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Ltanal-yse bactér iologique des eaux s 'appuie généralement sur la mise

en évidence de germes indicateurs de contaminat ion féca1e. Cette recherche sror iente

fréquemment vers la quantification de Escherichia coli et des coliformes fécaux

qui sont considérés traditionnellement comme de bons indicateurs de cette forme

de po l lu t ion .

Cependant ,  1 réva lua t ion  ou  la

des eaux superf ic iel l -es se heurte à deux

lr imperfect ion des techniques de t i t rage

ques naturels.

surveillance du niveau de contamination

dif f icul tés majeures, en I ,occurrence

et  I 'hé térogéné i té  des  mi l ieux  hydr i -

-  Si  les t i t rages bactér iens se caractér isent dans 1'ensemble par

un manque relat i f  de précision et de spécif ic i té,  les propriétés mathématiques

de l-rest imateur,  en laissant préjuger de la r igueur d'une éventuel le exploi tat ion

stat ist ique des résultats,  const i tuent un éIêment déterminant dans le choix d'une

méthode de titrage.

- Le défaut de représentat iv i té des échant i l lons dû à I 'hétérogénéité

du mil ieu hydrique diminue Ia portée des est imations en sropposant à I 'extrapo-

lat ion des résultats obtenus à part i r  drun volume d'eau habituel lement très faible.
Par ai l leurs, les var iat ions temporel les de la densité bactér ienne rendent sans
grande signi f icat ion Ies est imations réaI isées en dehors d'une stratégie de pré1è-

vement prenant en considérat ion les di f férents aspects de I 'hétérogénéité dans

le  temps e t  dans  l respace.

Ces deux problèmes bien qurapparemment dist incts ne sauraient néanmoins

être trai tés indépendamment I 'un de 1'autre puisque la qual i té des résultats

de toute étude microbiologique dépend non seulement de la précision des mesures,

mais également de Ia place qu'el les occupent dans Ie contexte spat io-temporel.

Aussi,  le présent travai l  est- i l  ent ièrement tourné vers la déf ini t ion d'une

méthode analyt ique pouvant servir  de base à toute invest igat ion en microbiologie

appl iquée de I 'environnement.

A cet ef fet 'nos efforts se sont portés d'une part  vers Lramél iorat ion

de Ia technique de quant i f icat ion et drautre part  vers la mise au point drun pro-

cédé d'échant i l loranage permettant d 'élargir  le domaine de val idi té des est imations.
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La première part ie de ce travai l  est consacrée à 1rétude drune techni-

que de titrage fonciée sur I'applicatiqfl du principe du maximum de vraisenblance. Cette

partie comprend deux chaPitres.

Les développements théoriques de la méthode sont exposés dans le pre-

mier chapitre où nous avons plus particulièrement souligné les propriétés mathé-

matiques de I 'est imateur.

Ltétude expérimentale, qui  repose pr incipalement sur la comparaison

des résultats obtenus à part i r  de la technique proposée avec ceux drune méthode

de référence (énumérat ion des colonies sur mi l ieu gélosé),  fai t  I 'objet du deuxième

chapitre.

La  deux ième par t ie  concerne l 'é tude de  I 'hé térogéné i té  d run  mi l ieu

hydrique et ses conséquences sur I 'est imation des popuJ-at ions bactér iennes. Cette

deuxième part ie se subdivise en quatre chapitres.

Après quelques général i tés sur Ia répart i t ion spat iale des individus

drune populat ion, 1 'étude expérimentale de quelques causes dremeur dans lranalyse

des échant i l lons est abordée dans le deuxième chapitre.

L,étude de plusieurs sources de var iat ion entreprise simultanément

dans Ie trois ième chapitre permettra une appréhension globale de I 'hétérogénéité

spat io-tenporel le par Ia relat iv isat ion de ses di f férentes composantes.

Dans le quatr ième chapitre,  i l  est établ i ,  outre un bi lan journal ier

des f luctuat ions de la concentrat ion bactér ienne de la Mosel le,  une est imation

des composantes de var iance caractér isant les effets de I 'hétérogénéité à chaque

niveau de 1'échant i l lonnage.

Faisant état des résultats établ is antér ieurement,  la trois ième part ie

cont ient les pr incipes théoriques dtune stratégie de préIèvement.

