images en temps réel du matériau déposé. Les photographies peuvent
étre prises a une fréquence allant jusqu'a 0,5 Hz et sont ensuite envoyées a un serveur pour étre
traitées par une intelligence artificielle (1A) afin d'effectuer une discrimination bio/non bio en temps
réel sur le mélange de particules, puis de réaliser la reconnaissance et le comptage des taxons de
pollen. L'lA actuellement mise en ceuvre est le réseau neuronal convolutif Inception v3 qui a une
précision de 87 % pour la détection du pollen. En outre, les données de sortie peuvent étre analysées
en méme temps que les informations météorologiques grace a une station météorologique fixée au
boitier de I'AeroTape. Les techniques de mesure optique ont le potentiel de donner acces a une large
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gamme de particules, qui peuvent étre couplées a la puissance d'un réseau de dispositifs générant des
données en temps réel - cependant, certains défis restent a relever. Par exemple, la fonction de
distribution de taille nécessite que l'instrument soit calibré en utilisant des aérosols monodispersés.
Les voies de développement comprennent également I'amélioration de I'lA ainsi que la mise en ceuvre
de nouvelles techniques de microscopie afin que I'utilisation de I'AeroTape puisse étre étendue a de
nouveaux problemes scientifiques nécessitant de grands ensembles de données scientifiques.

Traduit avec www.Deepl.com/Translator (version gratuite).

3.4. SWISENS POLENO JUPITER
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Le modele Poleno Jupiter possede le méme systeme d’identification par holographie que le Poleno
Mars. En addition, le systeme est capable d’effectuer un deuxieme controle en mesurant les propriétés
optiques des particules.

L'indice UV fluorescent donne la polarisation de la particule analysée.

Il informe quant a la composition des particules. La durée de vie de I'indice UV fluorescent et les
spectres de la fluorescence sont mesurés a trois longueurs d’onde d’excitation différentes (280, 365
et 405 nm), soit cinq fenétres de mesure des émissions entre 320 et 720 nm.

Pour évaluer la précision des concentrations de particules observées avec le Swisens Poleno, une
campagne de mesure a été réalisée a I'Institut fédéral suisse de métrologie (METAS). L’installation sur
mesure de METAS a été décrite en détail dans le lien (AMT - Characterization of steady-state

fluorescence properties of polystyrene latex spheres using off- and online spectroscopic methods

(copernicus.org)).

L’objectif était de comparer le dispositif Poleno avec la concentration de particules de référence et des
observations de fluorescence dans une chambre d’étalonnage contrélée utilisant des spheéres de latex
de polystyréne (PSL). Différentes tailles, allant de 0,5 a 20 um, ont été testées avec trois types de
fluorescence PSL (bleu 2,07 um, violet prune 2,07 um, et rouge 2,07 um) pour fournir un premier
apercu de la qualité des mesures de fluorescence. Pour chaque taille, les concentrations mesurées par
le Poleno ont été comparées aux concentrations de référence. La fluorescence PSL utilisée ici ont été
entierement caractérisés par [l'Institut Max Planck de chimie (MPIC) (Kénemann
et al., 2018) pour une large gamme de longueurs d’onde d’excitation.

Ceux correspondantes aux longueurs d’onde d’excitation Poleno ont été reproduites a la Fig. 8 et
servent de référence pour les mesures de fluorescence. Depuis l'intensité de fluorescence
est mesurée en unité arbitraire, la mesure de fluorescence assurée par le Poleno (points remplis) est
mise a I'échelle des valeurs de référence MPIC (lignes pleines) en utilisant le maximum pour chacune
des cinqg fenétres d’émission situées entre 335 et 700 nm.

Les résultats présentés ici sont encourageants, tant en termes des mesures de concentration des
particules que de fluorescence.

Le Poleno semble trés bien suivre les fluctuations en termes de concentration particuliére, avec des
valeurs de corrélation de Pearson de 0,905 et 0,916 respectivement pour les tailles de 5 et 10 um (voir
Fig. 8).

Des résultats similaires sont observés pour les autres granulométrie testée (non illustrée), indiquant
que le Poleno mesure correctement la taille des particules certifiées PSL.

