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MODELES DE DISTRIBUTION ET STRATEGIES
D'ECHANTILLONNAGE DES POPULATIONS BACTERIENNES
DANS UN RESEAU DE DISTRIBUTION PUBLIQUE

RESUME

L'étude quantitative des populations bactériennes contenues dans
l'eau de distribution nécessite une bonne méthode d'énumération bactérienne
ainsi qu'une stratégie d'échantillonnage appropriée : en 1l'occurrence les
modalités du programme de prélévement doivent étre définies en fonction des
composantes  spatiale et temporelle de  1'hétérogénéité  bactérienne

caractérisant le systéme de distribution considéré.
METHODES STATISTIQUES ET ANALYTIQUES

La loi de Poisson et 1la distribution binomiale négative ont
souvent été utilisées pour caractériser la structure d'abondance du peuplement
bactérien. Aussi, dans l'exposé des développements théoriques propres a ces
deux distributions, une place prépondérante a été consacrée a 1'étude des
techniques d'estimation et de comparaison des parametres qui les définissent.
De plus, une étude expérimentale a été menée dans le but de pouvoir effectuer
rationnellement 1le choix d'une technique fiable destinée a 1'énumération des
bactéries hétérotrophes. A cet égard, une méthode statistique générale
s'inspirant du test du rapport de vraisemblance est décrite afin de permettre
la comparaison des densités bactériennes moyennes issues de plusieurs séries
expérimentales. Cette approche s'avere nettement plus rigoureuse que les
moyens habituellement mis en oeuvre pour l'analyse statistique des données
bactériologiques (e. g., l'analyse de variance), qui nécessitent le plus
souvent une transformation préalable des données. Le test du rapport de
vraisemblance, dont 1'application requiert la connaissance de la nature exacte
des lois de probabilité théoriques suivies par les variables, constitue un
outil intéressant pour effectuer la comparaison des densités bactériennes. La
méthode est particuliérement avantageuse lorsque les variables comparées
obéissent a des lois de distribution différentes mais qui sont cependant
connues. La mise en oeuvre de ce test est illustrée par la comparaison
expérimentale de trois techniques de quantification des bactéries
hétérotrophes a 20°C contenues dans une eau de distribution. Cette expérience

a montré que si la méthode par inclusion en gélose (IG) et la méthode des mem-



branes filtrantes (MF) procurent en substance des résultats comparables, il
n'en va pas de méme avec la microméthode de titrage pour laquelle 1l'estimation
de la concentration bactérienne selon la technique du nombre le plus probable
(N.P.P.) peut quelguefois conduire & des estimations considérablement
différentes. Les résultats font notamment apparaitre une forte interaction
entre la méthode utilisée et 1'échantillon analysé. Par suite, trois milieux
de culture, 3 savoir : la gélose nutritive, le milieu R-2A et le milieu m-SPC,
ont été testés pour ce qui concerne 1le dénombrement des bactéries
hétérotrophes par la méthode des membranes filtrantes aprés 48, 72 et 96
heures d'incubation & 20°C. Bien que le nombre des colonies apparues sur
chacun des trois milieux soit approximativement le méme au terme d'une
incubation de 96 heures, des différences statistiquement significatives ont
cependant été observées pour des temps d'incubation intermédiaires. Ce
phénoméne est probablement imputable aux différences relatives de la vitesse
de croissance bactérienne caractérisant les milieux de culture. Finalement, la
méthode des membranes filtrantes avec une période d'incubation de 72 heures
sur milieu R-2A a été retenue pour tous les dénombrements bactériens effectués

ultérieurement dans ce travail.
VARIATION SPATIALE ET TEMPORELLE DE LA DENSITE BACTERIENNE

La variabilité caractérisant les populations bactériennes a
différents niveaux de 1'échelle d'observation a été étudiée a 1l'aide d'une
généralisation de l'indice de dispersion de Fisher et du parametre k de la
distribution binomiale négative. Cette démarche a permis de mettre en évidence
une structure hiérarchisée de 1'hétérogénéité dont 1'ampleur augmente
rapidement avec la taille du domaine d'échantillonnage. Six campagnes
d'échantillonnage, menées selon un protocole de sélection sytématique, ont été
réalisées sur le réseau de distribution de la ville de Metz en vue de
connaitre la configuration de 1'hétérogénéité spatiale et temporelle de
1'abondance des bactéries hétérotrophes dans 1'ensemble du réseau. Une méthode
de groupement centroide et non-hiérarchique a été utilisée afin de diviser le
systéme de distribution en zones correspondant & des niveaux distincts de la
densité bactérienne (cf. figure 9). La structure spatiale de 1'hétérogénéité a
montré sur ce point une grande reproductibilité. La distribution des
micro-organismes a l'intérieur des zones pouvant, par ailleurs, &tre modélisée
par une loi binomiale négative, le réseau étudié apparait comme un systéme
composite formé de plusieurs sous-systémes hétérogeénes. L'étroitesse de la
relation de causalité existant entre la structure de la répartition spatiale

des bactéries et certaines variables physico-chimiques du systéme est indé-



niable. Compte tenu des caractéristiques hydrodynamiques essentielles du
résead, lesquelles sont inhérentes au tracé et & la disposition des
canalisations principales, il apparait que les zones de plus forte
concentration bactérienne correspondent & des teneurs en chlore résiduel plus
faibles ainsi qu'a des temps de séjour prolongés de 1l'eau, notamment dans les
réservoirs, avant d'atteindre les différentes aires de distribution. Les
variations mensuelles de la concentration bactérienne globale du systéme de
distribution ont montré une forte corrélation avec la température de 1l'eau
distribuée. Des divergences sensibles ont cependant été observées entre les

zones pour ce qui concerne l'amplitude de ces variations temporelles.
STRATEGIE D'ECHANTILLONNAGE POUR LE CONTROLE DE QUALITE

L'information, concernant la variabilité spatiale et temporelle,
extraite des données bactériologiques disponibles, a ensuite été exploitée
afin de définir 1les modalités d'un programme de prélévement destiné aux
contr6les de qualité ultérieurs. Si ces contrdles sont effectués dans un but
décisionnel au regard d'une norme donnée (e. g., la concentration maximale
acceptable de 100 bactéries/mL actuellement préconisée par les pays membres de
la C.E.E.), un critére, permettant une répartition optimale des stations de
prélévement par zone, est donné lorsque 1'évaluation doit présenter un
caracteére instantané. Le choix de ces stations est effectué : soit en fonction
du risque d'échantillonnage (i. e., le risque lié & une décision erronée)
accepté (cf. figure 17) soit en fonction d'un nombre total de stations
prédéterminé. Dans le cas d'un bilan échelonné de la qualité de 1'eau,
1'échantillonnage progressif peut conduire a une réduction substantielle de
1'effort de prélevement. L'intérét et la mise en application de ces méthodes
sont illustrés a 1l'aide des données bactériologiques obtenues pour le réseau
de distribution de la ville de Metz.

Bien que les exemples présentés dans ce travail intéressent
exclusivement les bactéries hétérotrophes ainsi qu'une réglementation
particuliére, les modes d'échantillonnage exposés se généralisent facilement a
d'autres spécifications ou encore & d'autres critéres de qualité dont les

mesures sont conformes au modéle binomial négatif.



SUMMARY

The quantitative analysis for bacteria contained in drinking water
requires both a good method for bacterial enumeration and an appropriate
sampling strategy which has to be defined in consideration of the spatial and
the temporal dispersion pattern of bacteria in the distribution system
studied.

STATISTICAL AND ANALYTICAL METHODS

The Poisson and the negative binomial probability distributions
have often been used to characterize the bacterial dispersion pattern. Thus,
the theoretical aspects of those two distributions are outlined with special
emphasis on parameter estimations and comparisons. Further, an experiment was
carried out in order to gquide the choice of a valid evaluative tool for
enumerating heterotrophic bacteria. In this regard, a general statistical
procedure based on the likelihood ratio test is presented for the purpose of
comparing estimates of mean bacterial density derived from different sets of
data. This approach is much more appropriate than the conventional ways of
analysing bacteriological results (e.g., analysis of variance), which usually
require previous transformation of the data. The likelihood ratio test, which
assumes knowledge of the exact theoretical probability distributions of the
variables, offers an interesting way to compare bacterial densities,
especially when the estimates to be compared follow different, but known,
probability distributions. An illustrative application of the method compares
three distinct titration techniques for enumerating heterotrophic bacteria in
drinking water, at 20°C incubation temperature. It was shown that both the
standard plate count (SPC) and the membrane filter (MF) procedures supplied
substantially the same information, whereas the microplate technique using the
most probable number (MPN) for bacterial enumeration could yield considerably
different estimates. The results consistently indicate a strong interaction
between the technique used and the sample analysed. Three different media
(nutrient agar, R-2A low nutrient agar and m-SPC agar) where then evaluated
for enumerating heterotrophic bacteria, using the MF technique at 48,72 and 96
hours of incubation time at 20°C. Although the media recovered approximatively
the same numbers of bacteria after 96 hours of incubation, statistically
significant discrepancies occurred after intermediate periods of incubation,
perhaps because the relative rates of bacterial growth differed among media.
Finally, it was decided to use the MF technique with R-2A medium and 72 hours
incubation period for all further bacterial enumerations performed in this

work.



SPATIAL AND TEMPORAL VARIATION OF THE BACTERIAL DENSITY

The variability characterizing bacterial populations at different
levels of the sampling area size was investigated by means of a generalization
of Fisher's index of dispersion and also parameter k of the negative binomial
distribution. This showed a hierarchical structured pattern of the
heterogeneity, which increased very strongly with the size of the area
sampled. Six bacteriological surveys were then performed on the drinking water
distribution system of the city of Metz according to a systematic sampling
design to determine the spatial and temporal distribution of heterotrophic
bacteria in the whole network. A non-hierarchical nearest-centroid clustering
method was used for dividing the water distribution system into zones
corresponding to different levels of bacterial density (cf figure 9). The
general pattern of the spatial heterogeneity showed a high degree of
reproducibility. Since the frequency distributions of heterotrophic bacteria
within the zones were compatible with the negative binomial distribution,
the water distribution system studied may be considered as being composed of
several heterogeneous subsystems. The consistency of this structured spatial
dispersion pattern of bacteria in 1light of some physical and chemical
characteristics of the system is evident. In consideration of the principal
features of flow in the system relevant to the layout of water mains, the
location of zones of highest bacterial concentrations have been attributed to
lower levels of chlorine residuals and prolonged retention time of the water
in the network, especially in the storage units, before reaching the various
distribution areas. The monthly variation in the bacterial concentration of
the entire system showed a marked increase which was concomitant with warmest
water temperatures, nevertheless the =zones were subject to noticeable

discrepancies in the range of temporal variation (cf figure 13).
SAMPLING DESIGN FOR MONITORING

Information on the spatial and temporal variability of
bacteriological data was then used to develop a sampling design for use in
future water quality monitoring. Under the assumption that the objective of
monitoring is to determine whether or not the mean bacterial density of the
water exceeds a specific standard (e. g., the 100 bacteria/mL EEC standard),
a criterion is given which determines the optimal number of sampling stations
allocated to each zone in case of a one-run sampling design. These stations
are determined by assuming that either the risk of sampling (i. e., making the

wrong decision) is prespecified (cf figure 17) or that the total number of



stations to be sampled is predetermined. If the evaluations of the bacteriolo-
gical quality of the water are to be reported for specific intervals of time,
then sequential sampling may result in a substantial reduction of the cost of
sampling. These techniques are illustrated using the bacteriological data
obtained from the drinking water distribution system of the city of Metz.
Although the examples given in this work use heterotrophic
bacteria and a specific regulation, the sampling designs presented may be
easily adapted to other regulations or even other bacteriological water

gquality data described by the negative binomial distribution.



INTRODUCTION



De nombreux phénomeénes peuvent induire de maniére exogéne ou
endogéne la présence et 1'accroissement des populations bactériennes
véhiculées par l'eau d'un réseau de distribution publique. La diversité et le
caractere souvent imprévisible des mécanismes responsables de la propagation
bactérienne, de méme gque le risque potentiel que représente l'eau de boisson
dans 1la diffusion de certaines maladies infectieuses, ont conduit le
législateur & fixer des normes de salubrité dont le respect est vérifié
préventivement par des programmes de prélévement organisés selon un plan

déterminé.

Deux types de problémes contribuent cependant & ébranler trés
sérieusement le crédit et le bien-fondé inspirés par les réglementations
actuellement en vigueur et dont les modalités ont, a tout le moins, été
déterminées sur des bases arbitraires. Il1 s'agit d'une part, de 1la
méconnaissance relative de la signification et de 1'impact épidémiologique
caractérisant les micro-organismes recherchés, qui ne sont en fait que des
indicateurs de contamination bactérienne eu égard aux difficultés soulevées
par la mise en évidence directe des bactéries pathogénes, et d'autre part, de
1'ensemble des probleémes méthodologiques et  statistiques 1liés a

1'hétérogénéité du milieu hydrique.

Qutre la nécessité de disposer d'un outil analytique fiable,
1'exploration du milieu hydrique et 1'interprétation des résultats se heurtent
4 la variabilité de 1l'abondance bactérienne. Cette variabilité, tout en
soulignant la valeur essentiellement ponctuelle de chaque mesure, entrave par
1a méme 1'extrapolation des résultats individuels au-dela d'une certaine
fenétre d'observation du domaine spatio-temporel. Aussi, il devient nécessaire
d'interpréter les résultats globaux d'une campagne d'échantillonnage dans le
contexte probabiliste qui les caractérise et dont les principaux aspects sont
inhérents a la structure spatio-temporelle de 1'hétérogénéité. La connaissance
de cette structure sous-jacente s'avére par ailleurs indispensable pour la
définition objective de programmes d'échantillonnage élaborés selon une
exploitation rationnelle de 1'information disponible. Le présent travail est
entiedrement tourné vers 1'identification d'une hétérogénéité structurée et
interprétable du peuplement bactérien d'un systéme de distribution. Les

finalités de cette démarche sont a la fois explicatives et décisionnelles.

A cet effet, nos efforts se sont portés vers la mise en oeuvre de
méthodes statistiques et de procédés d'investigations qui, a terme, doivent
permettre d'arréter les modalités d'un programme d'échantillonnage adapté au

contréle de la qualité bactériologique de 1l'eau d'un réseau modélisé.



La premieére partie de ce travail est consacrée a 1'étude de
quelques outils mathématiques et analytiques appropriés & 1l'exploration et &
la description de la structure d'abondance du peuplement bactérien d'un réseau
de distribution publique. Cette partie comprend trois chapitres.

Les développements théoriques d'une procédure de groupement
permettant d'effectuer objectivement 1la stratification d'un réseau sont
exposés dans le premier chapitre ol nous avons également entrepris 1'étude
descriptive détaillée des lois de probabilité utilisées pour parachever la
modélisation d'un systéme de distribution.

Le théme abordé dans le deuxieme chapitre, qui est principalement
orienté vers le choix d'une méthode de quantification bactérienne, sera
1'occasion d'illustrer une méthode statistique adaptée a 1'étude comparative
de plusieurs séries de données microbiologiques obtenues par des techniques
analytiques différentes.

Une étude préliminaire wvisant & apprécier 1'ampleur de
1'hétérogénéité du milieu hydrique, perceptible au niveau de quelques échelles

d'observation privilégiées, fait 1'objet du troisiéme chapitre.

La deuxiéme partie concerne la mise en oeuvre et 1'analyse
statistique des résultats d'un programme d'échantillonnage dont la finalité
tient essentiellement dans 1la reconnaissance et 1'identification de 1la
configuration spatio-temporelle de 1'hétérogénéité bactérienne du réseau de
distribution de 1la ville de Metz.

Apreés une description sommaire du réseau messin, le deuxiéme
chapitre de cette partie donne une représentation modélisée du réseau que nous
tenterons d'interpréter au regard de quelques variables physico-chimiques

jugées a la fois intéressantes et prépondérantes.

Faisant état des résultats établis antérieurement, la troisiéme
partie contient les principes théoriques d'une stratégie d'échantillonnage
destinée & optimiser le contréle de la qualité bactériologique de 1l'eau
distribuée.

Dans un premier chapitre, nous verrons comment définir les
modalités d'un programme de prélevements, établi en fonction d'une
modélisation, dans le cadre de deux modes d'échantillonnage répondant a des
conceptions différentes de la procédure décisionnelle.

Dans un deuxieme temps, les plans d'échantillonnage proposés et
décrits de fagon synthétique seront appliqués aux données bactériologiques
recueillies dans le réseau de distribution de 1la ville de Metz, ce qui
procurera une meilleure  appréciation de 1l'incidence exercée  par

l'hétérogénéité du milieu hydrique sur 1l'effort d'échantillonnage & consentir.



PREMIERE PARTIE

OUTILS MATHEMATIQUES ET ANALYTIQUES UTILISES
POUR LA MODELISATION DE LA STRUCTURE D'ABONDANCE
DU PEUPLEMENT BACTERIEN D'UN RESEAU DE DISTRIBUTION PUBLIQUE



L'étude quantitative des populations bactériennes dans les milieux
aquatiques fait généralement apparaitre une variabilité de la répartition des
micro-organismes qui se manifeste & la fois dans le temps et dans 1'espace.
Cette hétérogénéité spatio-temporelle ne dépend pas uniquement des
caractéristiques physico-chimiques de 1l'eau mais également de facteurs
morphodynamiques, biogéographiques et <climatiques. En particulier, la
variation temporelle présente quelquefois un caractére systématique suivant un
rythme journalier, saisonnier ou annuel en liaison plus ou moins étroite avec
les conditions météorologiques (BELLAIR et al., 1977 ; BREITTMAYER et
GAUTHIER, 1979 ; CHURCHLAND et al., 1982). De nombreux travaux consacrés 2a
1'étude de la répartition spatiale des bactéries en milieu hydrique ont, par
ailleurs, montré une tendance trés marquée des micro-organismes a s'agréger.
De telles associations ont &té décrites a 1'échelle du micron (BELL et
ALBRIGHT, 1981 ; DUCKLOW et al., 1982 ; KOGURE et al., 1982 ; SEKI, 1968 ;
SOROKIN, 1970 ; WILLIAMS, 1970), du centimétre (ASHBY et RHODES-ROBERTS,
1976), du métre (PALMER et al., 1976) et méme du kilometre (EL-SHAARAWI et
al., 1981).

L'existence d'une hétérogénéité microscopique sous forme
d'agrégats et de complexes bactéries-particules souléve de sérieuses
difficultés en microbiologie numérique car les méthodes de titrage usuelles ne
distinguent pas les micro-organismes isolés des agrégats (HATTORI, 1985). Le
résultat d'un titrage exprime de ce fait un nombre d'unités comprenant
indistinctement des bactéries libres ou agrégées ainsi que des complexes
bactéries-particules (i. e., unités formant colonie : UFC). Le nombre de
bactéries estimé, dont la signification est exclusivement statistique, n'est
lié a la densité bactérienne réelle du milieu étudié que par des facteurs de
proportionnalité inconnus. Ces facteurs sont induits par de nombreux éléments
tels que la méthode de titrage employée, l'origine et les caractéristiques de
1'eau, la nature de la bactérie considérée, les phénoménes d'antagonisme et de
compétition entre les différentes espéces présentes ainsi que par les
interactions entre tous ces facteurs. Ainsi, les méthodes de titrage se
caractérisent dans 1l'ensemble par un manque relatif de précision et de
spécificité et n'ont, par conségquent, rien d'absolu. Dans ces conditions, il
va de soi que les résultats d'un titrage bactérien n'ont qu'une valeur
relative et doivent obligatoirement é&tre accompagnés d'une description
compléte et précise du matériel et de la technique mise en oeuvre.