Dans un premier temps nous définissons un protocole analytique pour

1'est imatlon ponctuel le de la concentrat ion bactér ienne drun mil ieu hydrique,

puj.s dans un deuxième chapitre nous tentons de mettre en relief les avantages

de Ia méthode d'échant i l lonnage proposée par son appl icat ion à deux si tuat ions

part icul ières se rapportant à 1'étude et au contrôle de Ia contaminat ion bacté-

r ienne d 'un  cours  d teau.
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Les méthodes de titrage en bactériologie peuvent être distinguées

en deux groupes : Ies méthodes de type énumératif qui consistent à dénombrer

les colonies bactér iennes apparues sur un mi l ieu gélosé et les méthodes de type

quant ique ou de tout ou r ien pour lesquel les l rest imation est.obtenue à part i r

des rapports entre le nombre de réponses posit ives (présence d'une mult ipl icat ion

bactér ienne) et le nombre total  de mi l ieux inoculés. La méthode de FISHER (WYSHAK

et DETRE, L972) et surtout la méthode connue sous le nom de méthode du nombre

le  p lus  p robab le  (N.p .P. )se  rangent  dans  ce t te  deux ième ca tégor ie .

Largement ut i l isée avant les années 60' la méthode du nombre le plus

probable a êtê quelque peu déIaissée au bénéf ice de la numérat ion directe sur

mil ieu gélosé. En effet ,  bien que plus séduisante par son support  théorique et,

de plus, of frant les avantages de la cul ture des bactér ies en mi l ieu l iquide,

la méthode du nombre le plus probable a souvent été discréditée par son manque

de précision dans les condit ions habituel les d'ut i l isat ion, c 'est-à-dire avec

un nombre relat ivement faible d' inoculums par niveau de di lut ion (3,5 ou 10

tubes par di lut ion) (GREEN et LITSKY, 198O; THOMAS et WOODI/ARD, 1955).

ta numérat ion directe des colonies sur mi l ieu gélosé fourni t  un est i -

mateur dont 1e calcul  repose sur 1'est imation du paramètre drune loi  de Poisson;

el1e se caractér ise par une précision appréciable à condit ion toutefois que le

nombre des colonies recensées soit  suff isamment éIevé. (MAUL, 1981 ;  MEYNELL

et  MEYNELL,  l -970) .

Dans ce premi.er chapitre une microméthode de titrage utilisant 96

inoculums par di lut ion a été étudiée, laquel le,  moyennant certaines précaut ions

d'ut i l isat ion, fournira un out i l  de travai l  répondant aux pr incipales exigences

des techniques stat ist iques mises en oeuvre dans ce travai l .

Dès  Ie  début  du  s ièc le ,  PHELPS ( l -908)  p récon ise  la  d i lu t ion  de  Ia

suspension bactér ienne à analyser af in dren est imer Ie t i t re,  mais la méthode

proposée est empir ique et rudimentaire.

I l  faut at tendre L915 (MAC GRADY, L915) pour qu'apparaissent les pre-

miers fondements mathématiques de lrest imation par le nombre le plus probable

mais, Ie calcul  se l imite à I 'est imation de 1a densité microbienne sans aucune

indicat ion quant à Ia f iabi l i té dr i  résultat .
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En LgL7, GREENIIIOOD et YULE publient 1'équation permettant le calcul

du  N.P.P.  sous  sa  fo rme déf in i t i ve .

C'est en 1933 que HATVORSON et ZIEGLER, après une étude minut ieuse

de la bibl iographie, jugent les résultats de 1'époque insuff isants et publ ient

une série d'art ic les dans 1aquel le i ls reconsidèrent complètement Ie sujet.  Leurs

travaux comprennent notamrnent 1'éIaborat ion de tables de N.P.P. et les premiers

éIéments du calculd'un interval le de conf iance (HALVORSON et ZIEGLER, 1-933 a etb).

Depuis,  les chercheurs ont surtout concentré leurs efforts sur ces

mêmes ob jec t i f s .  Auss i  de  nombreuses  tab les  de  N.P.P.  on t  é té  pub l iées  à  ce  jour .

Ma is  c ,es t  à  HUGUES ( fge f )  que rev ien t  ]e  mér i te  d 'avo i - r  é tud ié  le

N.p .p .  en  tan t  que var iab le  a léa to i re  en  préc isant  sa  1o i  de  probab i l i té  a ins i

que les condit ions d'appl icat ion de Irarsenal puissant des stat ist iques paramétr i -

ques .