Il est important de noter, cependant, que les valeurs de Poleno ont été mis a I’échelle pour les valeurs
METAS puisque le concentrateur de particules est de taille sélective, les particules plus grosses étant
mieux échantillonnées. Une fois qu’une courbe d’échelle de taille a été établie, elle peut étre appliquée
efficacement a toutes les mesures futures, ce qui est une amélioration significative par rapport a la
pratique actuelle de calcul des facteurs d’échelle pour les détecteurs de pollen automatiques a partir
de mesures de type Hirst. (Vrai point)
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Malgré le fait que le Poleno ne mesure pas un spectre continu d’émission de fluorescence, la Fig. 8
confirme qu’il fournit déja un apercu de la forme des spectres pour les différentes longueurs d’onde
d’excitation.

Les signaux de fluorescence Poleno concordent bien avec les mesures de référence hors ligne
effectuées au MPIC. Cing fenétres d’émission sont combinées avec I’holographique d’images, ce qui
pourrait permettre d’étendre le nombre de types de particules qui peuvent étre reconnus, peut-étre
un jour reconnaitre les taxons polliniques, les spores ou les polluants avec cette méthode.
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Figure 8. (a, b) Concentrations (5 and 10 um PSL spheres) scaled to the METAS reference measurements in UTC. (¢, d) Comparison
of fluorescence measurements. Solid lines are the reference fluorescence intensities measured by the Max Planck Institute of Chemistry
presented in Konemann et al. (2018). Median measurements from the Poleno are shown with error bars (interquartile range). Each excitation
wavelength is scaled individually
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4. DIFFUSION ELASTIQUE DE LA LUMIERE

La diffusion élastique se produit lorsque la lumiére frappe une particule et est réfléchie par la particule
sans changer de longueur d'onde ; ceci se produit lorsque I'état de la particule qui diffuse reste
inchangé. L'angle auquel la lumiere est diffusée donne une indication sur la taille et la surface de la
particule elle-méme et cette caractéristique est utilisée pour déterminer la taille des particules et, dans
une certaine mesure, leur forme dans la plupart des compteurs de particules. Cette technique est
utilisée dans le Rapid-E, le Poleno Jupiter, le WIBS et le KH-3000.

Etude expérimentale a propos de cette méthode : https://www.mdpi.com/1424-8220/22/13/4984
Un résumé de cette étude peut étre retrouvé en Annexe 1

4.1. KH-3000

Le dispositif Yamatronics KH-3000 utilise un laser de 780 nm pour produire des signaux de diffusion
avant et latéral de toutes les particules qui passent dans le systéme a un débit de 4,1 L/min (Kawashima
et al., 2007). Les signaux détectés sont utilisés pour estimer les diameétres optiques et le nombre de
particules, comme décrit en détail dans (Kawashima et al., 2007). L'appareil est utilisé dans le réseau
"Hanakosan' pour la surveillance nationale du pollen au Japon depuis 2002. C'est un instrument trés
robuste et peu coliteux qui fonctionne efficacement dans les conditions particulieéres du Japon, ou les
pollens allergenes dominants sont Cryptomeria japonica et Cupressaceae, tous deux émis a la fin de
I'hiver avant la plupart des autres taxons. Bien que des tentatives aient été faites pour distinguer
d'autres espéces de pollen dans d'autres régions, cela n'a pas été réalisé jusqu'a présent avec un haut
degré de précision (Kawashima et al., 2017). Deux appareils différents ont été utilisés, un appareil a
impulsion et un appareil régulier KH3000 (ci-aprés dénommés KH-3000-A et KH-3000-B,
respectivement). L'appareil a impulsions (KH-3000-A) produit des intensités de diffusion latérale et
avant en mV et une fenétre d'extraction, qui peut étre adaptée, est ensuite appliquée a ces données
pour obtenir les concentrations de pollen pendant I'analyse. L'appareil régulier (KH-3000-B) est utilisé
de maniére opérationnelle et la fenétre d'extraction est fixée a I'avance, seul le nombre de particules
qui tombent dans cette fenétre étant rapporté. Les moyennes horaires ont été obtenues en agrégeant
les données d'une minute obtenues.
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C. Technigues de traitement des images