Par ailleurs, l'hétérogénéité macroscopique de la répartition des
micro-organismes pose le probleéme de la représentativité des échantillons et
entrave 1l'extrapolation des résultats obtenus & partir de faibles volumes
d'eau lorsque la variabilité spatio-temporelle dépasse le seuil de précision
des méthodes de mesure. L'étude de cette hétérogénéité dans un milieu hydrique
déterminé peut se concevoir par l'utilisation de modeéles mathématiques de
distribution d'abondance visant a traduire 1la structure du peuplement
bactérien de maniere globale et purement formelle (HERRICKS et al., 1985 ;
PIPES et CHRISTIAN, 1982).

La complémentarité des difficultés évoquées ci-dessus montre la
nécessité de considérer conjointement tous les aspects propres a l'analyse
quantitative en microbiologie des eaux et risque de rendre vain et infructueux
tout effort réalisé unilatéralement. Ces considérations de portée tres

générale, et qui de ce fait s'appliquent également aux réseaux de distribution



publique, nous ont amenés, dans les chapitres suivants, & -envisager
successivement :

- 1'étude théorique des principaux modeles mathématiques de distribution
d'abondance utilisés en microbiologie appliquée,

- une expérimentation destinée a permettre le choix d'une méthode de
titrage adaptée a la numération des bactéries hétérotrophes totales,

- enfin, une étude préliminaire ayant pour objectif de fournir une
évaluation de la structure hiérarchique approximative de 1'hétérogénéité
bactérienne perceptible & différentes échelles d'observation dans un
réseau de distribution publique.



CHAPITRE I

MODELES MATHEMATIQUES DE DISTRIBUTION D'ABONDANCE



L'ajustement d'une loi de probabilité théorique aux titres
bactériens observés facilite la mise en oeuvre des méthodes statistiques pour
1'exploitation et 1'interprétation des résultats expérimentaux. Les parameétres
de ces lois de distribution sont quelquefois utilisés pour tenter de décrire
certaines caractéristiques, par exemple 1'abondance ou la variabilité, de la
répartition des micro-organismes dans le milieu étudié. Cette maniére
d'entreprendre 1'étude sommaire de 1'hétérogénéité des populations
bactériennes a suscité de nombreux travaux visant a ajuster un modele
mathématique & wune distribution empirique. Parmi les modeles les plus
fréquemment utilisés, il faut citer : la loi de Poisson, la loi log-normale et
la distribution binomiale négative (EL-SHAARAWI et PIPES, 1982 ; MUENZ, 1978 ;
PIPES et CHRISTIAN, 1982).

La loi de Poisson, qui correspond & une répartition au hasard des
bactéries dans le milieu hydrique (FISHER et al., 1922 ; GREENWOOD et YULE,
1917), est souvent postulée comme hypotheése de travail pour établir 1la
formulation mathématique des estimateurs de la densité bactérienne associés a
différentes méthodes de titrage (FONTVIEILLE et MAUL, 1985). Ce modeéle, trés
singulier et peu réaliste, semble toutefois adapté & la description de la
répartition spatiale des micro-organismes dans des volumes de liquide peu
importants et bien homogénéisés (EL-SHAARAWI et al., 1981 ; FISHER et al.,
1922 ; MAUL et BLOCK, 1983).

La surdispersion hiérarchisée, qui, en régle générale, est
observable dans tous les milieux hydriques d'une certaine étendue, est
totalement incompatible avec le modéle de Poisson. La description de celle-ci
requiert des lois de distribution beaucoup moins contraignantes telles que la
loi log-normale ou encore la loi binomiale négative suggérée par FISHER
(1941). Ainsi, la loi log-normale (PIPES et al., 1977 ; THOMAS, 1955 ; VELZ,
1970) de méme que la loi binomiale négative (EL-SHAARAWI et al., 1981 ; MUENZ,
1978 ; PIPES et al., 1977 ; THOMAS, 1955), encore plus souple que la
précédente, ont souvent été utilisées pour ajuster des données
bactériologiques obtenues a partir d'échantillons recueillis dans le temps
ou/et 1l'espace et provenant d'un milieu hétérogene.

Malgré 1la préférence que les microbiologistes accordent plus
volontiers & la distribution log-normale au détriment de la loi binomiale
négative dont ils redoutent la lourdeur des calculs, l'usage de la fonction
logarithme appelle quelques réserves inhérentes & la nature méme de la
transformation logarithmique ; celle-ci ne peut en effet s'appliquer qu'a des
comptages différents de zéro. Certains auteurs ont proposé de pallier cet
inconvénient en remplacant les valeurs nulles par le nombre 1 (GREEN, 1979 ;
PIPES et al., 1977), mais cet artifice n'est possible que dans certaines
situations et notamment lorsque le nombre des valeurs nulles n'est pas trop
élevé. Une autre difficulté réside dans le caractére continu de 1la
distribution log-normale, ce qui par essence n'est pas trés heureux étant
donné la nature souvent discréte des titres bactériens estimés. En outre, le
surcroit de calcul 1ié a 1l'utilisation de la loi binomiale négative ne doit
plus constituer un obstable majeur depuis 1'avénement de 1'informatique.
Aussi, un réle privilégié est accordé dans ce travail & la loi de Poisson
ainsi qu'a la loi binomiale négative dont les aspects théoriques sont
développés ci-apres.

1.1. LE MODELE DE POISSON

1.1.1. Caractérisation de la loi de Poisson

I1 est aisé de montrer que le nombre, X, de bactéries contenues
dans des échantillons de volume unitaire prélevés successivement et de maniére
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indépendante dans un milieu parfaitement homogéne, suit une loi de Poisson
explicitée par la formule (1)

-\, T

P(Xz=r) = & r? (1)

dans laquelle X désigne la densité bactérienne du milieu et r repésente le
nombre de micro-organismes contenus dans 1'échantillon analysé. La
distribution de Poisson est entiéerement définie par le paramétre )\ et possede
de plus la particularité d'avoir une variance et une moyenne toutes deux
égales 3 A. it

A(e l)_

La fonction caractéristique de X est donnée par 1'expression @(t) = e
11 découle immédiatement des propriétés des fonctions
caractéristiques (VAN DER WAERDEN, 1967) que :

. la variable aléatoire aX, oU le coefficient a est un facteur
multiplicatif différent de 1, n'est pas distribuée suivant une loi de
Poisson,

. la somme de plusieurs variables aléatoires indépendantes Xi, X2, ...,
Xpn, distribuées respectivement suivant une loi de Poisson de moyenne Aj,
A2, ..., An, est encore une variable aléatoire de Poisson de moyenne
AL + A2 + ... + Ap-

Ces deux propriétés auront une incidence directe sur la maniére

d'exploiter les résultats obtenus par les méthodes de titrage de type
énumératif.

1.1.2. Généralisation de 1l'indice de dispersion de Fisher

La conformité d'une série rj;, Tr2, ..., T, de résultats
expérimentaux au modeéle de Poisson peut étre vérifiée au moyen de 1'indice de
dispersion de Fisher (FISHER et al., 1922). Cet indice s'exprime par la
quantité

2 - (n=1) s2

r

D (2)

ol T représente la moyenne et sZ la variance de la distribution empirique.
Lorsque le modeéle de Poisson est adapté a la description des données, D2 suit
approximativement une loi du'X? avec n-1 degrés de liberté. Ce résultat se
démontre comme suit :

Si ry, r2, ..., Tp désignent n réalisations indépendantes d'une
méme variable aléatoire de Poisson de moyenne inconnue A , la fonction de
vraisemblance associée au n-uplet (rj, rp, ..., ) s'écrit

L (W) = rl ! rz., eee T ! (3)

avec T = T] + T2 + ... + .

La variable aléatoire T est une estimation exhaustive du parameétre A (VAN DER
WAERDEN, 1967) ce qui signifie que la distribution conditionnelle de (rj, rp,
...y In) par rapport a4 T est exempte de A, permettant ainsi de tester directe-
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ment 1'adéquation du modéle de Poisson a partir des données expérimentales.
Cette distribution conditionnelle est donnée par la formule (4) :
r r
_ T ! 1\'1 1yn
P(rl’ Tar oo rn/T) - ry ! r, ! el ! tn\ e ( n) (4)

qui définit une distribution multinomiale comprenant n classes équiprobables.

D'aprés (4) le test du X2 de Pearson appliqué a la distribution multinomiale
donne exactement 1'indice de dispersion de Fisher, a savoir :

'x? - N —i- (5)

L'utilisation de 1l'indice de dispersion de Fisher pour tester
1'homogénéité d'une série de résultats expérimentaux peut se généraliser au
cas ou les volumes d'eau analysés sont inégaux.

En effet, soient ry, rp, ..., r, les nombres de bactéries observés
pour des échantillons dont les volumes sont respectivement égaux & vy, vp,
.y Vn . La probabilité associée au n-uplet (rj, ry, ..., I,) s'exprime alors
par _
e AV- (Avl)rl (Avn)rn
L (N = = (6)

r, 'r, ! ... !
2 n

OU V. = V] + V2 + «os + Vp.

Dans ce cas, T est encore une estimation exhaustive du paramétre A et la
distribution conditionnelle de (rj, r2, ..., rp) par rapport a T devient

T ! i\t Ve

! n

P(rl’ Tor wees rn/T) “r.!r,! ... ! (v.) T kv.) (7)
1 2 n

Cette formule définit une loi multinomiale comprenant n classes
associées a des probabilités inégales. Le test du‘Xg correspondant a cette
situation est réalisé sur la statistique

2. S (r -Tvi)z/ 1 (8)
-3

Ve V.

qui constitue une généralisation de 1'indice de dispersion de Fisher
applicable au cas d'échantillons ayant des volumes inégaux.

1.2. LE MODELE BINOMIAL NEGATIF

1.2.1. Caractérisation de la loi binomiale négative

Toute hétérogénéité du milieu étudié de méme que toute variation
dans le volume des échantillons analysés se traduit inexorablement par une
augmentation de la variance dont la valeur devient supérieure a la moyenne des
titres bactériens observés. Le modeéle de. Poisson n'est alors plus approprié
car la valeur de A n'est pas constante pour tous les échantillons analysés.
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§'il est admis, comme l'avait préconisé Fisher (1941), que la
densité bactérienne moyenne A d'un échantillon est distribuée suivant une loi
gamma de paramétres k et p, notée T (k,p), la densité de probabilité
définissant la distribution de A est donnée par la relation

F(x) = (—k_—}),— p7K k1 gx/p (9)

Dans la relation (9) le terme (k- l)' représente l'image de k par
la fonction gamma, introduite par Euler au XVIII® sigcle. Cette fonction, qui
fournit une interpolation de la fonction factorielle, est définie pour tout
nombre réel k strictement positif par

+ ®©
I (k) =  x1 e™dx = (k-1)1
o]
La probabilité d'observer r micro-organismes dans un échantillon quelconque
est obtenue par intégration & 1'aide de la formule (10)
4
r

P(r) = [ e_x-fT TE:%TT— p—k k-1 e-x/p dx (10)
o ! !

Le calcul de cette intégrale conduit a 1l'expression

B
P(r) = r(k+r—l) ! - p (11)

(k-1)! (1+p)k+r

qui définit la loi binomiale négative de paramétres k et p, laquelle sera
parfois notée BN (k,p) dans la suite de ce travail. Lorsque r décrit
1'ensemble N des entiers naturels, les probabilités P(r), calculées selon la
formule (11), sont également les termes du développement du binéme (g-p)-K

avec q = p + 1, ce qui justifie 1'appellation donnée & cette loi de
distribution. La loi BN (k,p) posséde une moyenne, A, égale au produit p k et
une variance donnée par 0é = p (l+p)k. La substitution de p par A /k dans
1'expression de 02 conduit & une autre formulation de la variance, en
1'occurrence 02 = A + A2/k, faisant aEparaitre 02 sous la forme d'une somme de
deux composantes, & savoir : A et A4/k. La premigre de ces deux composantes,
exprimée par la densité moyenne A, correspond a une homogénéité parfaite et a
déja été mentionnée dans le modele de Poisson alors que la seconde composante,
A2/k, représente la contribution & la wvariance totale induite par
1'hétérogénéité du milieu ou les conditions de prélévement.

.Fonctions caractéristiques

- La fonction caractéristique assoc1ée 3 la distribution [ (k,p) est
définie par 1'expression @(t) = (l-itp)-k,.
A partir des moments d'ordre 1 et 2 obtenus par le développement en série de@
au voisinage de zéro, il est facile d'établir que 1'espérance mathématique et
la variance d'une variable aléatoire correspondant é cette loi de probabilité
sont respectlvement égales &4 A= p k et k pZ = A2/k. 11 est intéressant de
noter que X2 /k représente la deuxiéme composante de la variance caractérisant
la loi BN (k,p) mentionnée ci-dessus. L'intérét pratique de cette remarque
tient au fait que, lorsque k est petit par rapport & X (i. e., p est
suffisamment grand), 1' expre351on de la variance de la loi BN (k,p) est
dominée par la composante 2/k imputable & la variabilité systématique du
milieu hydrique étudié. Aussi quand le rapport p = A/k est grand, 1l'enveloppe
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de 1l'histogramme de la distribution BN (k,p) évolue vers la courbe de
distribution de la loi T'(k,p).

- I1 est aisé de montrer que la fonction caractéristique correspondant 2
la loi BN (k,p) est définie par g(t) = (1 + p (1-eit))-k.

La connaissance de ces fonctions et des propriétés générales
afférentes aux fonctions  caractéristiques permettent d'aboutir aux
propositions suivantes dont certaines auront une importance primordiale dans
la suite de ce travail.

Proposition 1

La distrnibution BN (k,p) converge vens La distrnibution de Poisson de paramétrne
A = p k Lonsque k tend vens + », (Le produit \ = pk est supposé constant).

; - it _
En effet, ¥t ER 1lim (1 +p (l—elt)) k - e>‘(e 1

k+ 400

or la fonction définie par ¢(t) = eMelt-1) est continue en 0 et représente la
fonction caractéristique d'une variable aléatoire de Poisson. La proposition 1
résulte immédiatement de la réciproque du théoréme de continuité de Paul Lévy
(METIVIER, 1972). Concretement, ce résultat signifie que pour les grandes
valeurs de k la distribution BN (k,p) est approchée de manigre satisfaisante
par une distribution de Poisson.

Proposition 2 :

Soient Xj, <sa, Xy des varniables aléatoires Lindépendantes toutes disinibuées
suivant La meme Lod BN (k,p). La varniable X = X3 + ..¢ + X, a pour Lod de
probabilité La Loi BN (n k,p).

Démonstration

Si @yxi(t) = (1 + p (1 - eit))-k désigne la fonction caractéristique
commune a chacune des variables Xj alors la fonction caractéristique de X est
donnée par

3

Py (t) = 'H P

; () = (L +p (1 - eit))-nk.
i=1

X

Or cette derniére expression est la fonction caractéristique de la
loi BN (n k, p).

Proposition 3 :

.?z La w)vu’.ab!.e X suit La Loi T(k,p) alons La variable aX (a € R**) suit fa foi
Tk, a pl.

En effet si ox (t) = (1 - it p)-K définit la fonction caractéristique de X,
la fonction caractéristique de a X est déterminée par ¢ px(t) = @ x(at) =
(1-itap)-k.

Remarque : 1'énoncé de la proposition 3 ne s'applique pas au cas d'une
variable X distribuée suivant une loi binomiale négative. Dans certaines
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situations, notamment lorsque le rapport p = A/k est suffisamment grand, il
sera touteF01s commode d'admettre que si X suit la loi BN (k,p) alors

aX (a € R**) suit la loi BN (k, a p). Cette approximation revient a négliger
la composante aléatoire de la variance de X par rapport a la composante

associée a la variabilité systématique.

Proposition 4 :

S4 La variable aléatoine X, connespondant au nombre de bacténies contenues
dans des échantillons de volume unitairne, est distribuée sulvant La Loi

BN (k,p) alons Le nombre de micro-onganismes contenus dans des échantillons de
volume v suit La LoL BN (R, v p).

Démonstration

La densité bactérienne moyenne d'un échantillon de volume unitaire étant
conforme & la loi I (k,p), il résulte de la proposition 3 que les fluctuations
de la concentration bactérienne moyenne dans des échantillons de volume v
obéissent & la loiTl (k, v p). Or, le calcul de 1l'intégrale (10) effectué selon
ces nouveaux paramétres conduit directement & 1'expression générale
définissant la loi BN (k, v p).

Toutes ces considérations font apparaitre le parameétre p d'une loi
binomiale négative comme une grandeur liée au niveau de la concentration
bactérienne moyenne, alors que le paramétre k constitue, de maniére plus
spécifique, une mesure intrinseéque de 1'hétérogénéité indépendante du volume
des échantillons analysés. Ainsi, les grandes valeurs de k traduisent une
répartition des micro-organismes proche de 1'homogénéité tandis que les
petites valeurs de k indiquent au contraire une tendance a4 1l'agrégation des
populations bactériennes d'autant plus marquée que k est plus petit.

1.2.2. Ajustement des données expérimentales & une distribution théorique

.Test d'adéquation de'X?

Le probléme de 1'ajustement d'une distribution empirique & une loi
de probabilité théorique est mené de pair avec l'estimation des paramétres
caractérisant la distribution théorique. Le procédé consiste, dans un premier
temps, & formuler une hypothése quant & la nature de la loi susceptible d'étre
suivie par les résultats expérimentaux, puis & procéder a 1'exécution d'un
test destiné a apprécier la vralsemblance de cette hypothese. I1 est loisible
d'utiliser le test d'adéquation de X2 pour comparer une série de valeurs
expérimentales & une loi parente telle que la loi binomiale négative. A cet
effet, les n résultats expérimentaux r;, rp, ..., r, sont répartis en c
classes obtenues en divisant 1l'étendue des données en c sous-intervalles
disjoints. Soit 0; le nombre des observations contenues dans la classe de rang
i et pj une estimation de la probabilité pour la variable aléatoire de la loi
parente d'appartenir & la méme classe de rang i : 0; représente alors
1'effectif expérimental de cette classe et npj son effectif théorique. Dans
ces conditions, si la distribution observée est compatible avec la loi
théorique con31dérée, la statistique

c (0. n P; )2 2
2 =z3 1 ; 5 suit approximativement une loi de7)£ a4 v degrés de

i=1 i
liberté avec v = ¢ - £ - 1 ou £ est le nombre de paramétres estimés (i. e.,
£ = 2 pour la loi binomiale négative). La validité de ce test suppose
toutefois que les effectifs théoriques ne soient pas trop petits. Une reégle de
travail préconisée par SNEDECOR et COCHRAN (1957) précise que 1l'effectif
théorique de deux classes peut descendre jusqu'a 1 & condition que toutes les
autres dépassent 5. Afin de parvenir & satisfaire cette exigence, il est
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quelquefois nécessaire de procéder au regroupement de plusieurs classes
adjacentes. Le calcul des effectifs théoriques propres a chaque classe
requiert, outre une estimation préalable des paramétres de la loi parente 2
tester, le calcul des probabilités p; égales aux fréquences théoriques
cumulées afférentes & chacune des classes considérées. Aussi, un programme
permettant le calcul des fréquences théoriques cumulées de la loi BN (k,p) est
donné en Annexe I. L'algorithme de ce programme, utilisable sur une
calculatrice HP 41 C, est basé sur la relation de récurrence qui existe entre
les probabilités de deux valeurs consécutives de r, calculées selon la formule
(11).