En étudiant le problème dans Ie cas de plus de 10 inoculums par dilu-

t ion avec les moyens actuels de calcul ,  i l  a donné une nouvel le dimension à la

méthode en élargissant considérablement son champ drappl icat ion.

CHAPTTRE I : LA METHoDE DU NOItsRE LE PLUS PROBABLE (N.P.P.) - ETUDE THEORIQT,E

DE LIESTIMAIEUR.

I - 1 - C A L C U L D U N . P . P .

L?es t imat ion  de  Ia  dens i té  bac tér ienne d tune eau par  la  méthode du

N.p .p .  nécess i te  I 'ensemencement  de  mi l ieux  de  cu l tu re  par  des  a l iquotes  prove-

nant de di lut ions successives de la suspension mère. Après incubat ion, des systèmes

révélateurs permettent de mettre en évidence les mi l ieux qui sont le siège drune

croissance bactér ienne.

En exploi tant les résultats obtenus à part i r  d 'une ou de plusieurs

d i lu t ions  success ives ,  i l  es t  poss ib le  d réva luer  Ia  dens i té  bac tér ienne de  Ia

suspension ini t ia le par appl icat ion du pr incipe du maximum de vraisemblance.

Habituel lement 3 niveaux de di lut ion sont pr is en considérat ion et le rapport

de di lut ion est généralement l -0.

I - 1-1 Hypothèses fondamentales.

La val idi té des calculs du N.P.P. développés ci-après repose sur deux

hypothèses essent iel les :
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. Les microorganismes sont distribués au hasard dans la suspension

(modèIe de POISSON) ce qui s igni f ie que chaque germe a la même probabi l i té

de se trouver dans un inoculum donné.

La conformité des résultats expérimentaux avec cette hypothèse sera étudiée

au paragraphe I I -3 .1 - .

.  La présence d'un microorganisme est suff isante pour provoquer une

croissance ;  en drautres termes, un résultat  négat i f  impl ique Irabsence

de germe.

D'emblée i I  est nécessaire de formul-er quelques réserves quant à la

véraci té de ces hypothèses :

a )  En e f fe t ,  une bac tér ie  B 'â ,  dans  des  cond i t ions  données,  qurune

certaine probabi l i té de se développer.  Cette probabi l i té dépend, entre autres,

de Ia nature du germe étudié ainsi  que des caractér ist iques physico-chimiques

des mi l ieux  de  cu l tu re  (ASHBY e t  RHODES-ROBERTS,  L976;  EVANS e t  co l l . ,1981a;

EVANS e t  co l l . ,  198L b) .  La  tempéra ture  dr incubat ion  e t  p lus  p réc isément  les

variat ions de cel le-ci  al tèrent aussi  notablement les résultats drun t i t rage.

Ainsi  dans le cas des eaux usées chl-orées et des eaux marines, GREEN et LITSKY

(1980) ont montré que les résultats de la numérat ion des col i formes fécaux par

f i l t rat ion sur membranes pouvaient être augmentés drenviron 50% si  Ia période

dt incubat ion à 44,5o C étai t  précédée par une préincubat ion à 35o C pendant

5 heures. Le stress exercé sur les bactér ies par ces deux types dreau diminue

vraisemblablement leur apt i tude à croître sur mi l ieu sol ide sélect i f  à des tempé-

ratures élevées, et 1 'éIévat ion progressive de la température assure certainement

une mei l leure adaptat ion.

b)  De p lus ,  les  bac tér ies  d run  mi l ieu  hydr ique fo rment  au  moinsquat re

populat ions dist inctes (COSTERTON et GEESEY, L979).  Les bactér ies peuvent en

effet être l ibres, agrégées ou 'adsorbées sur des matières en suspension, f ixées

sur des supports sol ides immergés (bactér ies épi l i thes et épiphytes) ou enf in

intégrées dans les sédiments. Bien que la numérat ion bactér ienne dans Ie mi l ieu

environnant n' intéresse en général  que les deux premiers types de populat ion,

la présence d'agrégats et de complexes bactér ies-part icules soulève de sér ieuses

dif f icul tés car les méthodes de t i t rage préci tées ne dist inguent pas les micro-

organismes isolés des agrégats. I l  en découle que le résultat  d 'un t i t rage expri-

me en fa i t  Ie  nombre  d tun i tés  fo rmat r ices  de  co lon ies  (U.F .C. )  comprenant  des

bactér ies l ibres ainsi  que des complexes bactér ies-part icules.
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Cette dénominat ion doit  être évidemment rapprochée du concept d'uni tés

fo r rna t r i ces  de  p lages  (U.F .P.  )  u t i l i sé  par  les  v i ro log is tes '

La connaissance de la conf igurat ion de cette hétérogénéité microscopi-

que apporterai t  une solut ion au problème du t i t rage bactér ien.