La majorité des systemes basés sur les images développées pour la surveillance aéroportée
combinent trois taches pour identifier les particules : la segmentation, I'extraction de caractéristiques
et la classification (Holt et Bennett, 2014 ; Marcos et al. 2015). La segmentation est le processus de
partitionnement d'une image numérique en plusieurs parties plus petites dans le but de simplifier une
image en quelque chose de plus facile a analyser. L'extraction de caractéristiques consiste a définir un
ensemble de mesures quantitatives dérivées des images ou des signaux utilisés pour la classification
(Marcos et al. 2015 ; Sevillano et al. 2020). Ces caractéristiques peuvent étre divisées en descripteurs
morphologiques et géométriques discriminants tels que la symétrie, l'aire, le périmeétre, la sphéricité
des particules, la distance moyenne au centroide, ou en descripteurs discriminants basés sur la texture
tels que les matrices de cooccurrence d'échelle de gris ou les caractéristiques d'entropie (par exemple
Arias et al. 2017 ; Kubik-Komar et al. 2018 ; Manikis et al. 2019) ; le nombre de caractéristiques extraites
varie considérablement d'un dispositif a l'autre. Par la suite, des algorithmes de classification
statistiques, d'apprentissage automatique ou d'apprentissage profond sont appliqués pour affecter
automatiquement la particule cible isolée a un groupe taxonomique (famille, genre ou espece). Les
algorithmes les plus fréquemment utilisés comprennent I'analyse discriminante linéaire (LDA), le k-
voisin le plus proche (KNN), les machines a vecteurs de support (SVM), les réseaux neuronaux a
perceptron multicouche (MLP-NN), les réseaux neuronaux récurrents (RNN) et, plus récemment, les
réseaux neuronaux convolutifs (CNN) (par exemple, Mokin et al. 2017 ; Arias et al. 2017 ; Sevillano et
Aznarte 2018 ; Manikis et al. 2019).

1. HUND-WETZLAR BAA500

Le Hund-Wetzlar BAA500 utilise des techniques traditionnelles de reconnaissance d'images
pour identifier les particules de pollen. L'instrument peut actuellement classer plus de 30 taxons de
pollen, cependant, cela dépend du nombre de taxons pour lesquels le logiciel d'identification a été
entrainé. Sur 15 types de pollen dont le nombre était suffisant pour évaluer les performances, la
précision globale de la classification était de 91 % et la comparaison avec les observations manuelles
quotidiennes sur toute une saison pollinique a montré de fortes corrélations positives de >0,84 pour
12 de ces taxons (Oteros et al., 2020). Pour certains taxons polliniques allergisants importants, le
systeme doit étre amélioré afin de réduire le nombre de détections faussement négatives (par
exemple, environ 20 % du pollen de Betula a été classé a tort comme inconnu), mais la précision globale
est relativement bonne (Oteros et al., 2020). Les résultats d'une étude menée a proximité ont montré
des résultats similaires avec I'application de techniques d'apprentissage automatique, atteignant un
taux de classification global (rappel) de >95% pour les 9 taxons les plus abondants (Schaefer et al.,
2021).
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2. PLAIR RAPID-E

Bien que le Plair Rapid-E n'enregistre pas d'images, I'analyse de ses signaux (c'est-a-dire la
diffusion induite par laser, la durée de vie de la fluorescence induite par UV et les spectres) repose
également sur le traitement avec des techniques d'apprentissage automatique (Crouzy et al., 2016 ;
Sauliene et al. 2019 ; Tesendic et al., 2020). En effectuant des comparaisons cOte a coéte avec la
méthode manuelle standard (EN16868:2019), le Rapid-E s'est bien comparé pour la saison pollinique
principale, montrant une corrélation positive (>0,7) pour 11 des 24 taxons polliniques testés sur une
période d'échantillonnage de 7 mois, de février a septembre (Tesendic et al. 2020). Toutefois, il
convient de noter que pour certains taxons polliniques, les résultats peuvent étre nettement meilleurs
dans des conditions différentes, par exemple le lieu, la saison, le dispositif, I'architecture ANN, les
classes a identifier (Sauliene et al. 2019 ; Chappuis et al. 2020 ; Daunys et al., 2021).

3. POLLENSENSE APS

L'analyse d'image est également utilisée par |'appareil PollenSense APS, I'instrument utilisant
un algorithme d'apprentissage automatique pour identifier les différents taxons de pollen. Jusqu'a
présent, les résultats obtenus avec cet instrument n'ont été publiés que sous la forme de résumés de
conférence : dans une comparaison cOte a cote avec des appareils manuels a rotorod, I'APS a montré
des corrélations positives (>0,7) pour le pollen d'Ambrosia au cours de sa saison principale lorsque la
performance de son identification a été testée pour des moyennes journalieres (Dalan et al., 2020).
Les résultats pour le pollen total, cependant, ont montré des correspondances limitées, les périodes
de pointe étant plus longues par rapport aux observations manuelles de Hirst et du rotorod pour les
moyennes quotidiennes sur une période de 3 mois (Lucas et Bunderson, 2019).