.Estimation des paramétres k et p de la loi binomiale négative

I1 existe plusieurs méthodes d'estimation des paramétres d'une loi
binomiale négative & partir d'une série de résultats expérimentaux rj, rp,
-y Tpe Si l'estimation "la plus vraisemblable" de la densité bactérienne
moyenne A est obtenue par la moyenne r de la distribution empirique, plusieurs
méthodes plus ou moins sophistiquées et précises ont par contre été proposées
pour l'estimation des paramétres k et p (EL-SHAARAWI et al., 1981 ; FISHER,
1941 3 POOLE, 1974). Une premidre possibilité consiste a identifier les
moments empiriques aux moments théoriques de 1la distribution binomiale
négative. Ainsi, selon les relations mentionnées au paragraphe 1.2.1., les
estimations k et p des paramétres k et p sont données respectivement par
72 - £ -1 2
5= et p = = = — ou s~ désigne la variance des observations. Il
s” -T r
faut toutefois souligner que cette maniére relativement rapide et commode de
procéder a l'estimation de k et de p peut quelquefois conduire a des valeurs
assez différentes des estimations obtenues par la méthode du maximum de

vraisemblance (FISHER, 1941), qui doit étre préférée a la méthode des moments
malgré la lourdeur des calculs qu'elle entraine.

k =

PN Y

Le calcul de la valeur la plus vraisemblable de k, émanant d'une
série rj, r2, ..., rn de n réalisations indépendantes d'une variable
distribuée suivant une loi BN (k,p) de paramétres inconnus, repose sur la
fonction de vraisemblance associée aux résultats expérimentaux, soit

(k+ri -1) ! pri

n
P(r1y +..5 Tp/k,p) = o (12)

i=l 1t (k=11 (Lep)<*Ti

La méthode du maximum de vraisemblance consiste a prendre la valeur k, qui
maximise la fonction de vraisemblance, comme estimation de la vraie valeur de
k. Cette estimation est par définition la "valeur la plus vraisemblable" du
parametre k.

Le maximum de la fonction de vraisemblance s'obtient en cherchant
le maximum de son logarithme L (k,p), soit

n
L(k,p) = j[::[ln (k+ri-l)! + T lIn p - 1n ri! -1n (k-1)! - (k+ri) In (1+p)]
i=1 (13)

A

En remplagant p par son estimation p =

Xl

, obtenue par la méthode du maximum

de vraisemblance, dans la formule (13) et en dérivant par rapport a k,
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il vient :

N1 1 1 Ty g, (kery) T
L(k):/v['lz+m+....—kﬁF-E—-ln(l+"k')+m?r

l=l (14)

Finalement, aprés simplification, la valeur cherchée est solution de
1'équation

r.
_ n i
r 1
n 1n (140 - > Z e < 0 (15)
i=1l t=1

-

La solution, k, de cette équation est calculée par approximations successives
suivant un procédé itératif (e. g., la méthode de Newton) & 1l'aide d'un
calculateur électronique. Un exemple de programme de résolution de 1'équation
(15), écrit en langage BASIC, est proposé en Annexe II.

Estimation des valeurs de k et de p communes a plusieurs séries de résultats
expérimentaux

Lorsque plusieurs séries de données, décrites par des lois
binomiales négatives, sont disponibles, il est parfois utile (e.g., pour
apprécier de manigre globale le degré d'hétérogénéité ou encore pour effectuer
des tests de comparaison, cf. paragraphe 1.2.3. ci-aprés) de procéder 2
l'estimation d'une valeur unique de k, ou de p, qui est alors supposée étre
commune & toutes ces distributions.

Soient (rj1, rj2, ...» Cipi) les nj observations indépendantes de
la iém® ggrie, i = 1, 2, ..., L, dont les valeurs obéissent & la loi BN (kj,
pj). En admettant 1'égalité de tous les kj, pour i =1, 2, ..., %, la fonction
de vraisemblance de la valeur commune de k associée aux £ distributions
empiriques est donnée par la formule

T..
-1 1J
P (k+rij 1) P;

P(r.., 1sis® , 1$jsn./k,p.) = N 1 | : K+T s s
ij i i izl j=l rij' (k=1)! (l+pi) ij

(16)

En suivant le raisonnement déja utilisé ci-dessus dans le cas
d'une seule série expérimentale, il est aisé d'établir que la valeur la plus
vraisemblable du. paramétre k commun & chacune des & distributions est la
solution de 1l'équation

2 = L

n
}:: n, 1n (1+£%) - > )
J

i=1 i=1

r

1
> o -t ° 0 (17)
t

ol ri représente la moyenne arithmétique des observations de la série de rang
i.
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Cette équation, qui constitue une généralisation de 1'équation
(15) peut également &tre résolue par la méthode de Newton. Un exemple de
programme de résolution de 1'équation (17) est donné en Annexe III.

Une démarche analogue peut s'appliquer & l'estimation du parametre

p, commun & plusieurs distributions binomiales négatives. En conservant les

notations précédentes et en faisant 1'hypothése d'égalité des parametres pj

pour chacune des lois BN (kj, pj), la fonction de vraisemblance de la valeur
commune de p devient :

T..

2 "i (k.sr, -1t p M

P(r.., 1sise , 1sjsn./k., p) = N T + L]

+ tod izl j=l oyt (k;-1)! (1+p)Ki+Tij

(18)

D'ot en annulant la dérivée, par rapport & p, du logarithme de cette
expression

n,
!
r.

_11_ L -
[ o (ki+rij T+p ]_ 0] (19)
i=1 j=1

il vient immédiatement

'3

X nt

1;1 ii _ (20)
)

i=1

Pi

L
D EEE |
p = i=1 i (21)
2
2

ol pj représente la valeur la plus vraisemblable du paramétre p caractérisant
la i®Me distribution.

1.2.3. Tests de comparaison

Soient 2 populations représentées par les séries expérimentales
(rj3s Tj2s +«+y Tjpj) d'effectifs n; et dont les lois parentes sont les
distributions BN (ki, pj) avec i =1, 2, ..., 2. La comparaison des % valeurs
des paramétres k ou p propres a chacune de ces populations peut étre effectude
au moyen du test du rapport de vraisemblance (en anglais : likelihood ratio
test) (KENDALL et STUART, 1973 ; LINDGREN, 1968 ; RAO, 1973).
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1.2.3.1. Comparaison de plusieurs estimations du parametre k

Le contrble de 1'hypothése nulle, Hg, stipulant 1'égalité des
paramétres k; pour l'ensemble des populations considérées, repose sur la
statistique A = LHo/LHl'

Le numérateur de ce rapport, LH,, représente la fonction de vraisemblance,
selon la formule (16), faisant état de 1'égalité de tous les ki, pour i = 1,
2, ..., 2, et dans laquelle k est remplacé par l'estimation k obtenue en
résolvant 1'équation (17). Le dénominateur, LHy, de A est formé du produit des
£ fonctions de vraisemblance associées a chacune des 2 séries expérimentales

dans lesquelles k est remplacé par la solution, kj, de 1'équation (15) se
rapportant a chacune de ces séries.

Ainsi, de manieére plus explicite

- AT,
g i (ker, .-1)! p, +J
LH,= T 1 L - (22)
3 —- ;- - -~ +r. .
i=1 j=1 rij! (k-1)! (l+pi) ij
e - Tij
i 1)
LH. = 1 Hl (ki+rii L Pi (23)
s _ s - » k.+r. .
izl j=1 rij! (ki 1! (l+pi) i*rij

De (22) et (23) il vient

LHOSLn
AN =pr= 10T

ik (kel) L. (ker 1) (14D
— 2] (24)
1 izl j=1 ki(ki+l) ces (ki+rij-l)

Quand tous les kj sont égaux, la quantité -21nA suit la loi de'X? avec £ -1
degrés de liberté. L'exécution du test nécessite par conséquent le calcul
préalable de la fonction discriminante -21ln A, soit

LNy ks (ki+1) oo (kg+r; o-1) . T,
-2 lInA= 2 Z [1n == SN + (k—k;) 1n (1+2) ]
T 51 k (k+1) .. (k+ri -1) ki
ou encore (25)
_9, ni I‘i. ) 2 ni I‘i. | )
-2 1nA= 2 L z 1n (ki+rij-t) -2 Z i 1h (k+rij-t)
i=1 j=1 %1 i=1 j=1 t=1
2 . Ei
+ 2 Z n; (k-k;)1n (1+: (26)

i=1 i
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Cette dernidre expression permet d'effectuer la comparaison de plusieurs
valeurs du parametre k en situant la statistique - 2 1ln A dans la distribution
de X2 & £ -1 degrés de liberté.

1.2.3.2. Comparaison de plusieurs estimations du parametre p

Le test du rapport de vraisemblance peut également étre mis en
oeuvre pour effectuer la comparaison des valeurs du paramétre p caractérisant
plusieurs distributions binomiales négatives BN (kj, pj), i = 1,2, ..., £, en
utilisant les résultats de séries expérimentales issues de ces populations. En
conservant la démarche ainsi que les notations du paragraphe précédent, la
statistique A, sur laquelle s'appuie le test de comparaison, est formée du
rapport LHo/LHl avec

~

¢ M (ky+r, 1)1 p 1
LW = I T ' . — (27)
i=1 j=1 r;;! (ki—l). (l+p)KitTij
et
n. " Ui
2 i (k.+r,.-1)! p.
LH, = T I L2 . (28)

._: . _ C VKT <
i=1 j=1 rij! (I<i 1)! (l+pi) i*rij

~

Dans ces formules Py est égal au quotient Ei alors que p est donné par la

relation (21). ki
Ainsi,
2P N o Ki+Ds s
Ao n T (Te)rlJ (l+p}) itr1] (29)
i=l =1 P; 1+p

par suite,

~

n. .
4 i P. "
-21nA=2 :E [c.. In == + (k,+r..) 1n —22] (30)
ij o iij l+p
izl j=1 i

En remplagant k; par Ei et n; T; par Ty, (30) devient

Pi
¢ Py 1+p; l4p

—21nA=22 T, [ln=2+—= In —=3P ] (31)
i=1 P Pi 1+p;
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Le test de comparaison des p; s'effectue en comparant la quantité -21n A donnée
par la relation (31) a la distribution de X2 avec £ -1 degrés de liberté.

1.3. RECHERCHE D'UNE STRUCTURE D'ABONDANCE DU PEUPLEMENT BACTERIEN

L'ajustement d'un modele mathématique & 1la distribution des
résultats des analyses bactériologiques permet d'appréhender 1'hétérogénéité
de maniére formelle et quantitative mais ne donne aucune information sur la
configuration et 1'agencement des zones d'abondance du peuplement bactérien.
C'est pourquoi cette premidre étape est quelquefois suivie par la recherche
systématique d'une structure de discontinuité de 1'environnement étudié qui se
présente cependant le plus souvent sous la forme d'un continuum. Dans le cas
d'une hétérogénéité structurée, 1l'identification de la structure d'abondance
constitue une fagon de connaitre et de mieux comprendre le milieu tout en
permettant d'envisager les campagnes d'échantillonnage ultérieures avec la
perspective de tirer profit de la structure dégagée. Ainsi, 1'étude de la
structure géographique et temporelle de la répartition des micro-organismes
dans un réseau de distribution publique doit faciliter le déroulement et la
conception des investigations sur les relations entre les titres bactériens
observés et différentes variables explicatives potentielles (température,
temps de rétention, chlore résiduel, ...) en s'appuyant sur des bases plus
solides. En particulier, si la cartographie de la concentration bactérienne
fait apparaitre une répartition structurée des zones d'abondance sur le
réseau, il sera possible d'une part, de mieux comprendre les problémes de
contamination et d'autre part, de définir une stratégie d'échantillonnage
adaptée au controle de la conformité de la qualité bactériclogique d'une eau
de distribution par rapport aux normes de salubrité en vigueur.

Dans la suite, nous envisagerons deux approches, permettant la
réalisation de la stratification géographique d'un réseau de distribution a
partir des résultats bactériologiques obtenus au cours d'une ou de plusieurs
campagnes d'échantillonnage systématique, a savoir :

a) une méthode de groupement basée sur la distance euclidienne entre objets
(i. e., les stations de prélévement),

b) une méthode factorielle (i. e., l'analyse en composantes principales)
destinée a visualiser les différents objets dans un espace de dimension
réduite.

1.3.1. La méthode de groupement

Le groupement est une opération de 1l'analyse multidimensionnelle
qui consiste & partitionner une collection d'objets, en l'occurrence il s'agit
de stations de prélevement, en sous-collections mutuellement exclusives et
collectivement exhaustives. Les points de prélevement appartenant aux
différents groupes obtenus selon un procédé objectif de classification,
délimitent des parties du réseau laissant ainsi apparaitre une image concréte
de la structure spatiale de 1'hétérogénéité bactérienne. Ces parties formées
de stations contigués ou non sont appelées zones de densité bactérienne ou
plus simplement zones. Notons qu'il est recommandé de répartir les points de
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prélevement de manidre systématique (i. e., points réguligrement espacés) sur
toute 1'étendue du réseau étudié et de conserver les mémes points au cours des
différentes campagnes d'échantillonnage.

Lorsque la méthode de groupement est effectuée sur les résultats
d'une seule campagne, le caracteére instantané des zones de densité bactérienne
constitue une véritable photographie du réseau au moment de 1'échantillonnage.
Cependant, l'aspect trop ponctuel d'une telle approche de méme que la mouvance
des milieux hydriques montrent qu'il est préférable d'effectuer le groupement
en considérant simultanément les résultats de plusieurs campagnes de
prélévements échelonnées par exemple sur une période de quelques mois.
L'intégration de données collectées au cours de plusieurs campagnes réalisées
dans le temps doit en effet augmenter la régularité du contour des zones en
atténuant les phénoménes de contamination éphéméres et accidentels. De plus,
la configuration spatiale de 1'hétérogénéité obtenue sur une longue période
traduit des phénoménes durables dont la signification et 1'interprétation sont
plus aisées.

La méthode de groupement proposée est une méthode séquentielle,
non-hiérarchique qui affecte chaque objet (i. e., station de prélévement) au
groupe dont le centroide est le plus proche (ANDERSON et al., 1984). Le
centroide d'un groupe d'objets peut étre imaginé comme 1'objet-type du groupe,
que cet objet existe effectivement dans le groupe ou qu'il ne soit qu'une
création mathématique. Dans un espace multidimensionnel, le centroide d'un
groupe d'objets est le point dont les coordonnées sont les coordonnées
moyennes des objets du groupe.

La méthode proceéde selon les étapes suivantes

1) Présentation des données

Les données sont consignées dans une matrice X = {xi-} ol Xij désigne
le titre bactérien observé pour la i®Me station de prélévement (i = 1, 2, ...,
n) lors de la j®M® campagne d'échantillonnage (j = 1, 2, ..., m). Les
différents points de prélevement représentés par les vecteurs xj = (Xjil, Xji2,
eees Xjm) pour i = 1, 2, ..., n, sont assignés & des groupes d'objets suivant
1'algorithme décrit ci-dessous.

2) Transformation des données

Toutes les données sont soumises & la transformation '"racine carrée"
afin d'homogénéiser la variance associée a chaque résultat. Cette
transformation préalable trouve sa justification dans le modéle de Poisson qui
est habituellement utilisé pour décrire les titres bactériens obtenus au sein
d'un faible volume d'eau. Il faut toutefois noter que la validité de ce modele
est mise en défaut par les coefficients multiplicateurs imputables aux
différents niveaux de dilution utilisés pour effectuer certains titrages et
parvenir & l'expression finale du titre bactérien. Ainsi, dans la matrice des
données, xjj est remplacé par x'ij = Vi;}.

Une seconde opération destinée a équilibrer 1la contribution
relative des différentes campagnes de prélévements au groupement consiste a
réduire les données précédentes en divisant chaque observation X'ij par
1'écart-type caractérisant les valeurs de la j®M€ campagne.

Chague élément X j de la matrice initiale est finalement remplacé
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par X"ij tel que

X!,
%" BEN]
ij s'
J
ou s'? = L . (x! .=x" )2 et x' -1 En x!
j ~n-l1 E:: ij ~ 4] 7N I ij
i=1 i=

Dans la suite, les xgj seront notés plus simplement Xij afin d'alléger
1'écriture.

3) Détermination des centroldes initiaux

Le nombre des groupes & former étant fixé égal a q, la méthode de
groupement requiert la définition préalable de centroides initiaux servant &
caractériser chaque groupe pour permettre d'engager le processus itératif. Les
centroides désignés par zy = (z9), Zzg2y +-+» Zgp), @vec £ = 1, 2, ..., g, sont
des points de l'espace a m dimensions dont les nouvelles coordonnées sont
calculées apreés chaque itération. Les coordonnées des q centroides initiaux
peuvent, par exemple, étre les centres des g intervalles d'égale amplitude
divisant 1'étendue des valeurs Xjj pour chaque j.

4) Affectation d'une station de prélévement & un groupe

La distance euclidienne Djg dans 1l'espace a m dimensions entre la
station i et le centroide du 28me groupe est calculée selon la formule

m
2 _ - 2 .
Dig = E X35 = Z3) (32)
La station i est affectée au groupe pour lequel la distance Djg est minimale.

5) Trajectoire des centroides

Lorsque tous les objets ont été affectés a 1'un des g groupes en
formation, les nouvelles coordonnées des centroides des groupes ainsi obtenus
sont calculées comme suit

1 2
le = T Xij (33)

ou wg et ng représentent respectivement 1'ensemble des stations et le
nombre des stations composant le groupe 2. Les étapes 4 et 5 sont réitérées
avec les nouveaux centroides dont les trajectoires tendent progressivement
vers un point limite.

6) Test d'arrét

Le procédé itératif est interrompu et la configuration finale est
atteinte dés que la composition des groupes reste inchangée au cours de deux
itérations consécutives.
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. Détermination du nombre des groupes :

L'algorithme de division exposé ci-dessus permet de faire une
partition du groupe initial contenant tous les objets en un ensemble de
groupes dont le nombre gq est compris entre 2 et n. Partant de la valeur q = 2
les étapes 3, 4, 5 et 6 sont exécutées en augmentant g d'une unité a chaque
nouvelle étape. L'interruption du programme est décidée deés que la fraction de
la variance expliquée par le groupement atteint un niveau suffisant ou lorsque
la formation d'un groupe supplémentaire n'augmente pas le rapport de la
variance expliquée sur 1la variance totale dans des proportions jugées
satisfaisantes. Ceci nous améne & décrire le mode de calcul du rapport
précédent, lequel est exécuté a 1'issue de 1'étape 6.

. Calcul de la fraction de la variance totale expliquée par le groupement :
_ Soit C la matrice d'ordre (nxm) des données centrées dans laquelle
Xij=X.j représente le terme de la iéme ligne et de la jeMe colonne avec

n

— 1
X,j =5 E xij
i=1

La matrice de dispersion Sy caractérisant 1l'ensemble des données est définie
par le produit matriciel St = C'C, ou C' est la transposée de C. Il est facile
de montrer que la trace de Sy, notée tr (Sy), représente la variance totale
des données. Ainsi,

- 2 ‘
tr (5;) = E::: z:: (x5 - x.j) (34)
j=1 i=1

Un calcul similaire effectué au sein de chaque groupe permet d'exprimer la
variabilité intragroupe.

Si Cg désigne la matrice d'ordre (ng x m) des données centrées
appartenant au groupe %, le terme général de Cp est donné par xji- zpi. La
matrice de dispersion S correspondant & ce groupe, est alors définie par le
produit Sg = Ci CQ.

De méme, la trace de Sj dont 1'expression explicite est donnée par

= 5 -z, )?
tr(Sg) = ) ERTREI Y (35)
j=1 xijewl

représente la variance intragroupe associée au groupe %.

Finalement, la fraction R de la variance totale, qui est expliquée
par le groupement, est obtenue par la formule

9
tr (ST) -2 _tr (Sy)
R = S=] (36)
tr (ST)

dans le cas ou q groupes ont été définis.
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En permettant d'apprécier 1l'efficacité du groupement pour les
valeurs successives de g, la valeur de R, qui est généralement exprimée par un
pourcentage, doit prévaloir sur 1l'opportunité de la formation de groupes
supplémentaires. Notons enfin que la lourdeur des calculs caractérisant la
méthode de groupement proposée ne doit pas constituer un obstacle majeur & la
mise en oeuvre de cette technique. A titre d'exemple, la durée d'exécution du
programme, rédigé en langage APL, utilisé pour le traitement des 600 données
bactériologiques environ du réseau messin, n'a pas excédé quelques minutes
avec le calculateur CDC 171.