Dans ce  bu t ,  sEKI  (L968) ,  SOROKIN (1970)  e t  IT ,TLLIAMS (L970)  on t  é tud ié  la  p ropor -

t ion de bactér ies adsorbées par des part icules en mi l ieu marin, ainsi  que la

tai l le des agrégats. I1 purent établ i r  que 15% à 5q. des bactér ies sont associées

aux matières en suspension et SEKI (tgZt) montra que Ie logarithme du nombre

de bactér ies par agrégat étai t  proport ionnel à Ia masse du support  organique'

D'autre part ,  les résultats d'un t i t rage sont affectés par une modif icat ion de

la turbidi té de 1'échant i l lon, par exemple, Pêf ajout de quant i tés croissantes

d'un sédiment stér i le (BREITTMAYER et GAUTHIER, 1979).

La dépendance entre les résultats d'un t i t rage et la charge part iculaire

de lreau montre que Ia conf igurat ion de I 'hétérogénéité microscopique est étroi te-

ment l iée au nombre ainsi  qu'à 1a granulométr ie des part icules en suspension.

Avant de poursuivre nous faisons nôtre Ia considérat ion de LURIA (1953)

et reconnaissons que, le nombre de germes est imé nta qu'une valeur stat ist ique'

I I  nrest l ié au nombre de microorganismes réel lement présents dans le mi l- ieu

à titrer que par des facteurs de proportionnalité inconnus dépendant très proba-

blement de nombreux éléments comme Ia méthode de t i t rage, I 'or igine et les carac-

té r is t iques  de  l reau,  la  na ture  du  germe é tud ié ,1es  phénomènes d 'an tagon isme

et de compéti t ion entre les di f férentes espèces présentes ainsi  que des interac-

t ions entre tous ces facteurs.

Dans ces  cond i t ions ,  i I  va  de  so i  que les  résu l ta ts  d 'un  t i t rage

n,ont qurune valeur relat ive et doivent obl igatoirement être accompagnés drune

descript ion complète et précise du matér iel  et  de la technique ut i l isée.

I  -  L-2 Déf ini t ion et interprétat ion graphique du N'P'P'

* Si  k désigne le nombre des niveaux de di lut ion pr is en considérat ion,

.  s i  pi  est le nombre de cupules du niveau i  donnant une réponse posit ive

. et  s i  qiest le volume d' inoculum ensemencé dans chacune des rq cupules

de Ia di lut ion de rang i  '

le k-uplet caractér ist ique est formê par Ia juxtaposit ion des k nombres

p1 en commençant par la di lut ion Ia plus faible.
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* u étant la densité microbienne, la probabit i té associée au ç-uplet

( P I , .  .  . P i , . .  . P k )  e s t  é g a l e  à  :

( 1 ) L (u) = t'r(i ( r-" 
-"0) ot

Cette fonction de u porte le nom de fonct ion

-oe;  (n*-p.  )
I I

cie vraisemblance.

L'est imation de Ia densité bactér ienne par 1a méthode du maximum de

vraisemblance consiste à trouver 1a valeur de u correspondant au maximum de la

fonc t ionL;ce t te  va leur  qu i  n res t  au t re  que le  N.P.P.  se  dé termine en  annu lan t

la  dér ivée  du  losar i thme de L(u)  (WYSHAK e t  DETRE,  L972) .

F ina lement ,  le  N.P.P.  es t  la  so lu t ion  de  1 'équat ion  de  v ra isemblance (2 )  d r incon-

nue u.
i = k

(2)  f  (n i -  p i  )  q i

i = 1

Ces résultats sont établ is en Annexe f .