4. SWISENS POLENO

Selon la version, le Swisens Poleno enregistre une combinaison différente d'images
holographiques, de durée de vie et de spectres de fluorescence induite par les UV, ainsi que de
polarisation optique résolue dans le temps, qui peuvent étre utilisés séparément ou combinés pour
I'identification des particules. Des résultats récents utilisant uniquement les images holographiques et
un algorithme d'apprentissage profond ont montré que l'identification de huit taxons de pollen choisis
était trés bonne, six des huit dépassant une précision de 90 % (Sauvageat et al., 2020). Une
comparaison avec les observations manuelles (EN16868:2019) est en cours.

5. DROPLET MEASUREMENT TECHNOLOGIES WIBS

Un schéma de typage peut étre appliqué aux données du dispositif Droplet Measurement
Technologies WIBS pour différencier les particules biologiques (Perring et al., 2016). Le pollen est
discriminé des autres bioaérosols en utilisant des seuils d'intensité de fluorescence dans chacun des
quatre canaux et en ne sélectionnant que les particules d'une taille supérieure a 15um (O'Connor et
al., 2014). Par rapport aux mesures manuelles standard quotidiennes, une forte corrélation positive
(>0,9) a été observée pour le pollen total sur des périodes de test de 8 a 12 jours.
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6. YAMATRONICS KH-3000

Le Yamatronics KH-3000 est congu pour quantifier les particules dans une gamme de taille
prédéfinie (Kawashima et al. 2007), ce qui le rend peu utile pour la classification de différents types de
pollen ou la taille se chevauche notamment entre les taxons. Dans une configuration expérimentale,
les ajustements des plages pour la zone rectangulaire a l'intérieur du diagramme de dispersion de
I'intensité de la diffusion latérale par rapport a l'intensité de la diffusion vers I'avant ont indiqué une
possibilité de distinguer six types de pollen (Kawashima et al. 2017), cependant, la comparaison avec
la méthode standard (EN16868:2019) a montré une corrélation positive (>0,7) pour seulement trois
de ces six taxons lorsque les moyennes quotidiennes sur la saison (3-9 semaines) de chaque pollen ont
été considérées. Les performances étaient un peu meilleures pour le pollen total, avec des corrélations
pour les moyennes quotidiennes allant de 0,78 a 0,87 pour trois années distinctes avec des périodes
de surveillance de 2 a 5 mois (Kawashima et al., 2017).

NB :

Les résultats sont trés aléatoires d’une étude a I'autre. Par exemple pour le Poleno, Le document
technique (Sauvageat et al., 2020) nous dit que le systeme reconnait les taxons avec 80% de vérité
mais dans l'inter comparaison « Tummon2021_Aerobio_Intercomparison2019 » les Polenos sont les
moins performants de tous les systemes mis en place (comparé au Hirst).
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Lien de la publication : https://www.mdpi.com/1424-8220/22/13/4984

Traduction de la publication par Google translate

« Introduction »

« Avec le capteur Hirst, en raison de la nécessité d'un traitement manuel, les informations sur le pollen
sont décalées dans le temps de plusieurs jours et ne représentent pas bien les variabilités des sources
de pollen et la dissémination des particules a une échelle locale.

Pour surmonter ces limitations, des méthodes automatisées ont été développées ou sont en cours de
développement. Les exemples incluent des techniques combinant des concepts physiques tels que la
spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman, la spectroscopie fluorescente et I'holographie, ainsi
que l'utilisation de modeles d'apprentissage automatique. Bien que fournissant des résultats
prometteurs en temps réel, ces techniques restent incapables de répondre aux contraintes de colt et
de miniaturisation nécessaires pour une meilleure couverture spatiale et des informations polliniques
plus localisées (des milliers d'instruments seraient nécessaires). Un autre concept physique pourrait
répondre a ces contraintes : la diffusion de la lumiére dans le domaine visible. Certains laboratoires
ont montré que la lumiére diffusée par certains pollens pouvait étre utilisée pour distinguer certaines
familles de pollens d'autres, en discriminant ainsi les pollens par leurs propriétés de polarisation. En
outre, des instruments peu colteux reposant sur l'optique laser ont été développés et utilisés pour
classer certaines familles de grains de pollen en récupérant leurs intensités de diffusion.

La détection possible de grains de pollen dans I'air ambiant urbain dans le parc André Citroén au sud-

ouest de Paris (France) a été rapportée en utilisant le compteur optique d'aérosols LOAC, en
considérant I'évolution temporelle des particules de plus de 15 um.
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Grace a ses mesures de diffusion de la lumiere effectuées a deux angles différents (~15¢ et ~60°), le
LOAC peut également fournir une estimation de la typologie des particules en fonction de leur capacité
a absorber la lumiére.