1.3.2. L'ordination en espace réduit

Sans entrer dans les développements théoriques de 1'analyse en
composantes principales, dont 1l'étude exhaustive est présentée dans plusieurs
ouvrages (KENDALL et STUART, 1968 ; LEFEBVRE, 1976 ; LEGENDRE et LEGENDRE,
1979), il convient néanmoins de rappeler trés sommairement certains aspects de
cette technique trés puissante, parfois utilisée en tant que méthode de
groupement pour la recherche d'une structure dans la distribution des données
expérimentales.

Une maniére d'aborder le probléme multidimensionnel visant a
dégager les grandes tendances de la variabilité entre objets (i. e., stations
de préleévement) observés pour un ensemble de descripteurs (i. e., campagnes de
prélévements), consisterait & vouloir représenter la dispersion des objets
dans un espace multidimensionnel ayant une dimension égale au nombre de
descripteurs de 1'étude. Lorsque ce nombre est supérieur a trois, voire méme
déja deux, les difficultés pratiques liées & la représentation d'un tel
diagramme peuvent étre éludées par la projection du diagramme
multidimensionnel dans un espace de dimension réduite (e. g., un plan) dont
les axes traduiraient au mieux 1l'ensemble de la variabilité de la matrice
multidimensionnelle des données.

L'analyse en composantes principales, telle qu'elle a été
appliquée dans ce travail, se déroule conformément a la description donnée
ci-apres.

- Partant de la matrice des données, X = {xi‘}, les données brutes sont
soumises a la transformation "racine carrée"avant é'étre centrées et réduites.
Le but de cette standardisation est d'harmoniser 1la contribution des
descripteurs au rapprochement des objets dans 1l'espace, et ce indépendamment
de leur variance propre. Ainsi, en reprenant les notations définies a la
section 1.3.1., la suite des opérations est effectuée sur les valeurs
! 1
o - Xioo=xy
ij s'j

- L'étape suivante consiste & calculer la matrice de covariance des
descripteurs centrés réduits qui est également la matrice de corrélation des
descripteurs aprés la seule transformation "racine carrée".

- On procede alors a l'extraction des valeurs propres de la matrice
d'association. Le nombre et la somme de ces valeurs propres sont tous deux
égaux au nombre des descripteurs.

- Les vecteurs propres associés aux valeurs propres ainsi obtenues
définissent les axes principaux de la matrice de .corrélation. Ces axes
correspondent 3 des fractions de plus en plus faibles de la variance totale.
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- La normalisation des vecteurs propres a 1l'unité, qui entraine,
simultanément, une normalisation des axes-descripteurs, permet le calcul des
composantes principales, formées des coordonnées des objets par rapport aux
différents axes principaux.

Les axes principaux sont orthogonaux entre eux, ce qui signifie
qu'ils correspondent & des directions indépendantes les unes des autres dans
1'ellipsoide de probabilité de 1la distribution des objets. De plus, les
valeurs propres de la matrice de corrélation mesurent la quantité de variance
expliquée par les axes principaux auxquels elles se rapportent de maniere
biunivoque.

Ces propriétés font de 1l'analyse en composantes principales une
méthode capable de résumer, en quelques dimensions importantes, la plus grande
partie de la variabilité d'une matrice d'association comprenant quelquefois un
grand nombre de descripteurs et de connaitre aussi la quantité de variance
expliquée par ces quelques axes principaux indépendants (LEGENDRE et LEGENDRE,
1979).

- Les composantes principales permettent enfin de disposer les objets dans
un espace de dimension réduite. Ainsi, par exemple, les deux premiers axes
principaux forment le plan de plus grande variance pour une projection des
objets qui respecte au mieux leurs distances relatives dans 1'espace
multidimensionnel.

En résumé, l'analyse en composantes principales, qui n'est en fait
qu'une rotation dans l'espace multidimensionnel du systeme d'axes initial,
permet :

1) de dégager les relations entre objets et éventuellement de procéder a
leur groupement par la représentation de ces objets en espace réduit,

2) de connaitre le rdle des descripteurs d'origine dans la formation des
axes principaux,

3) de représenter en espace réduit les relations entre ces descripteurs.

En particulier, la contribution de chaque descripteur a la
formation de 1l'espace réduit est évaluée au moyen du cercle de contribution
équilibrée des descripteurs (LEGENDRE et LEGENDRE, 1979) ; et la relation de
proportionnalité, existant entre la projection d'un axe~-descripteur sur un axe
principal et la corrélation de ce descripteur avec 1'axe principal, permet de
comparer la projection des différents axes-descripteurs sur un méme axe
principal. v '



CHAPITRE II

CHOIX D'UNE METHODE DE TITRAGE DES BACTERIES
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Les résultats de toute étude quantitative en bactériologie des
eaux sont partiellement influencés par 1le mode de prélévement des
échantillons, les conditions de leur conservation (BOUSQUET et DEVOUCOUX,
1982) et surtout par la méthode de quantification mise en oeuvre pour
dénombrer les populations bactériennes. Selon la méthode de calcul utilisée
pour l'expression de la densité bactérienne, les méthodes de titrage peuvent
étre classées en deux groupes, a savoir :

- les méthodes de type énumératif qui consistent & dénombrer directement
les micro-organismes au microscope (microscopie en épifluorescence), ou les
colonies apparues aprés culture sur un milieu approprié (technique des
membranes filtrantes, incorporation ou étalement sur milieu gélosé).

- les méthodes de type quantique pour lesquelles l'estimation est obtenue
généralement aprés incubation, a partir des rapports entre le nombre de
réponses positives (présence d'une multiplication bactérienne) et le nombre
total de milieux inoculés & un ou plusieurs niveaux de dilution. La méthode de
Fisher (WYSHAK et DETRE, 1972) et surtout la méthode communément appelée
méthode du nombre le plus probable (N.P.P.) se rangent dans cette deuxieme
catégorie. L'habitude veut qu'a une méthode de dénombrement et plus
particulidrement & un mode d'ensemencement (i. e., milieu gélosé vs milieu
liquide) soit associée spécifiquement wune méthode de calcul des titres
bactériens. 0Or, ce point de vue ne trouve aucun fondement étant donné que
chague mode d'ensemencement permet d'envisager plusieurs méthodes pour
1'exploitation des résultats (BEYTOUT et al., 1975 ; MAUL et al., 1981 ;
TIPPETT, 1932 ; WYSHAK et DETRE, 1972).

Le choix d'une technique de titrage de méme que celui d'une
méthode de calcul des titres bactériens est généralement guidé par des
critéres de justesse, de précision, de reproductibilité et de commodité
d'utilisation sans toutefois oublier les méthodes de traitement ultérieur des
données recueillies. A cet égard, il convient de souligner que les disparités
dans les résultats, consécutives au manque de spécificité absolue
caractérisant 1l'ensemble des méthodes de quantification, sont imputables aux
propriétés sélectives des différentes méthodes. En effet, les variations des
fréquences relatives des divers groupes d'organismes dans un biotope donné
selon les disponibilités nutritionnelles du milieu (BERLAND et al., 1976 ;
GUERRERO et al. ; 1975) sont amplifiées au niveau des résultats par la
sélectivité préférentielle qu'exercent les méthodes de titrage sur les
différentes espéces bactériennes. Ce phénoméne se traduit par une interaction
entre la méthode de titrage et 1l'échantillon analysé (BLOCK et al., 1982). La
complexité du probléme, inhérente & la pluralité des variables explicatives
potentielles sur le résultat d'un titrage bactérien, explique sans doute la
pléthore de travaux consacrés aux aspects qualitatifs et quantitatifs des
techniques de numération bactérienne. A défaut de pouvoir parvenir a
l'aveénement d'une "méthode universelle", les microbiologistes ont souvent
tenté d'appréhender l'incidence de certains paramétres physico-chimiques sur
le "rendement" des techniques de numération. La plupart de ces études
comparatives sont consacrées & la colimétrie (BLOCK et al., 1982 ; CADA, 1975;
GREEN et LITSKY, 1980 ; MAUL et BLOCK, 1983 ; McCARTHY et al., 1961 ; THOMAS
et WOODWARD, 1955 ; TOBIN et al., 1980 ; VELZ, 1970). Cependant le manque de
rigueur mathématique dans 1'exploitation statistique des résultats est
quelquefois aggravé par une mauvaise définition du plan expérimental. Cette
remarque s'applique notamment a une étude de MEANS et al., (1981) faisant état
des rendements comparatifs de plusieurs milieux de culture pour 1'énumération
des bactéries hétérotrophes d'un réseau de distribution publique. Le manque de
rigueur du protocole expérimental, en particulier pour ce qui concerne
1'agencement des températures et des temps d'incubation au regard des milieux
étudiés, nous améne a considérer certaines conclusions des auteurs comme étant
hasardeuses et inopportunes.
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Par ailleurs, la comparaison statistique des moyennes de plusieurs
séries de résultats expérimentaux, obtenues par exemple pour différentes
méthodes de titrage réalisées dans des conditions expérimentales déterminées,
est souvent effectuée par une analyse de la variance. Cet outil remarquable,
faisant partie de l'arsenal puissant des statistiques parameétriques, a souvent
été utilisé a bon escient par les microbiologistes. Cependant, les principales
contraintes liédes a l'application de cette technique, & savoir : la normalité
des données et 1'homogénéité des variances associées aux différents
traitements, nécessitent quelquefois une transformation préalable des données
brutes dont la nature est dictée par la relation existant entre la variance et
la moyenne de la population considérée (GREEN, 1979 ; SNEDECOR et COCHRAN,
1957). Cette double exigence, qu'il est parfois difficile de satisfaire par
une transformation wunique, s'oppose a toute wutilisation abusive et
systématique de l'analyse de variance dont la robustesse autorise toutefois
quelques écarts entre la réalité et les fondements théoriques.

Le choix impromptu d'une méthode appropriée au titrage des
bactéries hétérotrophes n'étant pas souhaitable sur les seules références
bibliographiques dont nous avons connaissance, il nous est apparu nécessaire
de reconsidérer le probleéme en mettant & profit les avantages du test du
rapport de vraisemblance pour une exploitation plus rigoureuse des résultats.
Ce test qui ne requiert aucune transformation des données brutes, repose
exclusivement sur la loi de probabilité associée aux résultats de chacune des
techniques employées pour l'estimation de la concentration bactérienne.

Une premiére étape sera consacrée a la comparaison expérimentale
de trois techniques de quantification des bactéries hétérotrophes. En
1'occurrence, il s'agit : de la méthode par inclusion en gélose (IG),
actuellement considérée comme la technique de référence, de la méthode des
membranes filtrantes (MF) et enfin d'une méthode de type quantique en milieu
liquide basée sur le calcul du nombre le plus probable (N.P.P.) en utilisant
96 ensemencements par niveau de dilution. Cette derniére technique qui
s'inspire de la microméthode proposée par PROST et HUGUES (1982) mérite
considération eu égard aux résultats particuliérement intéressants qu'elle a
donnés en colimétrie des eaux de riviére (BLOCK et al., 1982 ; MAUL et BLOCK,
1983). -

Dans une deuxieme étape, nous tenterons d'évaluer le rendement
relatif, en matidre de croissance bactérienne, de la gélose nutritive (GN)
comparativement & deux autres milieux de culture dont la composition a été
publiée récemment : le milieu R-2A (REASONER et GELDREICH, 1985) et le milieu
m-SPC (TAYLOR et GELDREICH, 1979).

2.1. COMPARAISON EXPERIMENTALE DE TROIS METHODES DE TITRAGE :
METHODES ENUMERATIVES PAR FILTRATION SUR_MEMBRANE 0OU PAR INCLUSION EN
GELOSE ET METHODE QUANTIQUE EN MILIEU LIQUIDE

L'objectif de cette premieére expérimentation est d'étudier
l'amplitude des écarts entre les titres bactériens obtenus par trois méthodes
de titrage distinctes afin de savoir si les résultats de celles-ci peuvent
étre considérés comme équivalents d'un point de vue quantitatif. La commodité
de mise en oeuvre de méme que la facilité de lecture et d'interprétation des
résultats seront également prises en considération pour le choix d'une méthode
de quantification des bactéries hétérotrophes.
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2.1.1. Matériel et méthodes

2.1.1.1. Echantillons d'eau

Des échantillons de 500 ml d'eau ont été prélevés, dans des
sections du réseau de distribution publique de la ville de Metz alimentées par
des unités de production différentes, au moyen de flacons en verre stérilisés
3 l1'autoclave, et contenant 1 ml d'une solution de thiosulfate de sodium &

%. Ces échantillons, qui ont été recueillis chez l'habitant & des robinets
préalablement flambés et aprés avoir laissé couler 1l'eau pendant 30 secondes
environ a la pression maximale, ont ensuite été ramenés au laboratoire a
température ambiante pour étre soumis & 1'analyse bactérioclogique au plus 1
heure aprés le prélévement.

2.1.1.2. Méthode des membranes filtrantes

Des dilutions décimales des échantillons d'eau ont été réalisées
dans de l'eau physiologique stérile contenant 0,8 % de NaCl. Des volumes de
1'échantillon originel variant de 100 ml & 0,01 ml ont été filtrés sur
membrane stérile d'une porosité de 0,45 pm (Millipore HAWG 047). Pour
permettre une meilleure répartition de 1l'aliquote sur la membrane, celle-ci a,
le cas échéant, été préalablement transférée dans 9 ml d'eau physiologique.
Chaque membrane a ensuite été déposée sur milieu gélosé (tryptone : 5,0 g ;
extrait de levure : 2,5 g ; glucose : 1,0 g ; gélose : 15,0 g ; eau distillée
: 1000 ml). :

Aprés incubation a 20°C pendant 72 heures, toutes les colonies
apparues sur la membrane ont été dénombrées. Enfin, les résultats ont été
exprimés en nombre de bactéries hétérotrophes par millilitre de 1'échantillon
originel calculé selon le principe du maximum de vraisemblance. Ce moede de
calcul consiste & diviser le nombre total des colonies recensées par le volume
total de l'échantillon originel analysé toutes dilutions confondues (MAUL et
al., 1981).

2.1.1.3. Méthode par inclusion en gélose

A partir des dilutions obtenues conformément au paragraphe
précédent, des volumes d'échantillon originel de 1 ml a 0,01 ml ont été
incorporés a la gélose maintenue en surfusion. La composition du milieu de
‘culture ainsi que les conditions d'incubation et l'expression des résultats
sont en tout point restées semblables a la description donnée au paragraphe
2.1.1.2. '

2.1.1.4. Méthode quantique en milieu liquide

Les dilutions de la suspension bactérienne & titrer mentionnées au
paragraphe 2.1.1.2. ont été réparties A l'aide de pipettes stériles dans les
96 cupules des plaques de microtitration Microtest II (Polylabo BLOCK FALCON
19013 F 3041) a raison de 0,067 ml par cupule. Auparavant, les plaques avaient
été stérilisées par exposition sous rayons ultraviolets pendant 18 heures.

Une seringue de Cornwall a ensuite permis de répartir un milieu de culture
liquide stérile (tryptone : 5,0 g ; extrait de levure : 2,5 g ; glucose : 1,0
g ; eau distillée : 1000 ml) sur les plaques Microtest II (0,2 ml de milieu
par cupule). Puis les plaques ont été fermées au moyen d'un couvercle ou d'un
film autocollant.

Aprés incubation a 20°C pendant 72 heures, les cupules présentant
une turbidité due & la multiplication bactérienne ont été dénombrées.
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Le nombre le plus probable de bactéries contenues dans un inoculum
de la suspension originelle a été calculé a partir d'un triplet obtenu par la
juxtaposition des comptages positifs émanant de trois niveaux de dilution
successifs. Les calculs ont été effectués par une calculatrice programmable
HEWLETT - PACKARD HP 41C en suivant le procédé décrit par MAUL (1982).
Finalement, le titre bactérien de l'eau analysée a été exprimé par le nombre
de bactéries hétérotrophes présentes dans 1 ml de 1l'échantillon initial.

2.1.1.5. Analyse statistique des quantifications bactériennes

La comparaison statistique des résultats obtenus par les
différentes méthodes de titrage bactérien a été réalisée par le test du
rapport de vraisemblance (KENDALL et STUART, 1973 ; LINDGREN, 1968 ; RAO,
1973). L'intérét principal de ce test tient dans sa généralité qui le rend
applicable quelles que soient les lois de probabilité caractérisant les
résultats de chacune des m méthodes de quantification & comparer. Cependant,
la formulation mathématique exacte de la nature de ces lois de distribution
doit, en tout état de cause, étre parfaitement connue.

En notant xjj le résultat correspondant a la dilution de rang j
obtenu pour la méthode i, la fonction de vraisemblance associée a la densité
bactérienne moyenne inconnue, \ , est donnée par

m
L (N = P(xil, Xigr o9 XiQ,i/)\) (37)

i=1

ol P(xj1, Xj2» --+» Xjq ./ A) représente la probabilité

d'observer les résultats (xill, Xj2y -++» XjR.) lorsque le titre bactérien
réel de 1l'échantillon est égal a A . Si, de ﬁlus, il est admis que le nombre
des colonies recensées par la méthode des membranes filtrantes et la méthode
par inclusion en gélose obéit & la loi de Poisson tandis que le nombre de
réponses positives & un niveau de dilution donné pour la méthode du N.P.P.
répond & une loi binomiale, alors la forme explicite de L()A) devient

L (N = Ll()\). LZ()\). LS(A) , avec
L Xy s
1 -Av,. (v, .)71j
LN = T e 1y 4
J:l le!
22 av,. (w, )25
Lz()\) = @I e 2) __2j , et
J:l XZJ!
L3 ~p . “Avs, (n.-p.) “Avg. P,
L3(X) = j{[l 'n:].] e 3 3 (e NI (38)

Dans ces formules, % j désigne le nombre des niveaux de dilution
considérés pour la méthode i et vjj le volume d'échantillon initial filtré,
incorporé dans la gélose ou encore inoculé a la j®Me dilution selon que,
respectivement, i = 1, 2 ou 3, alors que pj représente le nombre de réponses
positives parmi les nj cupules ensemencées & la dilution j pour la
microméthode de titrage.
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Par suite, 1'estimation de la densité bactérienne moyenne, Aj, par
la méthode du maximum de vraisemblance de Fisher, se calcule en maximisant la
fonction de vraisemblance, définie par L;j(A), qui est associée aux résultats
obtenus pour chacune des techniques de titrage considérées. La valeur Aj
correspondant 3 ce maximum est déterminée par la résolution de 1'équation
obtenue en annulant la dérivée par rapport & A du logarithme de L;j(X)). Ce
calcul est effectué distinctement pour Lj(X), Lp(A) et L3(A) mais également
pour L ()) en admettant 1'absence d'effets liés a la technique mise en oeuvre.

Ainsi, pour Lj(A), Xl s'obtient en résolvant 1l'équation

2!
X)5 = A Z_T Vij o (39)
J:

e

j=1
Xz s'obtient de maniére analogue, tandis que X} est la solution de 1'équation
2 ) AV3j
3 3 Vg @ _ (40)
\ V. (N.=- .) = . =2l 40
D Vg Py =) oy -AVs;
j=1 Jj=1 l-e

déja donnée par COCHRAN (1950).

Sous l'hypothése de 1'absence d'un "effet méthode", 1l'estimation

d'une valeur unique et commune, X , de la densité bactérienne conduit a
1'équation

-AVo .
Ql _fg 13 V. € 3
LT T ] e
j=1 Jj=1 j=1 l-e
21 22 23
> t) Vagt) Vi 5Py (41)
Jj=1 j=1 Jj=1

dont les différents termes du premier membre traduisent la quantité
d'information imputable & chacune des méthodes étudiées.