La résolut ion de cette équat ion nrest pas simple, aussi  faut- i l  pro-

céder par approximatiorssuccessives. Un exemple de programme de résolut ion par

calculateur électronique est proposé en Annexe I I .

i = k
v-

- z -

i = l -

_ u Q .
p i c t i e  -

- u q .
. - 1

La fonct ion de vraisemblance

cas de trois di lut ions décimales avec 5

par :

- 0 , 3 5 u  5
L  ( u )  =  1 o  e  ( t - .  

- t )

Une représentation graphique

a s s o c i é e  a u  t r i p l e t  ( 5 , 2 , O ) ,  d a n s  l e

tubes  par  d i lu t ion  peut  s 'exp l i c i te r

- O r 1 u  2
(1 -  

"  )

en est donnée sur Ia figure 1-.
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Figure  1  :  Probab i l i té  assoc iée  au  t r ip le t (5 ,2 ,0 )  versus  dens i té  bac tér ienne

Le nombre 1e plus probable de germes dans un inoculum de la première dilu-

t ion est dans cet exemple 4,9. Cette valeur correspond au maxj-mum de la fonct ion L.

Le  N.P.P.  par  lu i -même nra  pas  une t rès  g rande s ign i f i ca t ion  s i  on

ne dispose d'aucune indicat ion sur sa f iabiLi té.  Pour cette raison, i1 faut jo in-

dre à la valeur trouvée tn interval-le dans lequel la densité réelle de la suspension

a une probabi l i té assez grande de se trouver (en général  95/" ou 99%).

1
il.P. P.

Drune manière généraIe les l imites infér ieure

respect ivement Li  et  Ls, dtun interval le de conf iance au

sont données par les relations tirées de HUGUES (1981) et

et supérieure notées

seu i l  1 - {avec {=d r  * { z

I\, IAUL (1981-).

Ls

L (u )  d  u

L ( u )  d  u

e{
r t

et t  -42
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Ls avec les hypo-La figure 2 donne I'interprétation graphique

thèses de 1'exemple précédent en Rrenant{,

des l imites Li  et

=42 = 0 ,025.

r(ul

Figure 2 :  Limites dtun interval le de conf iance ;  interprétat ion graphique.

Dans ce cas part icul ier Li  et  Ls sont tel les que chacune des deux

por t ions  hachurées  représente  2 ,5% de L 'a i re  to ta le  de  la  par t ie  s i tuée sous

Ia courbe.

T  -  2 .  E T U D E  Q U A L I T A T I V E  D E  L ' E S T I M A T I O N  P A R  L E  N . P . P .

Ce paragraphe se propose d'étudier la conformité

I 'est imateur aux exigences des techniques stat ist iques

suite de ce travai l .

2 -1  Lo l  de  probab i l i té  du  N.P.P.

des caractér ist iques

mises en oeuvre dansde

Ia

I -

Pour une densité bactérienne u donnée et un nombre déterminé drinoculums

par di lut ion, chaque tr iplet ,  et  par conséquent chaque indice N.P.P.,  a une cer-

ta ine  probab i l i té ,  L  (u ) ,  d 'appara î t re .



- L 2 -

I I  en résulte que Ie N.P.P. peut être considéré conme une variable

aléatoirediscrète, notée X,dont la distribution peut être étudiée (te nombre des
.\

valeurs possibles étant égal à :  (n,  + L) (n,  + L) (n,  + L).  Except ion êtânt fai te

du cas où la densité u attr ibue une probabi l i té appréciable à I 'obtent ion de

réponses uniformément positives à tous les niveaux de dilution, Ia moyenne et

la var iance de cette distr ibut ion peuvent être calcufées par les méthodes usuel les.

La distr ibut ion de X a été étudiée pour di f férentes valeurs de u (O'OL;

O , O 3 ;  0 , 0 6  ;  O , O 8 ;  O , l - O 5 ; 0 , 1 4 5 ;  L , 4 5  i  L 4 , 4 9 ;  L 4 5 ;  L 8 O  ; 2 2 O ; 2 4 O ; 2 6 0 )

dans Ie cas de trois dilutions décimales comprenant chacune 96 inoculums (HUGUES'

l -g81) .  D 'emblée ,  le  carac tère  d issymét r ique de  Ia  d is t r ibu t ion  a  pu  ê t re  observé ,

ce qui se traduit  par le signe posit i f  du coeff ic ient de symétr ie de FISHER.