Les mesures en laboratoire des propriétés de diffusion optique des pollens ont été effectuées a l'aide
d'un gonio-photopolarimétre imageur PROGRA2 (acronyme frangais « PRopriétés Optiques GRains
Astronomiques et Atmosphériques »). Il fournit les courbes de polarisation linéaire et de diffusion
d'intensité pour un nuage de particules en lévitation avec des orientations aléatoires.

Les pollens maintenus en lévitation ont traversé un faisceau lumineux non polarisé produit par une
lampe blanche halogéne, un filtre dépolarisant et des filtres spectraux (domaine vert 525-585 ou
domaine rouge 620-680 nm). Une fibre optique transportait la lumiére jusqu'au flacon, dans lequel les
particules étaient soulevées par une petite injection d'air juste avant les mesures. Un cube séparateur
de faisceau polarisant a divisé la lumiére diffusée par les particules en ses deux composantes : parallele
et perpendiculaire au plan de diffusion (Iperp et Ipara). Ces flux ont été enregistrés par deux caméras
synchronisées. L'utilisation de ces caméras nous a permis de rejeter les images ou une diffusion
multiple aurait pu se produire et ainsi biaiser les résultats. La résolution des caméras était d'environ
20 um par pixel ; par conséquent, seuls les plus gros grains de pollen pouvaient étre détectés
individuellement. Les deux caméras de détection étaient montées a des positions fixes ; la fiole qui
contenait I'échantillon était montée sur un dispositif de rotation pour faire varier I'angle de diffusion
dans la plage de 15 a 170° entre les mesures. Les mesures ont été effectuées plusieurs fois a un angle
fixe pour s'assurer qu'un bon pourcentage du nombre d'images pouvait étre conservé. Les angles ont
été modifiés par pas de 5° ou 10°. Une fonction de diffusion compléte a pu étre discernée par les
mesures effectuées sur au moins 19 angles de diffusion différents.

La polarisation linéaire P (en %) a été extraite de chaque paire d'images enregistrées simultanément
par les flux Iperp et Ipara au-dessus d'un niveau seuil bien supérieur au niveau de bruit électronique,
selon la formule suivante :

P =100 x (lperp - Ipara)/(Iperp + Ipara)

Une troisieme caméra synchronisée a enregistré la lumiere diffusée (Iref) a un angle de diffusion
constant de 90° - donc en rotation avec la fiole. L'intensité | (en unités relatives) a été récupérée apres
avoir divisé la somme des flux enregistrés par les deux premiéres caméras par le flux de la troisieme
caméra, en suivant la formule :

| = (Iperp + Ipara)/Iref

Enfin, toutes les mesures de diffusion d'intensité ont été divisées par les mesures obtenues dans la
plage d'angle de diffusion de 15-20, afin de rendre possible une comparaison directe de I'amplitude
des courbes sans tenir compte de la taille des particules [24]. Cette procédure a également été motivée
par le fait que I'intensité diffusée aux petits angles de diffusion pour les grains irréguliers est presque
indépendante de la forme et de I'indice de réfraction des particules et ne dépend que de leur taille
[19,25]. Au moins plusieurs dizaines d'images sont nécessaires pour retrouver les propriétés de
diffusion moyennes des particules a un angle de diffusion donné. Ceci est obligatoire pour minimiser
I'effet de la variabilité de l'intensité de diffusion produite par les particules individuelles [26]
lorsqu'elles traversent le champ de vision des détecteurs. En fonction de leur couleur, certains pollens
ne peuvent pas étre étudiés dans le domaine vert car la sensibilité des caméras PROGRA2 est plus
faible dans ce domaine que dans le domaine rouge, et ne peuvent donc pas nous permettre d'obtenir
des images exploitables.

Au total, 21 espéces de pollen différentes ont été étudiées dans le domaine spectral rouge et 8 dans
le domaine spectral vert. Bien que certains résultats prometteurs aient été obtenus pour des pollens
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de forme réguliére parfaite, la forme des pollens peut évoluer (aspect froissé). Ainsi, les propriétés de
diffusion des pollens seront différentes des calculs de diffusion de Mie pour une sphére parfaite, et les
tentatives potentielles de modélisation pourraient étre compliquées. On peut donc s'attendre a des
différences d'une espéece a l'autre.