Tout comme 1'équation (40), la résolution de 1'équation (41)
nécessite 1l'usage d'un calculateur électronique. Un exemple de programme de
résolution de ces équations est proposé en Annexe IV.

Le test du rapport de vraisemblance, destiné & comparer les
résultats obtenus par les trois méthodes de titrage utilisées, est basé sur le
rapport

Az —o©F (i) - (42)
L (A). Lz( )+ L3(A3)

D'une manigre générale, l'hypothése nulle (i. e., équivalence des
estimations données par les m méthodes comparées) est contrdlée en confrontant
la statistique -2 1n A & la distribution de XZ avec (m-1) degrés de liberté.
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En l'occurrence la quantité

1 1 b 2
~ l ~
-2 Inh=2 |(R-%) Z V1 +Z X1 In 5=+ (R-%,) E Va3
j=1 J=1 J=1
L A
+ }E: Xo 1n =+ (A-X3) v3J (n —pJ)
J:l j:l
A<Vz
3 1-¢ 22
+ p. In — (43)
Z J —XVBJ'
J:l 1l -e

est comparée a la loi de X2 a 2 degrés de liberté pour un risque d'erreur de
premiére espéce préalablement fixé.

2.1.2. Protocole expérimental

Des échantillons de 500 ml d'eau du robinet, numérotés de 1 a 5,
ont été prélevés au cours d'une période de quinze jours environ. Ces
échantillons ont été analysés conformément au protocole représenté par la
figure 1.

Aprés homogénéisation par 10 retournements du flacon de 500 ml, un
sous-échantillon de 50 ml de la suspension initiale a été recueilli dans un
erlenmeyer dont 5 ml du contenu ont ensuite été introduits dans un erlenmeyer
contenant 45 ml d'eau physiologique stérile. Cette suspension bactérienne a la
dilution 10-1 a permis de réaliser une dilution & 10-2 suivant le méme
procédé. Tout prélevement de 1liquide a été précédé par au moins deux
aspirations-refoulements du liquide avec une pipette de 10 ml.

A partir de ces trois niveaux de dilution, trois titrages ont été
réalisés en paralleéle pour chacune des méthodes de titrage considérées
méthode des membranes filtrantes (MF), méthode par inclusion en gélose (IG) et
méthode quantique en milieu liquide basée sur le calcul du nombre le plus
probable (N.P.P.). Pour la premigre de ces trois méthodes seulement, deux
essais supplémentaires ont été effectués en filtrant successivement trois
sous-échantillons de 10 ml, puis trois sous-échantillons de 100 ml directement
prélevés dans le flacon de 500 ml.

Afin de minimiser 1'influence d'une éventuelle dérive dans le
temps de la concentration bactérienne, les titrages par les différentes
techniques ont été réalisés de front et la période s'écoulant entre le moment
du prélévement de 1'échantillon au robinet et la fin des manipulations n'a
jamais excédé 3 heures.

Aprés lecture et calcul des résultats comme décrit précédemment,
une estimation de la densité bactérienne a été obtenue pour chaque méthode et
pour chaque échantillon initial. La similarité des titres bactériens ainsi
calculés & finalement été appréciée au moyen du test du rapport de
vraisemblance effectué sur l'ensemble des données brutes.
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Schéma du protocole expérimental pour la comparaison des titres
bactériens obtenus par trois méthodes de titrage (membranes

filtrantes, inclusion en gélose et numération en milieu liquide).
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2.1.3. Résultats

Le tableau 1 donne, pour chaque échantillon d'eau du robinet, les
résultats bruts des quantifications bactériennes réalisées par les trois
techniques étudiées. Dans le cas des méthodes énumératives (i. e., MF et 1G6),
les comptages bactériens des trois titrages effectués en paralléle sont repor-
tés pour chaque niveau de dilution considéré. Les résultats de la méthode
quantique en milieu liquide (N.P.P.) sont présentés sous la forme de triplets
de réponses positives associés aux trois titrages réalisés simultanément avec
ces mémes niveaux de dilution.

Les estimations Al, Xz et X} de la densité bactérienne, obtenues
pour chacune des trois techniques de numération par la méthode du maximum de
vraisemblance, sont consignées dans le tableau 2. Tous les titres bactériens
observés sont compris entre 0 et 2367 micro-organismes par millilitre. Les
tests de comparaison effectués dans le cadre de 1l'analyse statistique des
résultats sont également résumés dans ce tableau. A cet égard, la statistique
- 2 1n A, calculée d'apreés la formule (43) dans laquelle X a été substituée
par la solutlon de 1'équation (41) en conformité avec 1l'hypothése nulle, a été
comparée a la distribution de 3{ avec 2 degrés de liberté afin de tester
1'égalité des trois estimations associées & chaque échantillon. Le test s'est
montré significatif (P < 0,05) pour les échantillons n®2, 3, 4 et 5. De
maniére plus générale, 1'indépendance des variables - 2 lnA pour chaque
échantillon permet d'intégrer l'ensemble de tous les résultats en vue

5
d'effectuer un test unique ; en effet, Z - 2 1nA i suit une loi de‘X? avec
i=1 5
10 degrés de liberté. La valeur 512,31 trouvée pour E -2 1In A j se situe
i=]
nettement au-deld de la limite supérieure du domaine d'acceptation donné par
la table du khi-deux pour 10 degrés de liberté au seuil de probabilité de

0,005% (X0 995 ¥ 25,19).
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TABLEAU 1

RESULTATS OBTENUS PAR TROIS TECHNIQUES DE TITRAGE :
MEMBRANES FILTRANTES (MF), INCLUSION EN GELOSE (IG)
ET METHODE QUANTIQUE EN MILIEU LIQUIDE (N.P.P.)

VOLUME METHODE DE TITRAGE
D'ECHANTILLON
FCHANTILLON}{\1TTIAL ANALYSE N.P.P.
MF IG
(a) (b)
100 ml 26 - 26 - 28
10 ml 2- 3- 2
1 1 m 1- 0- 0] 0- 0- o0|1-o0- 0
0,1 ml 0- 0- 0| 0- 0- o|lo0-o0- 0
0,01 ml 0- 0- 0| 0- 0- 0| 0-0- 10
100 ml ill. (¢)
10 ml 205 - 220 - 192
2 1 m 26 - 20 - 23| 25 - 28 - 2796 - 96 - 96
0,1 ml 5- 3. 1| 3- 3- 8/|38-39-36
0,01 ml 1- 0- 0] 1- 0- o0]12-10- 9
100 ml ill.
10 m ill.
3 1 ml ill. ill. 9 - 96 - 9
0,1 ml 122 - 121 - 130 | 148 - 145 - 130 [ 96 - 96 - 9
0,01 ml 146 - 15- 12| 15 - 14 - 1233 - 56 - 61
100 ml ill.
10 ml ill.
4 1 ml il1. ill. 96 - 96 - 96
0,1 ml 35 - 27 - 32| 33 - 37 - 36|43 - 45 - 49
0,01 ml 2- 3- 4 2- 3- 6
100 ml i11.
10 m ill.
5 1 ml ill. ill. 9% - 96 - 9
0,1 ml ill. 251 - 212 - 226 | 96 - 96 - 96
0,01 ml 27 - 22 - 22| 23 - 22 - 23|67 - 31 - 52

(a)

(b)

(c)

les volumes consignés dans
méthodes MF et IG

cette colonne se

rapporteht uniguement aux

résultats exprimés sous la forme d'un triplet de réponses positives
émanant de trois dilutions successives et trois répétitions

illisible
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ESTIMATION LA PLUS VRAISEMBLABLE DE LA
DENSITE BACTERIENNE MOYENNE PAR ml
ECHAN-
- 2 1nA
TN (hypothese A (MF) X, (IG) %, (N.P.P.)
nulle) 1 2 3 e
1 G,25 0,26 0,00 0,16 4,84
2 26,99 20,82 28,53 88,06 287,09++
3 1297,68 1254,55 1406,06 1113,56 6,61+
4 162,37 312,12 353,33 94,35 139,80++
5 20040, 37 2366,67 2293,94 1113,56 73,97++

+ : valeur significative au seuil 5 %
++ : valeur significative au seuil 0,5 %

TABLEAU 2 : Comparaison des estimations de la densité bactérienne moyenne
obtenues par trois techniques de titrage : membranes filtrantes
(MF), inclusion en gélose (IG) et méthode quantique en milieu
liquide (N.P.P.).

Par conséquent, les trois méthodes de titrage ne peuvent pas étre considérées
comme équivalentes pour ce qui concerne l'analyse bactérioclogique quantitative
des échantillons d'eau potable, du moins lorsque celle-ci est réalisée dans
les conditions expérimentales de la présente étude.

‘ Les résultats des deux méthodes énumératives (i. e., MF et IG)
paraissant relativement similaires, ces deux méthodes ont fait 1'objet d'une
comparaison statistique particuligre dont le principe reste analogue & celui
de 1'étude précédente. Ainsi, la différence entre les comptages bactériens fut
significative (P < 0,05) pour l'échantillon n°2 seulement, et le test effectué

sur l'ensemble des données recueillies s'est avéré aignificatif (p < 0,025).

Les tests précédents montrent que les résultats de l'analyse
statistique résumée dans le tableau 2 doivent, dans une large mesure, étre
attribués a la méthode quantique en milieu liquide. Les indices N.P.P.
observés pour la microméthode de titrage montrent, en effet, de larges écarts
comparativement aux résultats beaucoup plus concordants obtenus pour les deux
autres méthodes.

2.1.4. Discussion

a) Le test du rapport de vraisemblance

L'analyse statistique des données bactériologiques selon des
procédés courants, comme par exemple 1l'analyse de variance, nécessite le plus
souvent une transformation préalable des données brutes afin de les soumettre
aux exigences spécifiées par les hypothéses des techniques statistiques mises
en oeuvre. La formulation explicite d'une telle transformation, moyennant la

¢ .

4
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relation existant entre 1la variance et 1la moyenne des résultats, est
quelquefois possible lorsque toutes les variables considérées obéissent a une
méme loi de probabilité. En ce sens, la transformation "racine carrée" est
adaptée au modéle de Poisson, mais les difficultés d'interprétation des
résultats ainsi transformés incitent les microbiologistes a lui préférer la
transformation logarithmique (ASHBY et RHODES-ROBERTS, 1976 ; CADA, 1975 ;
KAPER et al., 1978 ; KOSINSKI et al., 1979 ; PALMER et al., 1976), surtout
lorsque les valeurs nulles ne sont pas trop nombreuses. Le pragmatisme de
cette pratique, confortée par les tests d'homogénéité des variances lesquels
dénotent le plus souvent une nette amélioration apres transformation des
données, ne doit cependant pas conduire & une utilisation abusive de 1'analyse
de variance trop souvent justifiée par sa robustesse. Toute transformation ne
peut, en effet, constituer qu'un palliatif dont l'efficacité est mal connue.

De plus, les comptages bactériens effectués a des niveaux de
dilution distincts et, par suite, 1l'utilisation de facteurs multiplicatifs
destinés a exprimer la concentration bactérienne par unité de volume, sont a
l'origine de discontinuités dans la relation entre la variance et la moyenne
qui rendent la transformation "racine carrée" inadéquate.

La complexité du probleme est encore accrue lorsque les variables
de chaque groupe de données & comparer suivent des lois de probabilité
différentes. Ceci se produit notamment dans le cas oU les densités
bactériennes a confronter sont obtenues par plusieurs méthodes de titrage et
techniques de calcul des résultats (e. g., méthode par filtration sur membrane

ou par inclusion en gélose vensus méthode du N.P.P. en milieu liquide).

Le test du rapport de vraisemblance offre une alternative
intéressante permettant d'éluder ces difficultés qui entravent toute
comparaison rigoureuse des titres bactériens, en particulier lorsque ceux-ci
obéissent & des lois de probabilité distinctes, mais dont- la nature est
cependant parfaitement connue. Cet outil statistique qui ne requiert aucune
transformation des données en exploitant toute 1'information disponible sur la
base des seules distributions théoriques, mérite de retenir l'attention des
microbiologistes.

b) Les méthodes de titrage

La microméthode de titrage en milieu liquide a donné des titres
bactériens sensiblement inférieurs & ceux qui ont été observés pour les
méthodes é&numératives dans trois cas sur un total de ecing échantillons
analysés, et 1'indice N.P.P. s'est montré significativement supérieur pour une
expérience seulement. Cette observation semble aller & l'encontre de certaines
études qui, réalisées notamment en matiére de colimétrie, relatent le plus
souvent une tendance & la surestimation de 1'indice N.P.P. par rapport au
comptage direct des colonies effectué par exemple selon la méthode des
membranes filtrantes (BLOCK et al., 1982 ; GREEN et LITSKY, 1980 ; MAUL et
BLOCK, 1983 ; McCARTHY et al., 1961 ; THOMAS et WOODWARD, 1955 ; VELZ, 1970).
Malgré le caractere délicat, voire inopportun d'un tel rapprochement entre la
méthode quantique en milieu liquide utilisée dans ce travail et la méthode,
somme toute trés différente, qui est habituellement mise en oeuvre en
colimétrie, il convient de rappeler que la surestimation observée dans ce
dernier cas, a souvent été imputée & la nature méme des milieux de culture. Le
milieu liquide étant communément supposé offrir de meilleures conditions de
croissance aux bactéries relativement aux milieux solides, qui, de fait, sont
globalement plus sélectifs (EL-SHAARAWI et PIPES, 1982 ; THOMAS, 1955).

En tout état de cause, les disparités trés importantes affectant
les résultats de la microméthode, dont les écarts avec les autres techniques
n'ont montré aucune structure reproductible au cours des cing analyses
d'échantillons, témoignent d'une forte interaction méthode-échantillon. Ce
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phénoméne trouve une explication partielle dans la sélectivité différentielle
exercée par les méthodes de titrage sur les diverses espéces de
micro-organismes dont les fréquences relatives peuvent varier d'un échantillon
a l'autre. De plus, 1'absence de systeme indicateur fiable pour
1'identification des cupules positives entrave la lecture des plaques de
microtitration et peut, par conséquent, avoir des répercussions facheuses sur
le calcul du N.P.P. et 1l'expression du titre bactérien final. A cet égard, le
coefficient de variation de 33 %, calculé a partir des résultats provenant des
échantillons n°2, 3, 4 et 5, contraste avec les 13 % du niveau théorique du
coefficient de variation de la microméthode lorsque 96 ensemencements sont
effectués pour trois niveaux de dilution successifs. Cette valeur théorique
qui exprime le degré de reproductibilité de la technique a été vérifiée
expérimentalement en colimétrie par MAUL et BLOCK (1983). Ces considérations
nous aménent a écarter la méthode quantique en milieu liquide, du moins dans
sa forme actuelle, pour la numération des bactéries hétérotrophes contenues
dans les eaux de distribution.

La similarité des résultats é&manant des deux méthodes
d'énumération directe des bactéries semble indiquer que l'anaérobiose relative
et le choc thermique provoqués par 1'incorporation d'un sous-échantillon d'eau
dans la gélose en fusion (KLEIN et WU, 1974 ; VAN SOESTBERGER et LEE, 1969)
n'ont pas exercé d'effet inhibiteur perceptible sur 1la reviviscence
bactérienne dans les conditions expérimentales de cette étude. Cependant, le
diamétre des colonies formées, qui a parfois été utilisé en tant que criteére
de convenance pour la comparaison expérimentale des milieux de culture
(RICHARD et al., 1983), peut, par sa petitesse, quelquefois entraver le
comptage des colonies, en particulier dans le cas de la méthode par inclusion
en gélose. En outre, la plus grande souplesse caractérisant la filtration sur
membrane, notamment pour ce qui concerne la quantité d'eau analysée, ainsi que
le gain de sensibilité et de précision qui peuvent en résulter, devraient
contribuer & conférer & la méthode des membranes filtrantes une place
privilégiée pour le dénombrement des bactéries hétérotrophes présentes dans
les eaux de distribution ; ceci au détriment de la méthode par inclusion en
gélose, actuellement utilisée en qualité de technique de référence. Ces
considérations nous ont amenés & retenir la méthode des membranes filtrantes
pour toutes les quantifications bactériennes effectuées dans la suite de ce
travail.

2.2. COMPARAISON EXPERIMENTALE DE QUELQUES MILIEUX DE CULTURE

Notre préférence, en matiére de technique de titrage, allant & la
méthode des membranes filtrantes, le but de cette deuxitéme expérience consiste
a4 étudier les rendements relatifs de trois milieux de culture (i. e., la
gélose nutritive (GN), le milieu R-2A et le milieu m-SPC) pour le dénombrement
des bactéries hétérotrophes a 20°C. L'accent sera mis sur 1'aspect cinétique
de la reviviscence bactérienne caractérisant chacun des milieux étudiés afin
de pouvoir fixer, sur des bases objectives, le choix d'un milieu de culture et
d'une période d'incubation offrant les meilleures conditions de croissance
bactérienne.

2.2.1. Matériel et méthodes

La collecte des échantillons d'eau a été réalisée conformément 2
la description donnée au paragraphe 2.1.1.1.
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a) Milieux de culture et technique de titrage des bactéries

Aprés filtration sur membrane des échantillons d'eau, suivant la
description donnée au paragraphe 2.1.1.2., les membranes ont été déposées sur
milieu gélosé.

La composition chimique des trois milieux utilisés est formulée comme suit :

- gélose nutritive (GN) (tryptone : 5,0 g ; extrait de levure : 2,5 g ;
glucose : 1,0 g ; gélose : 15,0 g ; eau distillée : 1000 ml),

- milieu R-2A (extrait de levure : 0,5 g ; protéose peptone # 3 : 0,5 g ;
vitamin assay casamino acids : 0,5 g ; glucose : 0,5 g ; amidon soluble
: 0,5 g ; KoHPO4 : 0,3 g 3 MgSOQ.7H20 : 0,05 g ; pyruvate de sodium :
0,3 g ; gélose : 20,0 g ; eau distillée : 1000 ml) (REASONER et
GELDREICH, 1985),

- milieu m-SPC (peptone : 20,0 g ; gélatine : 25,0 g ; glycérol : 10,0 ml
; gélose : 15,0 g ; eau distillée : 1000 ml) (TAYLOR et GELDREICH,
1979).

Toutes les colonies apparues sur la membrane ont été dénombrées
aprés incubation a 20°C pendant 96 heures avec une lecture intermédiaire des
boites & 48 puis 72 heures d'incubation.

b) Exploitation statistique des résultats

La comparaison statistique des résultats, obtenus pour les
différents milieux de culture aprés un temps d'incubation donné, a été
effectuée a 1'aide du test du rapport de vraisemblance exposé au paragraphe
2.1.1.5.

Les comptages bactériens étant par hypothése régis par une loi de
Poisson, le rendement relatif de deux milieux de culture a été évalué au moyen
du rapport r, ou ry et rp représentent deux variables de Poisson

indépendantes (i. e., les comptages bactériens réalisés pour un méme volume
d'eau filtrée) dont les moyennes respectives sont égales & A] et Az. Dans ce
cas, ( désigne la valeur la plus vraisemblable du rapportb A1 des parametres

2

des deux distributions considérées. Un intervalle de confiance & 95 % de ce
quotient est donné par 1l'ensemble des solutions de 1'inéquation suivante
d'inconnue p :

2 (r. +T,)p0 2
1+p 1772 ) 2
5 Erl - T l 0,5] $ 1,967 (r) + r,) (44)

(EL-SHAARAWI et PIPES, 1982).

2.2.2. Protocole expérimental

Des échantillons de 500 ml d'eau de distribution, numérotés de 1 a
12, ont été prélevés en différents endroits du réseau de distribution de 1la
ville de Metz.

Apres homogénéisation par 10 retournements du flacon de 500 ml,
des sous-échantillons de 100 ml, 10 ml et 1 ml de 1l'échantillon initial ont
été filtrés sur membrane & raison de trois répétitions pour les
sous-échantillons de 100 ml et de six répétitions pour les volumes de 10 ml et
1 ml. Par suite, trois séries de titrages ont été réalisées en paralléle en
déposant équitablement les membranes sur trois milieux de culture, & savoir :
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la gélose nutritive (GN), le milieu R-2A et le milieu m-SPC. Ainsi, pour
chaque milieu de culture et pour chaque échantillon de 500 ml analysé, deux
boites ont été obtenues pour les sous-échantillons de 10 ml et de 1 ml alors
qu'une seule boite était associée aux sous-échantillons de 100 ml.

Au laboratoire, toutes les manipulations ont été effectuées en
moins de trois heures afin de réduire les effets indésirables, pour ce qui
concerne les comparaisons entre milieux, d'une éventuelle dérive dans le temps
de la concentration bactérienne.

Toutes les boites ont été retirées de 1'étuve apres 48, 72 et
enfin 96 heures d'incubation dans le but de procéder au recensement des
colonies bactériennes.

L'étude comparative des comptages bactériens aprés chaque période
d'incubation considérée a été effectuée par 1le test du rapport de
vraisemblance sur l'ensemble des données brutes se rapportant a une méme
quantité d'eau filtrée pour chacun des trois milieux de culture.

2.2.3. Résultats

Le tableau 3 donne, pour chaque échantillon d'eau et pour chaque
période d'incubation considérée, les résultats des comptages bactériens
obtenus pour les trois milieux de culture : gélose nutritive (GN), milieu R-2A
et milieu m-SPC.

L'étude de 1'évolution du nombre des colonies bactériennes
apparues sur milieu gélosé en fonction du temps d'incubation, ainsi que la
comparaison des rendements relatifs caractérisant les différents milieux
utilisés, reposent sur le nombre total des colonies recensées pour chaque
milieu de culture aprés une période d'incubation donnée. Ces totaux, qui ont
été consignés dans la troisiéme colonne du tableau 4 concernent uniquement les
boites ayant permis une lecture séquentielle des résultats aprés 48, 72 et 96
heures d'incubation & 20°C et portant sur des volumes d'eau filtrée
équitablement répartis entre les trois milieux de culture de maniére a
respecter une parfaite symétrie dans le plan expérimental. Les comptages
retenus pour le calcul de ces sommes ont été soulignés dans le tableau 3.
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TABLEAU 3
DENOMBREMENTS BACTERIENS REALISES POUR TROIS MILIEUX DE CULTURE

(GELOSE NUTRITIVE, MILIEU R-2A ET MILIEU m-SPC)
EN FONCTION DU TEMPS D'INCUBATION

i
VOLUME D'EAU FILTREE
TEMPS
ECHANTILLON 100 ml 10 ml 1 ml
D' INCUBATION

GN R-2A m-SPC| GN R-2A m-SPC | GN R-2A m-SPC
8 h ill. ill. ill.{ill. 4§11, ill.|4ill. il1. 41d.
nd nd nd {ill. ill. ill.|ill. ill. 80
1 12 h ill. i11. il1.{ill. ill. i1l.|dl1. i11. 411,
nd nd nd [ill. ill. ill.|ill. ill. ill.
% h ill. i11. i11.{ill. §ll. ill.[ill. ill. ill.
nd nd nd |ill. ill. ill.|ill. ill. ill.
48 h ill. i11. i11.]ill. ill. i11. | 47 17
nd nd nd [ill. ill. ill.| 49 58 14
) 79 1 ill. i1l. il1.}ill. il1l. i11.| 70 62
nd nd nd |ill. ill. ill.]109 121 134
% ill. ill. ill.|ill. ill. ill. | 167 64
nd nd nd |ill. ill. ill.[238 201 267
48 h ill. ill. i11.il11. ill. i11. }d11. i11. 411,
nd nd nd |ill. ill. ill.|ill. ill. ill.
3 22 h ill. i11. i11.{ill. §1l. &11. [4l1. ill. 4ll.
nd nd nd |ill. ill. ill.)ill. ill. ill.
% h ill. i11. il1.{ill. i11. ill.|i11. il1. ill.
nd nd nd |ill. ill. ill.|ill. il1. ill.
48 h ill. ill. ill.|107 78 9 | 12 7 10
nd nd nd|[139 6 79 |13 & 9
4 12 h ill. ill. ill.|146 ill. ill.| 23 23 &2
nd nd nd |ill. ill. ill.| 30 27 29
9% h ill. i11. ill.|ill. ill. ill.| 62 62 &4
nd nd nd [ill. ill. ill.| 71 74 &4
48 h 118 9 14| 9 8 5| o o0 o
nd nd ndf 7 4 4| 1 1 1
s 72 h ill. i1l. i11.{ 53 43 s1 | 0 3 1
nd nd ndfl13 27 23} 2 1 2
9% h ill. i1l. ill.[ 5 49 51 | 1 3 1
nd nd ndf13 37 38} 2 1 2
48 h 136 118 142 | 11 9 10| 1 0 o
nd nd ndf 4 4 7 1 0 1
5 72 h 186 ill. ill.[18 25 20 | 1 © 1
nd nd nd}20 12 11 | 1 2 5
% h ill. ill. ill. 25 20| 1 0 1
nd nd nd}21 18 16 ] 1 2 3




- 41 -

TABLEAU 3 (suite et fin)

VOLUME D'EAU FILTREE
TEMPS
ECHANTILLON 100 ml 10 ml 1 ml
D' INCUBATION

GN R-2A m-SPC| GN R-2A m-SPC| GN R-2A m-SPC

48 h 37 3% 33}y 5> 3 31 1 0 1

nd nd ndf 2 5 3 I 1 11

39 36 33| 6 6 3 11 1

/ 72h nd nd nd 2 5 3 1 1 11

9% h 39 3 344 7 6 3| 1 1 1

nd nd nd 4 6 3 1 1 12

nd 49 31| 4 3 3 0 0 )

®M | ond |1 2 2|03 I 1

nd 49 35| 4 4 3 1 0 0

° " e nd M| 2zZ & 2|0 I 1

9% h nd 160 14610 16 14| 1 1 o0

nd nd nd} 2 4 2] 0 1 1

48 h ill. i11. ill.{ 19 18 6| 0 0 O

nd nd nd}j18 19 19| 1 2 1

9 72 1 i1l. i11. 1.0 25 25 20| o0 1 1

nd nd nd} 28 47 45 | 1 2 2

% h ill. ill. i1l.| 48 70 68 | 4 6 4

nd nd nd} 28 5 33| 1 5 4

48 h 101 8 78|10 10 7 1 1 1

nd nd nd 7 10 3 0 2 0

10 72 h ill. ill. i1l.{ill. ill. i1l.| 98 90 97

nd nd nd [ill. ill. ill.| 99 99 99

9% h ill. ill. il1.|ill. i1l. ill.| 98 91 97

nd nd nd {ill. ill. ill.} 99 99 99

48 h 411, 811, ill.|411. i11. i11.| 34 34 26

nd nd nd|ill. ill. ill.| 27 31 28

1 72 h ill. ill. il1.}ill. ill. il1.| 41 43 41

nd nd nd|ill. ill.- ill.| 35 35 37

% h ill. i11. i11.}ill. ill. ill.| 41 46 45

nd nd nd|ill. ill. ill.} 52 52 45

48 h ill. ill. il1.}ill. §ll. ill.| 30 38 22

nd nd nd|ill. ill. ill.| 31 a6 23

12 29 b . | #11. ill. i11.0ill. ill. ill. | 130 142 144

nd nd nd |ill. ill. ill.|130 140 123

9% h i1l. i11. ill.}ill. ill. ill. [ 130 143 145

nd nd nd |ill. ill. ill.[131 T4z 124

ill. : illisible
nd : non déterminé
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TABLEAU 4

RENDEMENTS DES MILIEUX ETUDIES
EN FONCTION DU TEMPS D'INCUBATION

TEMPS MILIEU NOMBRE DE RENDEMENT INTERVALLE
D' INCUBATION DE COLONIES RELATIF * DE CONFIANCE
a3 20¢°C CULTURE RECENSEES 395 %

GN 389 2,05 1,61 - 2,57
48 heures R-2A 287 1,51 1,16 - 1,94

m-SPC 190 1,00

GN 855 0,91 0,80 - 1,04
72 heures R-2A 904 0,96 0,84 - 1,09

m-SPC 941 1,00

GN 1123 0,92 0,82 - 1,04
96 heures R-2A 1192 0,98 0,87 - 1,10

m-SPC 1217 1,00

* le rendement est rapporté au nombre de colonies recensées pour le milieu
m-SPC

La signification des écarts entre les trois milieux de culture
pour chaque temps d'incubation a été appréciée au moyen de la statistique
- 2 1n A, calculée d'apreés la formule (43) adaptée a la comparaison de
plusieurs variables de Poisson indépendantes. Les résultats des tests de
signification, effectués d'une part, pour l'ensemble des milieux étudiés, et
d'autre part sur les paires de milieux comparés deux & deux, sont résumés dans
le tableau 5. Les différences entre milieux, qui ont toutes été significatives
(P < 0,005) apres 48 heures d'incubation, se sont progressivement atténuées
avec l'augmentation du temps d'incubation. Ainsi, seule la différence entre
les milieux GN et m-SPC s'est montrée significative (P < 0,05) au terme d'une
incubation de 72 heures et, par suite, aucun des écarts observés n'est resté
significatif aprés 96 heures d'incubation.
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TABLEAU 5

RESULTATS DU TEST DU RAPPORT DE VRAISEMBLANCE
(- 2 InA) EFFECTUE SUR LES DONNEES BACTERIOLOGIQUES
DU TABLEAU 4

TEMPS D'INCUBATION A 20°C
COMPARAISON
48 heures 72 heures 96 heures
Ensemble des milieux 69,82+ 4,15 4,05
GN vs R-2A 15,457 1,37 2,06
GN vs m-SPC 69,817 4,127 3,78
R-2A vs m-SPC 19,867 0,74 0,26

+ : valeur significative au seuil 5 %

++ : valeur significative au seuil 0,5 %

Si la concordance de plus en plus marquée entre les dénombrements
bactériens correspondant aux trois milieux avec 1l'augmentation du temps
d'incubation ne laisse aucun doute, il est cependant intéressant de remarquer
qu'apreés 48 heures d'incubation le rendement le plus élevé a été observé pour
la gélose nutritive, suivie successivement par les milieux R-2A puis m-SPC.
Les rendements relatifs des trois milieux rapportés au milieu m-SPC (Tableau
4) montrent que cet ordre a été inversé aprés une incubation de 96 heures. Des
intervalles de confiance & 95 % de ces rapports, obtenus par la résolution de
1'inéquation' (44), sont reportés dans la derniére colonne du tableau 4.

Une représentation synthétique de ces phénoménes est donnée par la
figure 2 qui tente de décrire 1'aspect cinétique de la reviviscence des
bactéries hétérotrophes & 20°C selon la nature du milieu de culture utilisé
ainsi que la durée de 1l'incubation.
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FIGURE 2 : Evolution du nombre des colonies recensées sur trois milieux de
culture (GN, R-2A et m-SPC) en fonction du temps d'incubation.

Une seconde approche a 1'étude du rendement des milieux de culture
en fonction du temps d'incubation peut se concevoir par 1'étude comparative
des dénombrements bactériens réalisés aux différents stades de 1'incubation en
considérant séparément chacun des trois milieux utilisés. Ainsi, le quotient
du nombre total de colonies recensées pour chaque lecture intermédiaire (i.
e., 48 et 72 heures d'incubation) par le nombre correspondant obtenu aprés 96
heures d'incubation s'éléve respectivement a 0,35 et 0,76 pour la gélose
nutritive, 0,24 et 0,76 pour le milieu R-2A et enfin 0,16 et 0,77 pour le

~milieu m-SPC. Ces rapports laissent apparaitre des disparités importantes
entre milieux, lorsque la période d'incubation est inférieure a 72 heures. A
partir de 72 heures d'incubation, les résultats indiquent, par contre, une
grande similarité pour 1l'ensemble des trois milieux étudiés.
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2.2.4. Discussion

La concordance des dénombrements bactériens pour les trois milieux
de culture aprés 72 heures d'incubation semble, de prime abord, étre en
désaccord avec les travaux de MEANS et al. (1981) faisant état d'une plus
grande efficience du milieu m-SPC, comparativement a la gélose nutritive et au
milieu R-2A, pour la numération des bactéries hétérotrophes présentes dans les
eaux de distribution. Toutefois, 1le manque de rigueur expérimentale
caractérisant les essais comparatifs de 1l'étude de MEANS et al. (1981), nous
amene & formuler quelques réserves pour ce qui concerne le bien-fondé de
certaines conclusions. En particulier, le rendement relatif des différents
milieux testés a été évalué pour des températures et des périodes d'incubation
variables selon les milieux de culture.

Notre objection se trouve confortée notamment par 1'influence du
temps d'icubation sur 1l'aspect quantitatif de la reviviscence bactérienne sur
milieu gélosé. En effet, le nombre des colonies dénombrées aprés 72 heures
d'incubation représente, pour chacun des trois milieux utilisés, environ 76 %
du total des colonies recensées au terme d'une incubation de 96 heures. A cet
égard, il convient de souligner que les différences entre les comptages
afférents aux différents milieux semblent plus marquées par la vitesse de
développement et d'apparition des colonies sur la gélose que par le résultat
final observable, indépendamment du milieu considéré, lorsque 1'incubation est
prolongée au-dela de 72 heures.

A partir de 72 heures d'incubation les comptages bactériens sont
davantage affectés par le supplément d'incubation que par la nature du milieu
de culture. La prolongation de 1'incubation au-dela de 72 heures ne représente
cependant qu'un intérét limité et discutable eu égard d'une part, a
1'accroissement- relativement modéré des comptages bactériens effectués entre
72 et 96 heures, et d'autre part & 1'analogie de 1'évolution des résultats

a

pour les trois milieux étudiés a partir de 72 heures d'incubation.

Les disparités statistiquement significatives qui ont été mises en
évidence entre les numérations bactériennes réalisées pour chaque milieu aprés
une période d'incubation plus courte (i. e., 48 heures) résultent tres
vraisemblablement de la composition chimique des différents substrats utilisés
en considération de 1'équipement enzymatique des espéces bactériennes
contenues dans 1l'eau analysée. En effet, la vitesse de croissance des colonies
bactériennes dépend, dans une large mesure, de la disponibilité des éléments
nutritifs apportés par le milieu de culture, compte tenu des fonctions
biosynthétiques des souches présentes (BERLAND et al., 1976) et sans pour
autant négliger le pouvoir de revivification des bactéries par suite de
1'agression exercée par le chlore (MEANS et al., 1981).

Les résultats des deux expérimentations complémentaires réalisées
successivement dans le cadre de ce chapitre nous ont amenés a retenir la
méthode des membranes filtrantes pour le titrage des bactéries hétérotrophes a
20°C contenues dans les eaux de distribution. En outre, les caractéristiques
cinétiques de la reviviscence bactérienne sur milieu gélosé montrent qu'il est
loisible d'utiliser indifféremment chacun des trois substrats étudiés (i. e.,
gélose nutritive, milieu R-2A et milieu m-SPC) & condition toutefois
d'observer une période d'incubation au moins égale & 72 heures.



CHAPITRE III

MISE EN EVIDENCE PRELIMINAIRE DE
L'HETEROGENEITE DU MILIEU HYDRIQUE A

DIFFERENTES ECHELLES D'OBSERVATION
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La présence de bactéries dans un réseau de distribution publique
en quantités parfois importantes pose le probléme de leur origine dont la
causalité présente quatre aspects différents. Les bactéries peuvent é&tre
d'origine exogéne, notamment lorsqu'elles sont :

- apportées par une contamination extérieure
- non éliminées par le traitement

ou endogéne, il s'agit dans ce cas :
- de bactéries générées a partir de certaines installations de la filieére
de traitement

- de bactéries résultant d'une multiplication dans le réseau

Contamination extérieure

Les bactéries peuvent étre introduites dans un réseau de
distribution publique, d'une part au niveau des réservoirs de stockage de
l'eau qui, en particulier lorsqu'ils ne sont pas couverts, regoivent des
quantités importantes de poussiéres favorisant la dispersion et la persistance
de certains micro-organismes fixés (SILVERMAN et al., 1983), et d'autre part
lors des multiples interventions d'entretien ou de nettoyage qui apportent
souvent beaucoup de matidres en suspension et de bactéries.

Bactéries non éliminées au cours du traitement

Une filiére industrielle compléte de traitement des eaux
(préchloration - coagulation - floculation - décantation - filtration -
postchloration) ne se comporte pas comme un ultrafiltre et laisse
inexorablement échapper quelques micro-organismes parmi lesquels certains
peuvent ne pas avoir été totalement inactivés. L'analyse d'une quantité
suffisante d'eau traitée montre en effet la présence de bactéries capables de
se multiplier sur milieu gélosé nutritif mais aussi de trés nombreuses
bactéries (jusqu'a 10 000 par ml) repérables uniquement par observation
microscopique. I1 est, par ailleurs, vraisemblable qu'une fraction de ces
bactéries apparemment inertes puisse "récupérer" avec le temps du choc imposé
par les oxydants (reviviscence). Cette perméabilité partielle des chaines de
traitement s'explique probablement par la plus grande résistance de ces
micro-organismes aux désinfectants. Ainsi, une augmentation de la résistance
des bactéries, provenant d'échantillons d'eau traitée, a pu étre observée pour
le chlore (RIDGWAY et OLSON, 1982) de méme que pour les antibiotiques et
certains métaux (ARMSTRONG et al., 1982 ; CALOMIRIS et al., 1984).

Bactéries générées i partir de la chaine de traitement

La croissance bactérienne dans les filtres & sable ou dans les
filtres a charbon actif est un phénom&éne courant qui peut s'observer sur la
plupart des filieres de traitement méme en présence de chlore (DOTT et
TRAMPISCH, 1983 ; WILCOX et al., 1983). Le passage de 1'eau, notamment lors de
la remise en fonctionnement des filtres aprés leur lavage, entraine de fines
particules solides sur lesquelles sont fixées des microcolonies
particuliérement bien protégées de l'action du chlore.

Multiplication des bactéries dans le réseau

L'observation 4n 4{fu des populations de micro-organismes colo-
nisant les parois internes des canalisations, de méme que 1l'augmentation de la
concentration bactérienne de 1'eau, souvent constatée dans 1les secteurs
périphériques d'un réseau de distribution, témoignent de 1'aptitude des
populations bactériennes & se multiplier & l'intérieur d'un réseau. L'examen
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au microscope électronique des parois internes des tubes de distribution
révéle la présence d'une flore bactérienne diversifiée répartie sur des
surfaces irrégqulidres et cratériformes (ALLEN et al., 1980 ; RIDGWAY et OLSON,
1981). Ces micro-organismes fixés sont présents en quantité variable selon
1'age et la nature du systeéme de distribution (NAGY et al., 1983).

La multiplication des bactéries fixées ou libres dans l'eau de
distribution est influencée par plusieurs paramétres comme le temps de séjour
de l'eau dans le réseau, la température de l'eau et la quantité de carbone
organique assimilable, non éliminé par le traitement (RIZET et al., 1984 ; van
der KOOIJ et al., 1982) ou généré au cours du traitement de désinfection (van
der KOOIJ et HIJINEN, 1984). I1 faut en effet reconnaitre qu'une treés faible
concentration de carbone organique assimilable ne semble pas constituer un
obstacle rédhibitoire pour la croissance bactérienne, eu égard aux travaux de
DOTT (1983), qui a méme pu observer une multiplication bactérienne ( jusqu'a
10 000 bactéries par ml ) 4n vitrno dans de l'eau bidistillée ensemencée par de
1'eau de distribution.