Dans I'étude qui suit, nous avons considéré trois catégories principales de pollens : les pollens d'herbe,
de mauvaises herbes et d'arbres (les courbes de diffusion des pollens d'herbe et de mauvaises herbes
sont regroupées sur les mémes figures tandis que les courbes de diffusion des pollens d'arbres sont
sur des figures séparées dans le domaine spectral rouge). Leurs tailles varient de 15 um a 100 um (20-
35 um principalement). »

« Courbes de polarisation »

« L'évolution de la polarisation en fonction des angles de diffusion pour les 21 échantillons est
présentée dans les Figures 4 et 5 pour les domaines spectraux rouges. Les valeurs de polarisation
maximale - qui sont apparues pour des angles compris entre 80 et 100¢ - étaient relativement faibles,
de l'ordrede 5a 15 %. »
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Figure 4. Polarization curves in the red domain for grass and weed pollens.

« Les valeurs de polarisation maximale augmentent souvent avec la taille des particules pour atteindre
une sorte de valeur de saturation qui dépend de la nature de la particule [31]. En combinant les valeurs
de polarisation maximale pour les 21 échantillons de pollen dans le domaine rouge et les 8 échantillons
dans le domaine vert, de telles tendances ont pu étre établies (Figure 7) malgré la dispersion provenant
des différentes compositions et formes des particules. »
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Figure 6. Polarization curves in the green domain.
« La courbe de polarisation du pollen ressemble a celle du sable.

La précision absolue devrait étre de +-1% pour la mesure de polarisation, couplé a un instrument de
comptage pour considérer I'effet de taille. »

« Courbes d’intensité »

« Les courbes de diffusion étaient beaucoup plus sensibles. Des variations allant jusqu'a un facteur 20
ont été observées pour des angles de diffusion supérieurs a 60°. Ces variations sont dues a la taille des
particules (en général, les courbes sont plus plates quand la taille des particules augmente), mais aussi
a la composition qui inclut I'indice de réfraction, la forme et la texture du pollen. »
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Figure 9. Intensity curves in the red domain for tree pollens.

« La courbe de I'ambroisie (Ragweed) présente un comportement particulier, avec une intensité
presque constante entre les angles de diffusion de 15 et 60°, alors que les intensités diminuent
fortement pour les autres échantillons. Cela pourrait étre d a la surface hérissée de I'échantillon. La
courbe pour le pollen de sapin (Fir tree) était presque plate, ce qui pourrait étre expliqué par la grande
taille des particules dans la gamme 50-100 um. Des résultats similaires ont été obtenus pour les
mesures dans le domaine vert, sans différences significatives par rapport au domaine rouge ; nous ne
considérerons donc ici que les mesures dans le domaine rouge. »
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« Discussion »

Dans le but d'identifier les pollens dans I'air ambiant, il est nécessaire de comparer ces courbes de
diffusion a celles d'autres familles de particules supérieures a 15 um que I'on peut trouver dans l'air
ambiant. Des particules carbonées agrégées et/ou compactes (carbone noir, carbone organique, suie)
optiquement absorbantes, et des particules minérales (sables, ciment, basalte) transparentes et semi-
transparentes, ont également été étudiées avec PROGRA2 (Figure 11).
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Figure 11. Intensity curves in the red domain for the pollens compared to various mineral and
carbonaceous particles.

La plupart des courbes de pollen se situaient entre les particules plus carbonées et les particules
minérales (Figure 11), confirmant ce qui a été observé avec l'instrument LOAC pour I'angle de diffusion
de ~60¢. Evidemment, une confusion entre pollens et particules de pollution pourrait se produire dans
le cas de grands agrégats composés d'un mélange de monomeres carbonés et non carbonés.
Néanmoins, les courbes PROGRA2 des pollens montrent également une évolution spécifique aux
grands angles de diffusion, avec ou sans intensité augmente avec I'augmentation des angles.

« Conclusion »

La présence de pollens dans I'air ambiant pourrait probablement étre détectée sans ambiguité par un
dispositif de comptage optique dédié effectuant des mesures a plusieurs angles de diffusion la plupart
du temps. La présente étude a montré que la réalisation de mesures des propriétés de diffusion des
pollens a plusieurs angles dans la gamme 15-160° dans |'air ambiant, combinée a des mesures de leur
taille obtenues a partir d'observations a un petit angle de diffusion (concept LOAC), pourrait étre une
approche originale et prometteuse pour détecter les pollens en temps réel et estimer leur origine.
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