Ces considérations générales n'apportent que des réponses
partielles et qualitatives au probleme de l'origine des bactéries dans un
réseau de distribution qui reste un phénomeéne mal compris. En particulier,
1'importance relative des facteurs contribuant & 1'apparition et a la
prolifération des bactéries dans un réseau n'est pas connue.

Par ailleurs, la diversité des sources de contamination
(réparations, fuites, ...) ou encore 1l'incidence probable de certaines
caractéristiques physico-chimiques de 1'eau (température, temps de rétention,
chlore résiduel, ...) sur la reviviscence ou/et la multiplication bactérienne
sont & l'origine d'une hétérogénéité de la distribution des bactéries dans un
réseau de distribution publique. Cette hétérogénéité qui se manifeste
conjointement dans le temps et dans l'espace doit &tre pergue comme un
continuum dans 1'espace-temps ou des niveaux d'hétérogénéité plus forte sont
séparés par des niveaux ou la structuration spatio-temporelle peut étre plus
faible. Cette structure hiérarchisée de la distribution des bactéries dans un
réseau est imposée par quelques facteurs prédominants dont les effets encore
mal connus méritent d'étre étudiés. Ces facteurs en nombre 1limité se
démarquent d'une multitude d'autres phénoménes aux effets moins spectaculaires
qui, lorsqu'ils ne sont pas structurés entre eux, ne constituent qu'un bruit
de fond (FRONTIER, 1982).

Ces considérations trés générales soulignent la nécessité de
connaitre les principales caractéristiques de la configuration
spatio-temporelle de 1'hétérogénéité de la distribution des bactéries dans un
réseau pour permettre 1'interprétation des résultats de tout prélévement sur
des bases objectives. En effet, l'interprétation et la signification d'un
prélevement quelconque se heurtent a la méconnaissance de la variabilité
caractérisant les différentes échelles de perception. L'étude préalable de la
configuration de 1'hétérogénéité apparait ainsi comme une condition sine qua
non a toute planification ultérieure de 1l'échantillonnage, si ce dernier se
veut d'étre efficace et utile.

L'existence d'un modeéle de distribution unique, capable de décrire
la répartition de 1l'ensemble des micro-organismes dans un milieu hydrique de
grande étendue est souvent illusoire. La structure hiérarchisée de
1'hétérogénéité peut, en effet, pour une échelle d'observation donnée, rendre
tout a fait inadapté un modeéle qui s'avére pourtant valable & un autre niveau
d'observation. A cet égard, DUBY et RODOLPHE (1982) mentionnent 1'existence de
populations qui, ayant une répartition des individus conforme au modeéle de
Poisson pour une échelle assez petite, s'en écartent progressivement pour
suivre des distributions binomiales négatives a de plus grandes échelles de



- 49 -

perception. Ces changements occasionnés par la rencontre de populations de
moyennes différentes se répercutent au niveau de la formulation mathématique
de ces distributions dont les paramétres peuvent alors varier en fonction des
échelles retenues.

Aucune étude préalable n'ayant, & notre connaissance, fait
apparaitre d'échelles privilégiées dans ce qui doit étre considéré comme un
continuum d'échelles possibles, les niveaux d'observation retenus dans ce
travail reposent principalement sur des considérations d'ordre purement
pratique. L'objectif majeur de ce chapitre consiste & savoir si la variabilité
statistique observée a certaines échelles est distinctement plus marquée qu'a
d'autres, afin de pouvoir identifier de fagon objective des niveaux dans la
structure spatio-temporelle du peuplement bactérien d'un Tréseau de
distribution publique.

Le niveau de base de la variabilité étant caractérisé par des
échantillons recueillis successivement a un méme robinet pendant un intervalle
de temps tres limité, d'autres niveaux d'hétérogénéité seront ensuite
explorés, puis comparés & cette variabilité ponctuelle. Ainsi, les
investigations seront progressivement étendues 3 la variabilité caractérisant
des prélévements effectués dans des appartements distincts d'un méme immeuble
au cours d'une période de 30 minutes, puis & la variabilité caractérisant des
prélevements effectués de maniére systématique dans un quadrat de 650 m de
coté, situé en pleine agglomération.

Cette approche, qui doit permettre une meilleure compréhension
globale et intuitive de 1'hétérogénéité bactérienne, constitue une étape
préliminaire a la réalisation d'études plus ambitieuses devant conduire 3 la
stratification du réseau messin.

Par ailleurs, 1la responsabilité des sociétés assurant 1la
production et la distribution de 1'eau potable étant, en principe, engagée
seulement jusqu'au niveau du compteur volumétrique de chaque habitation, il
nous est apparu opportun de conduire une é&tude complémentaire visant 2
apprécier la nature et 1l'ampleur des altérations éventuelles de la qualité
bactériologique de l'eau en aval du compteur.

3.1. MATERIEL ET METHODES

3.1.1. Collecte des échantillons d'eau

Les échantillons de 500 ml d'eau ont été recueillis chez
1'habitant au moyen de flacons en verre stérilisés 3 1'autoclave et contenant
1 ml d'une solution de thiosulfate de sodium & 3 %. Les prélévements ont &té
précédés par une purge des canalisations internes des différents immeubles
retenus en ouvrant les robinets de prélévement & la pression maximale jusqu'a
1'obtention d'une stabilisation de la température de l'eau. La température
d'équilibre ainsi obtenue, qui peut d'une certaine manidre étre considérée
comme étant représentative de la température de 1'eau circulant dans les
canalisations souterraines, garantit 1'achévement de la purge. L'embout de
chaque robinet, préalablement débarrassé de ses accessoires éventuels
(filtres, brise-jet) a été exposé a la flamme d'une lampe & souder pendant 15
secondes environ avant de procéder au remplissage des flacons avec de 1'eau
recueillie a la température d'équilibre. Les échantillons ont ensuite été
ramenés au laboratoire & la température ambiante pour &tre soumis 3 1'analyse
bactériologique au plus 4 heures aprés le prélévement.
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Les habitations équipées d'installations de traitement
physico-chimique de 1l'eau (e. g., les adoucisseurs) ont été délibérément
écartées afin d'éviter les risques de contamination bactérienne pouvant
éventuellement résulter d'un mauvais entretien de ces appareils.

3.1.2. Numération bactérienne et analyse statistique des résultats

- Apre¢s filtration sur membrane des échantillons d'eau, conformément a la
description donnée au paragraphe 2.1.1.2., les membranes ont été déposées sur
milieu R-2A dont la composition chimique est explicitée au paragraphe 2.2.1.
Toutes les colonies apparues sur les membranes ont été dénombrées aprés une
période d'incubation de 72 heures a la température de 20°C. Enfin, les
résultats ont pu étre exprimé en nombre de bactéries hétérotrophes par
millilitre d'échantillon suivant le principe du maximum de vraisemblance.

- L'analyse statistique des résultats obtenus se résume a 1'étude
comparative de la dispersion des titres bactériens observés pour les
différentes échelles de perception sélectionnées dans le continuum
spatio-temporel. Dans une premieére étape, la distribution des résultats
expérimentaux a été comparée & un modéle de référence (i. e., le modéle de
Poisson) au moyen de 1l'indice de dispersion de Fisher (D2) dont 1la
généralisation au cas d'échantillons de volumes inégaux a fait 1'objet du
paragraphe 1.1.2. A cet égard, il faut rappeler que si n estimations
indépendantes de la concentration bactérienne d'une eau sont compatibles avec
le modeéle de Poisson, la statistique D2, calculée selon la formule (8), suit
approximativement une loi de'X? avec n-1 degrés de liberté. Dans une seconde
étape, les indices de dispersion de Fisher obtenus pour les différentes
échelles d'observation ont permis de comparer les variabilités propres 3
chaque niveau de perception afin de mieux saisir la structure hiérarchisée de
1'hétérogénéité.

Ces comparaisons, en l'occurrence purement empiriques, sont
fondées sur la relation d'ordre des carrés moyens, obtenus en effectuant le
rapport de 1'indice de dispersion de Fisher par le nombre de degrés de liberté
correspondant. La valeur de ces carrés moyens augmente avec le degré
d'hétérogénéité des mesures.

S'il est admis que la distribution des titres bactériens observés
3 chaque niveau de perception est conforme au modéle binomial négatif, 1'étude
comparative des degrés d'hétérogénéité de plusieurs séries de résultats
expérimentaux peut également s'appuyer sur le calcul des valeurs du paramétre
k caractérisant chacune des échelles d'observation. La signification et
1'importance de ce paramétre ont été soulignées au paragraphe 1.2.1. Le calcul
de la valeur de k par la méthode du maximum de vraisemblance a été effectué
pour chaque niveau d'observation en résolvant 1'équation (17) a 1l'aide du
programme informatique donné en Annexe III.

Enfin, 1l'étude quantitative des numérations bactériennes :
compteurs vensus robinets fait état de 1'appartenance de chaque valeur
observée 3 une distribution de Poisson dont elle constitue une estimation du
paramétre, ainsi que de la proposition énoncée au paragraphe l.1.1. relative a
la somme de plusieurs variables de  Poisson indépendantes. Le test de
comparaison est alors effectué, moyennant la somme totale des résultats
observés, soit au compteur, soit au robinet, et compte tenu du volume d'eau
filtrée, en utilisant 1'indice de dispersion de Fisher dont la sommation est
limitée a deux termes seulement.
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3.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Expérimentation réalisée en vue d'étudier ]l'hétérogénéité intra-muros

Des échantillons de 500 ml d'eau ont été prélevés dans des
immeubles, numérotés de 1 a 5, situés dans différents quartiers de la ville de
Metz. A 1'intérieur de chaque immeuble deux personnes ont procédé a la
collecte des échantillons pendant une période de 30 minutes environ. L'un des
échantillonneurs a recueilli 5 échantillons, & raison d'un flacon toutes les 5
minutes, au robinet de purge du compteur volumétrique situé en amont des
canalisations desservant 1'ensemble des logements de 1'immeuble.
Simultanément, 1'autre échantillonneur s'est rendu dans différents
appartements numérotés de 1 & 5 dans chacun desquels il a prélevé
successivement 2 échantillons au méme robinet. Ces flacons provenant d'un méme
appartement ont été désignés par les lettres A et B.

Expérimentation réalisée & 1'échelle d'un quartier de 650 m de c6té

Au total, 25 échantillons de 500 ml d'eau ont été recueillis en
moins de 4 heures, chez l'habitant, en des points de prélevement répartis de
fagon réguliere et systématique sur toute 1l'étendue d'un quadrat de 650 x
650 m. Ces points représentent approximativement les centres des carrés de 130
m de coté, délimités par le quadrillage du quartier étudié.

Au laboratoire, les manipulations ont été effectuées de maniére
identique pour chacune des deux expérimentations considérées.

Apres homogénéisation par 10 retournements des flacons de 500 ml,
des sous-échantillons correspondant & 10 ml, 1 ml et 0,1 ml de la suspension
bactérienne originelle ont été filtrés sur membrane. La période s'écoulant
entre le moment du prélévement de 1'échantillon au robinet et la fin des
manipulations au laboratoire est, dans tous les cas, restée inférieure a 7
heures.

Aprés lecture des résultats, 1la dispersion des comptages
bactériens observés a été appréciée par 1'indice de dispersion de Fisher dont
le calcul permet de tester 1l'applicabilité du modeéle de Poisson. Finalement
une approche quantitative du degré d'hétérogénéité caractérisant chaque niveau
d'observation a été tentée par le calcul du paramétre k qui lui est propre.

3.3.RESULTATS

a) Etude de 1'hétérogénéité

Les résultats des dénombrements bactériens effectués dans le cadre
de 1l'expérimentation intra-muros sont consignés dans le tableau 6. Les
comptages bactériens se rapportent respectivement & des volumes de 10 ml, 1 ml
et 0,1 ml d'eau filtrée par échantillon de 500 ml recueilli au niveau du
compteur ou dans un appartement.
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TABLEAU 6
DENOMBREMENTS BACTERIENS EFFECTUES

AU COMPTEUR AINSI QUE DANS LES APPARTEMENTS

DE CINQ IMMEUBLES DE LA VILLE DE METZ

VOLUME D'EAU FILTREE
IMMEUBLE PBINT DE ECHANTILLON

PRELEVEMENT 10 ml 1 ml 0,1 ml

1 ill. ill. 224

2 ill. ill. 228

Compteur 3 ill. ill. 215

4 ill. ill. 246

5 ill. ill. 236

A ill. ill. 240

B ill. ill. 227

1 A ill. ill. 55

B ill. ill. 50

' A i1l. ill. 59

Appartement B i1l. ill. 64

A ill. ill. 47

B ill. ill. 136

A ill. ill. 179

B ill. ill. 158

1 ill. 178 l6

2 ill. 170 16

Compteur 3 il1. 163 16

4 ill. 159 17

5 ill. 126 12

A ill. 165 18

B ill. 172 16

2 A ill. 41 6

B ill. 36 5

A ill. 51 11

Appartement B i1l 56 P

A ill. 138 18

8 ill. 118 12

A ill. 117 10

B ill. 113 11

ill. : illisible
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TABLEAU 6 (suite 1)

VOLUME D'EAU FILTREE

IMMEUBLE POINT DE ECHANTILLON

PRELEVEMENT 10 ml 1 ml 0,1 ml

1 ill. 190 8

2 ill. 184 16

Compteur 3 ill. 181 20

4 i11. 171 8

5 il1. 161 8

A ill. 20

B ill. i1l. 17

, A ill. 161 17

B ill. 152 6

: A ill. 199 15

Appartement B il1. 230 18

A ill. 11 0

B il1. 10 0

A ill. 193 10

B ill. 224 10

1 ill. 190 25

2 ill. 219 22

Compteur 3 ill. 198 22

4 ill. 262 26

5 i11. 232 25

A ill. ill. 32

B ill. ill. 35

. A ill. 192 13

B ill. 167 18

—— A ill. 180 19

PP B i1l. 228 22

A ill. 263 27

B ill. 270 25

A ill. 226 22

B ill. 203 20




- 54 -

TABLEAU 6 (suite 2 et fin)

VOLUME D'EAU FILTREE

IMMEUBLE POINT D& ECHANTILLON

PRELEVEMENT 10 ml 1 ml 0,1 ml

1 ill. 237 21

2 i11. 256 25

Compteur 3 ill. ill. 27

4 ill. ill. 28

5 ill. ill. 28

. A i11. ill. 29

B ill. ill. 28

5 ) A ill. ill. 27

B i1l. ill. 29

A i1l. ill. 86

Appartement 3 B ill. ill. 30

. A i1l. ill. 25

B ill. ill. 27

5 A i1l. ill. 25

B ill. ill. 27
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A partir de ces données brutes, la variabilité des résultats
caractérisant chaque niveau d'observation a été évaluée au moyen de 1'indice
de dispersion de Fisher (D2). Toute valeur significative de DZ doit &tre
interprétée par une surdispersion des résultats qui est incompatible avec le
modéle de Poisson. Cependant, le nombre, parfois trés faible, de degrés de
liberté associé & certains tests, nous a suggéré de mettre a profit
1'indépendance des variables DZ et la propriété d'additivité qui en découle,
en vue d'effectuer un test global portant sur un ensemble de résultats plus
important.

Ces tests d'adéquation sont résumés dans les tableaux 7a, 7b et 7c
qui se réfeérent respectivement & la variabilité observée au compteur, la
variabilité caractérisant deux prélévements successifs effectués a un méme
robinet et enfin la variabilité existant entre les appartements d'un méme
immeuble. Les indices i (i = 1, ... 5) utilisés dans ces tableaux se
rapportent aux immeubles, alors que les indices j (j = 1, ... 5) correspondent
aux divers appartements.

TABLEAU 7a : Variabilité de 1la concentration bactérienne au niveau du

compteur.
IMMEUBLE DEGRES DE D2 DEGRES DE > o
LIBERTE LIBERTE — i
1 4 2,42
2 4 ‘10,69
3 4 4,46 20 34,10%
4 4 14,46"
> 4 2,06

TABLEAU 7b : Variabilité de la concentration bactérienne entre deux
échantillons prélevés successivement au méme robinet.

DEGRES DH APPARTEMENT DEGRES DE| §~ YY
IMMEUBLEl | 1peRTE Lieerte | 5 O3 | 1§ Dij
1 2 3 4 5 J J
1 1 lo,36 0,264 0,20 43,28"" 1,31 5 45,407
2 1 |o,07 0,41 0,00 2,36 0,04 5 2,88
3 1 |o,24 1,19 2,50 0,05 2,20 5 6,18 | 90,02+
4 1 |o,13 1,03 5,79 0,06 1,29 5 8,29 |(25degrés|
de
5 1 |o,02 0,07 27,03 0,08 0,08 5 27,28%" |liberté)
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Pour ce qui concerne 1l'utilisation de la statistique DZ, il faut
préciser que 1'approximation de la distribution de D2 par une loi de'X?, est
davantage affectée par la valeur du paramétre de la loi de Poisson considérée
que par le nombre des degrés de liberté disponibles (EL-SHAARAWI, 1983). En
pratique, il est néammoins déja possible d'utiliser ce test pour effectuer la
comparaison de deux variables de Poisson lorsque leur moyenne est supérieure a
1.

TABLEAU 7c : Variabilité de la concentration bactérienne entre les
appartements d'un méme immeuble.

DEGRES DE 2 DEGRES DE > o
IMMEUBLE LIBERTE D L IBERTE T Di
1 4 393,76
2 4 244,107
3 4 292,75+ 20 1131,29*
4 4 54,577
5 4 46,111

+ : valeur significative au seuil 5 %
++ ¢ valeur significative au seuil 0,5 &%

Le tableau 8 donne les résultats des titrages réalisés par la
méthode des membranes filtrantes sur les 25 échantillons d'eau recueillis &
1'intérieur du quadrat de 650 m de cété. L'estimation de la concentration
bactérienne exprimée en nombre de micro-organismes par ml, obtenue d'aprés la
méthode du maximum de vraisemblance, est reportée pour chaque échantillon dans
la derniére colonne du tableau 8.



- 57 -

TABLEAU 8

TITRES BACTERIENS OBTENUS POUR LA CAMPAGNE D'ECHANTILLONNAGE
SYSTEMATIQUE A L'INTERIEUR DU QUADRAT DE 650 m x 650 m

VOLUME D'EAU FILTREE CONCENTRATION
ECHANTILLON BACTERIENNE
10 ml 1 ml 0,1 ml par ml  (a)
1 22 2 0 2
2 56 5 3 6
3 96 11 3 10
4 ill. ill. 45 450
5 126 11 3 13
6 134 13 5 14
7 ill. 22 2 22
8 ill. 34 3 34
9 29 5 2 3
10 201 19 2 20
11 ill. 38 3 © 37
12 9 2 0 1
13 ill. 87 10 88
14 94 5 2 9
15 100 1 10
16 30 5 2 3
17 ill. ill. 79 790
18 ill. 69 7 69
19 4 1 4 1
20 60 5 1 6
21 ill. 28 o 25
22 42 3 1 4
23 154 12 2 15
24 98 7 3 10
25 9 2 1 1
ill. : illisible
. (a) : cette estimation représente le titre bactérien le plus

vraisemblable arrondi & l'entier le plus proche
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L'indice de dispersion de Fisher é&manant des données
bactériologiques du tableau 8 s'éleve a 10536,87 ; valeur qui avec 24 degrés
de liberté est hautement significative (P < 0,005). Le degré de signification
de ce test interprété conjointement avec les résultats figurant dans les
tableaux 7 (a, b et c) font nettement ressortir 1'inadéquation des données
expérimentales avec le modele de Poisson. Compte tenu des conditions de
prélévement, il faut toutefois souligner que cette incompatibilité, qui est
relativement discréte pour les échantillons recueillis successivement & un
méme compteur, voire a un méme robinet, devient beaucoup plus marquée lorsque
1'échelle d'observation est étendue & la variabilité de la concentration
bactérienne entre les appartements d'un méme immeuble, puis & la variabilité
observée dans le quartier de 650 x 650 m.

Ces considérations s'appuient également sur 1'étude comparative
des carrés moyens associés aux différents niveaux d'hétérogénéité (i. e.,
compteurs, robinets, appartements et quartier) dont 1l'accroissement des
valeurs respectives : 1,70 ; 3,60 ; 56,56 et 439,04 semble aller de pair avec
l'extension progressive du domaine d'observation dans le continuum
spatio-temporel. Par ailleurs, en considérant implicitement la distribution
binomiale négative en tant que modéle de substitution lorsque le modeéle de
Poisson est rejeté, le calcul des coefficients k correspondant & ces mémes
niveaux d'observation a donné les valeurs respectives : 373,694 ; 116,107 ;
3,854 et 0,389. L'ordre décroissant de ces estimations traduit le méme
phénoméne, & savoir : une dispersion de plus en plus forte des résultats.

b) Etude comparative des numérations bactériennes : compteurs
versus robinets

Le tableau 9 présente, pour chaque immeuble, le nombre total des
colonies recensées dans les échantillons recueillis au compteur, ainsi que
dans les échantillons prélevés aux robinets des divers appartements. La
derniere colonne du tableau donne le résultat du test effectué, moyennant
1'indice de dispersion de Fisher (02), afin de comparer les concentrations
bactériennes observées pour ces deux catégories d'échantillons. Enfin, la
derniére ligne du tableau 9 fait état d'un test global réalisé sur la totalité
des dénombrements bactériens se rapportant & 1l'ensemble des immeubles
considérés.
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TABLEAU 9 : Comparaison des concentrations bactériennes compteurs v
robinets.
NOMBRE TOTAL CONCENTRATION
IMMEUBLE PR’EOLIE“:/TEM%E\” DES COLONIES ¥‘I’tLT”I;'EED (E‘l“)’ BACTERIENNE D2
RECENSEES par ml a)
compteur 1149 0,5 2298
1 _ 248,07
robinets 1215 1 1215
compteur 873 5,5 159 -
2 98,31
robinets 1120 11 102
compteur 947 5,5 172 -
3 17,97
robinets 1293 9 144
compteur 1221 5,5 222
4 0,25
robinets 1962 9 218
compteur 622 2,5 249 -
5 18,56
robinets 333 1 333
TEST compteurs 4812 19,5 247 -
GLOBAL 174,75
robinets 5923 31 191
++ : valeur significative au seuil 0,5 %

a) : D2 a été confronté a la distribution de XZ avec 1 deqré de liberté

Les données du tableau 9 font immédiatement ressortir 1l'existence
de disparités assez nettes entre les concentrations bactériennes observées au
compteur d'eau avec celles qui ont été obtenues dans les différents
appartements. Sur l'ensemble des 5 immeubles considérés, la différence s'est
montrée trés significative pour 4 d'entre eux, soit 3 cas présentant une
concentration bactérienne plus élevée pour les échantillons prélevés au
compteur contre 1 cas indiquant la situation inverse. Le test prenant en
considération la totalité des résultats confirme 1l'existence d'une densité
bactérienne globalement plus élevée pour l'eau recueillie au compteur, du
moins pour ce qui concerne les échantillons analysés dans le cadre de cette
expérience. Cependant, 1la présente étude ne permet pas de savoir si
1l'interaction, constatée entre 1le facteur point de préldvement (i. e.,
compteur - robinet) et 1'immeuble considéré, est de nature chronique ou s'il
s'agit plus simplement de phénoménes éphéméres ou aléatoires dus a la forte
dispersion des résultats, observée en aval du compteur.
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3.4. DISCUSSION

L'inadéquation du modéle de Poisson, déja perceptible pour des
échantillons recueillis successivement en un méme point de prélévement pendant
un temps trés 1limité, conduit & écarter irrémédiablement ce modéle de
distribution pour 1'étude quantitative des populations bactériennes 2
1'échelle d'un réseau de distribution publique. Notons & cet effet qu'une
distribution binomiale négative théorique a été ajustée avec succes aux
données bactériologiques consignées dans le tableau 8, compte tenu d'un risque
de premiére espéce préalablement fixé a 1 %. Toutefois, ces considérations ne
doivent aucunement remettre en cause 1l'utilité et la validité du modeéle de
Poisson pour des volumes de 1liquide peu importants et bien homogénéisés
(EL-SHAARAWI et al., 1981 ; FISHER et al., 1922 ; MAUL et BLOCK, 1983).

D'une maniére logique et prévisible, la variabilité des titres
bactériens obtenus expérimentalement s'éléve au fur et & mesure que la fenétre
d'observation du continuum spatio-temporel s'élargit. Un accroissement
particulierement net de 1'hétérogénéité est cependant perceptible & 1'échelle
du quartier (k = 0,389) au regard de 1'hétérogénéité interappartements (k =
3,854), laquelle, il est vrai, correspond a une période d'échantillonnage plus
courte. L'hétérogénéité intra-muros se caractérise par une forte variabilité
interappartements (k = 3,854) qui contraste fortement avec la plus grande
similarité (k = 373,694) des prélévements effectués au compteur pendant le
méme intervalle de temps. Il est de plus intéressant de remarquer que cet
effet dispersif sur les concentrations bactériennes, imputable aux ultimes
canalisations d'un immeuble, ne s'accompagne d'aucune augmentation de la
densité bactérienne moyenne de l'eau entre le compteur et les robinets des
divers appartements de 1'immeuble. Ce dernier point devrait contribuer a
dissiper le doute et la défiance des responsables de la production et de la
distribution des eaux potables & 1l'égard des mesures de qualité
bactériologique réalisées quelque peu au-deld du domaine engageant leur
responsabilité, mais de ce fait beaucoup plus proches de 1'intérét méme des
utilisateurs.

L'enseignement essentiel de cette étude préliminaire, destinée a
mieux pouvoir appréhender certains aspects liéds & 1'hétérogénéité du
peuplement bactérien, réside somme toute dans l'ampleur de la dispersion des
concentrations bactériennes, qui ont été obtenues pour des échelles
d'observation encore relativement modestes du continuum spatio-temporel.
Ainsi, dans le cadre de la campagne d'échantillonnage menée & 1'intérieur du
carré de 650 m de coté pendant une période de 4 heures environ, les résultats
.se sont échelonnés entre 1 et 790 bactéries par millilitre ! L'étendue de ces
valeurs extrémes permet sans doute de mieux comprendre le désarroi et 1la
perplexité que les résultats d'analyses microbiologiques peuvent quelquefois
susciter auprés des personnes ayant la charge de les interpréter, quand bien
méme ces  personnes  disposeraient-elles de normes guides faisant
péremptoirement office de "normes guillotines".

Afin de prendre le pas sur tant de variabilité, il est primordial
de placer chaque situation dans son contexte probabiliste tout en étant
parfaitement averti des aspects et des conséquences 1liés au caracteére
inexorable de cette variabilité.

Les courbes représentées sur la figure 3 tentent de donner une
vision plus concreéte de la variabilité observée aux différentes échelles
d'échantillonnage étudiées dans le réseau de la ville de Metz. Ces courbes
constituent en fait les enveloppes de distributions discrétes dont la moyenne
a été uniformément et arbitrairement fixée & 100. La premidre distribution,
ainsi représentée s'identifie & la loi de Poisson, tandis que 1les trois
suivantes font ressortir 1'influence du paramétre k sur la dispersion des
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FIGURE 3 : Enveloppe de quelques distributions représentatives de la
variabilité observée a différentes échelles d'échantillonnage pour
une valeur commune de la moyenne arbitrairement fixée a 100.
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valeurs observables en admettant implicitement la validité du modéle binomial
négatif. A titre d'exemples, notons que dans ces conditions la probabilité
d'observer une valeur supérieure & 200 est quasi nulle (P (X > 200) < 10-9)
pour la distribution de Poisson et pour la distribution binomiale négative
avec k = 116,107 alors que cette probabilité avoisine 0,05 pour k = 3,854 et
dépasse méme 0,15 lorsque k = 0,389. Pour cette derniére valeur de k, le
calcul montre que méme les titres bactériens supérieurs & 1000 font partie de
1'éventail des résultats "observables" (P (X > 1000) =~ 0,004).

A défaut de vouloir adopter ce point de vue probabiliste, le
chercheur engagé dans 1'étude d'un réseau de distribution publique s'expose au
risque de travaux infructueux pouvant, en citant un mot de LEGENDRE et
LEGENDRE (1979), générer plus de papier noirci que de lumiére sur le probléme.



DEUXIEME PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE SUR LE RESEAU

DE DISTRIBUTION PUBLIQUE DE METZ
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Les campagnes d'échantillonnage congues dans le but de contréler
ou d'étudier la concentration bactérienne de l'eau d'un réseau de distribution
publique consistent généralement & planifier la collecte d'échantillons d'eau
en divers points de prélevement sur une période déterminée. L'efficience d'un
programme de prélévement donné est tres étroitement liée a la variabilité
spatiale et temporelle de 1'abondance des populations bactériennes dans les
milieux hydriques échantillonnés. Or, les connaissances en matiere d'écologie
microbienne dans les réseaux de distribution sont cependant encore trés
modestes. En particulier, les mécanismes qui régissent les phénoménes de
contamination et de propagation bactérienne de méme que les aspects
quantitatifs des variations dans le temps et dans l'espace de la densité
microbienne restent mal compris.

La démarche habituellement suivie par les microbiologistes pour
appréhender 1l'hétérogénéité spatio-temporelle se résume souvent par une seule
opération visant a tenter 1l'ajustement des données expérimentales par une loi
de distribution théorique appropriée, dont la nature est jugée suffisante pour
caractériser la dispersion des micro-organismes. A ce titre, il faut rappeler
que la loi binomiale négative occupe une place de choix en microbiologie
puisque ce modéle de distribution a souvent pu étre ajusté avec succes a
diverses séries de données expérimentales recueillies dans le temps ou/et dans
l'espace (CHRISTIAN et PIPES, 1983 ; EL-SHAARAWI et al., 1981 ; EL-SHAARAWI et
al., 1985 ; MUENZ, 1978 ; PIPES et al., 1977 ; THOMAS, 1955). Les paramétres
de la loi ainsi définie, résument alors certaines caractéristiques des données
et sont également pris en considération pour infléchir les modalités des
programmes d'échantillonnage ultérieurs (EL-SHAARAWI et al., 1985 ; ESTERBY,
1982 ; PIPES et CHRISTIAN, 1982).

La connaissance explicite de ces- lois de distribution, qui
constitue avec raison une premiére fagon d'aborder les problémes, est
toutefois insuffisante pour permettre l'identification et la description de la
structure du peuplement bactérien d'un milieu hydrique. Aussi, au terme de
1'étude préalable consacrée a 1'observation de la structure hiérarchisée de
1'nétérogénéité des populations bactériennes a petite et moyenne échelle, il
convient maintenant d'entreprendre des investigations plus ambitieuses dont
l'objectif sera d'explorer 1la structure spatiale et temporelle de
1'hétérogénéité caractérisant l'ensemble d'un réseau de distribution publique.

L'aboutissement de cette recherche menée a grande échelle doit permettre :

a) de définir ‘les modalités d'une stratégie d'échantillonnage
adaptée au contrdle efficace et rationnel de la qualité
bactériologique de 1l'eau distribuée, en tirant profit de la
configuration spatio-temporelle de 1'hétérogénéité mise en
évidence

b) de mieux cerner la nature et 1l'influence des facteurs liés a
1'accroissement des concentrations bactériennes

c) d'identifier les éventuels secteurs a problémes qui
nécessitent, a l'évidence, 1'application de mesures spécifiques
appropriées.



CHAPITRE I

ETUDE DESCRIPTIVE DU RESEAU DE

DISTRIBUTION DE LA VILLE DE METZ
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Guidés par le souci de clarté de 1l'exposé, il nous est apparu
utile de faire précéder 1'étude expérimentale proprement dite par une
présentation sommaire du contexte général ayant servi de cadre & nos
investigations. Aussi, la description du réseau messin développée ci-aprés
tentera de dégager les aspects les plus importants pour la suite de ce
travail.

1.1. CARACTERISTIQUES GENERALES DU RESEAU ET CAPACITE DE PRODUCTION

La distribution d'eau potable de la ville de Metz, ainsi que de 26
communes voisines a été confiée a la Société Mosellane des Eaux qui assure la
gestion d'un réseau comprenant environ 645 kilométres de canalisations. La
population desservie par ce réseau s'éléve approximativement & 200000
habitants.

L'eau provient pour une large part d'un affluent de la Moselle, le
Rupt de Mad, dont le débit, nettement insuffisant en période d'étiage, est
régularisé par une retenue d'eau (lac de Madine) située a 60 kilometres de
Metz. Captée & Arnaville, & 15 kilométres en amont de Metz, l'eau est
préchlorée avant d'étre définitivement traitée dans 1l'usine de Moulins qui
représente une capacité journaliére de production de l'ordre de 90 000 m> sur
un potentiel de 120 000 m-/j pour l'ensemble des usines du service.

Les autres moyens de production comprennent quatre usines, 31tuées
a4 Hauconcourt (10 000 m /J), Saint-Rémy (1 200 m>/j), Saint-Eloy (8 000 m 3/3)
et 1'usine Sud (8 000 m /J), captant toutes 1'eau de la nappe alluviale de la
Moselle. L'eau produite par l'usine Sud est refoulée vers l'usine de Moulins,
toute proche, ol elle est mélangée avec l'eau issue de cette derniere. Les
sources de Gorze (3 000 m /J en etlage, 10 000 m /J en période de hautes eaux)
et les sources de Lorry (400 m /J en étiage, 800 m /J en période de hautes
eaux) viennent compléter des ressources largement excédentaires. La
localisation de ces différentes unités de production est indiquée sur la
figure 4 qui donne une représentation schématique de l'ensemble du réseau.

1.2. FILIERES DE TRAITEMENT DE L'EAU BRUTE

L'usine de Moulins comprend les équipements et les procédés
habituellement mis en oeuvre dans la filiére du traitement d'une eau de
surface, soit : une régulation du niveau de l'eau a l'entrée de l'usine suivie
d'une coagulation - filtration - ozonation - chloration. La coagulation a pour
but de permettre la floculation des matiéres colloidales par 1'intermédiaire
de réactifs injectés dans l'eau en amont des décanteurs. Sous 1l'effet de la
pesanteur, le floc obtenu est maintenu dans la partie basse du décanteur,
alors que l'eau clarifiée est recueillie en partie haute. Les derniéres
particules en suspension dans 1l'eau sont arrétées par deux batteries de
filtration comprenant chacune huit filtres & sable d'une hauteur de 80 cm pour
une superficie unitaire de filtration de 52 mZ. Le lavage se fait par courant
d'eau inverse et soufflage d'air. L'eau filtrée est ensuite soumise a un
traitement biologique par une ozonation dans deux tours de contact de 300 m>
chacune avant de subir une chloration en vue de maintenir une concentration de
0,6 mg de chlore résiduel libre par litre d'eau traitée. Cette eau est
finalement stockée dans deux baches de stockage de 1 500 m> chacune.

Les autres unités de production sont alimentées par 1'eau
d'exhaure de la nappe alluviale dont le champ captant s'étend sur 60
kilomeétres de longueur et 2 3 3 kilomeétres de largeur. L'exhaure est assurée
par des puits d'une profondeur variant de 6 a 10 meétres, répartis sur 20
kilométres environ. Dans ces usines, le traitement de 1l'eau, qui est moins
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Mosellane des Eaux).
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sophistiqué que celui mis en oeuvre & l'usine de Moulins, se limite & une
chloration suivie éventuellement d'une correction de pH ou d'une aération afin
d'éliminer le gaz carbonique en excés.

1.3. CAPACITE DE STOCKAGE ET DISTRIBUTION

Douze réservoirs, implantés au sol ou semi-enterrés, a l'exception
des réservoirs de Maizieres (1 000 m>) et de Flévy (200 m3) qui sont sur tour,
représentent une capacité totale de stockage de 86 000 m3.

Les cing principaux réservoirs saont :

HAUT DE WACON 30 000 m® au nord-ouest
HAUTE BEVOYE 20 000 m> au sud-est

- BORNY 20 000 m> & l'est
- LES RECOLLETS 5 500 m’ au centre ville
- GRIMONT 3 000 m° au nord-est

La distribution de 1l'eau est assurée par un réseau de
canalisations en fonte grise ou en fonte ductile dont le diamétre varie de 60
4 1100 millimétres. En dérivation sur ce réseau, les branchements d'abonnés
ont été réalisés en polyéthyléne haute densité, en fonte ou encore en acier
galvanisé.

La quantité d'eau distribuée en moyenne est de 55 000 m> par jour,
mais elle atteint 65 000 m3/j en période de forte demande. La distribution se
fait principalement sur 5 étages correspondant & un niveau de pression défini
par un réservoir (exceptionnellement deux).

- L'étage 1 (niveau 191 NGF) est alimenté par les sources de Gorze
dont 1l'eau aboutit au réservoir des Récollets. Le volume d'eau distribué sur
cet étage, correspondant au centre ville, est de 1 000 m3/j en moyenne.

- L'étage 2 (niveau 225 NGF) constitue la majeure partie de Metz.
Cet étage, associé aux réservoirs du Haut de Wacon et de Haute Bévoye, assure
une distribution journaliere de 33 000 m> d'eau. A 1'exception des sources de
Gorze, 1la totalité de 1l'eau produite aboutit directement sur cet étage de
distribution qui dessert é&galement plusieurs communes entre Maizieres et
Uckange.

- L'étage 3 (niveau 242 NGF), dont le niveau de pression est
défini par le réservoir de Borny, distribue quotidiennement 11 000 m> d'eau
aux quartiers est de Metz (Borny, Queuleu, Vallidres), ainsi qu'aux communes
de Peltre, Jury, Saint-Julien (partiellement) et Vantoux.

- L'étage 4 (niveau 264 NGF) correspond & la rive droite de la
Moselle. Cet étage alimente notamment les communes de Saint-Julien (1'autre
partie), Mey, Charly-Oradour, Sanry-les-Vigy, Ay-sur-Moselle, Ennery et
Tremery. 2 500 m3/j y sont distribués par refoulement & partir du réservoir de
Grimont alimenté par un relais situé a Saint-Julien et prélevant 1l'eau
directement sur 1'étage 2.

- L'étage 5 (niveau 270 NGF) qui est dépourvu de réservoir propre
est greffé sur le réservoir de Borny par 1'intermédiaire d'un surpresseur. Ce
petit étage (900 m3/j) alimente principalement la zone industrielle de Borny.

D'autres petits étages de distribution assurent
1'approvisionnement en eau des communes de Scy-Chazelles et Plappeville sur le
Mont-St-Quentin par deux chaines de relais.



CHAPITRE II

STRUCTURE SPATIO-TEMPORELLE DE

L'HETEROGENEITE BACTERIENNE
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A notre connaissance, la seule étude d'envergure entreprise a ce
Jjour, dans le domaine de la reconnaissance d'une structure d'abondance et
1'utilisation d'informations obtenues a la suite d'un échantillonnage intensif
afin de pouvoir définir ultérieurement des programmes de contréle sur la base
des données recueillies, a été réalisée aux U.S.A. par PIPES et CHRISTIAN
(1982) dans neuf réseaux de distribution publique situés A proximité de
Philadelphie. Cette étude, qui fait état de bactéries coliformes en
considération de la spécification des normes de salubrité actuellement en
vigueur aux U.S.A. (EPA, 1976), a montré 1'adéquation des distributions
log-normale et binomiale négative aux séries expérimentales obtenues dans le
temps et dans 1'espace (CHRISTIAN et PIPES, 1983). La diminution de 1la
probabilité associée au pouvo