Cette part icular i té a suggéré 1'étude de la distr ibut ion du logari thme

de X dans les mêmes condit ions.

Chacune des distributions ainsi obtenue a êtê comparée à Ia distribu-

tion normale ayant la même moyenne et le même écart-type par le procédé graphique

des droi tes de HENRY.

Ces comparaisons montrent que la loi de X tend vers la loi normale

quand n, le nombre de cupules inoculées à chaque niveau de di lut ion, augmente,

mais ceci  à condit ion que Ia densité u ne s 'approche pas trop des valeurs extrêmes

qui auraient pour effet de rendre les réponses uniformément négatives ou unifor-

mément posit ives.

En effet  dans ces zones cr i t iques, le coeff ic ient de symétr ie de FISHER s'accroît

progressivement et le caractère dissymétr ique de Ia distr ibut ion s 'accentue.

La dissymétrie de la courbe de fréquence est notablement atténuée après transfor-

mation logari thmique de X. De plus, sous réserve que la densité bactér ienne reste

si tuée en dehors des zones cr i t iques mentionnées ci-dessus, I 'approximation par

la loi  normale est déjà assez bonne lorsque n atteint  Ia valeur 20.

L'asymétr ie de la courbe de fréquence de la var iable X est à l for igine

drune tendance à la surest imation par le N.P.P. de la densité réel1e de Ia suspen-

s ion  à  t i t re r .

Lrordre de grandeur du biais a été calculé pour différentes valeurs

de n  à  I 'a ide  de  Ia  fo rmule  (  )  du  paragraphe I -2 -2 .

En fai t ,  Ie biais dépend également,  mais dans une moindre mesure'

de 1a densité, ce qui occasionne de légères fluctuations autour des valeurs con-

signées dans Ie tableau 1. Par souci desimpl i f icat ioni l  a été fai t  abstract ion

de ce phénomène.
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Tsbleau I  :  Inf luence du nombre dr inoculums sur l r importance du biais (UeUf' ,1981')

nombre de tubes (cupgles)
r r t i  I  i s é s  n o u r  c h a o u e  d i  l  u t i n n

biais exprimé en % de Ia
Â a n a i  { - Â  n Â a l  I  a

5 3 L

1 8

8

20 4

96 L

Le tableau l- fait apparaître une diminution du biais lorsque n augmente I

i l  devient négl igeable pour n=96. Ainsi  le N.P.P. est un est imateur asymptot iquernent

non biaisé de Ia densité réel le.

De tou tes  ces  cons idéra t ions ,  i l  s 'ensu i t  que,  s i  p lus ieurs  t r ip le ts

sont disponibles pour l rest imation de la densité bactér ienne d'un échant i lLon'

la moyenne géométrique des résultats est préférable à Ia moyenne arithmétique

mais la di f férence entre ces deux moyennes diminue avec 1'augmentat ion de n.

I  -  2-2 Expression de l 'écart- type.

La théorie du maximum de vraisemblance, et en part icul ier Ia relat lon

existant entre la var iance de I 'est imateur et Ia quant i té dt information de FISHER'

permet 1e calcul  de 1'écart- type de la distr ibut ion de X (MATHER,I-965)et par sui te

I 'écart- type,noté. d^_, de Ia distr ibut ion du logari thme décimal de X (LELLOUCH
\rrog

et  LAZAR,  Lg74 l .  t .  . r " Ï "u r  de  { r " "es t  donnée par  Ia  re la t ion  (3 )

. rË",o?"-"o, l-i
t  - u q .  2 J

u L o g l O  i = 1  ( 1 - e  - )

(3)  6"o*
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Les termes entrant dans la sommation de la formule (3) expriment Ia

contr ibut ion à la quant i té totale d' information de FISHER des résultats de chaque

dilution et de ce fait montrent que cel}es-ci ne tiennent pas des rôles équivalents

dans  l res t imat ion .

I1 apparaît  que 1'écart- type, et par conséquent Ia précision de lrest i -

mation, est fonct ion de Ia densité bactér ienne. Cette relat ion est concrét isée

par Ie graphique de Ia figure 3 où f, ^_ est obtenu en remplaçant les pi de Ia for--  rog
mule (3) par leurs est imations, compte tenu de la densité.  Ceci a pour effet  drex-

pr imer non pas Ia précision réel le l iée à un k-uplet part icul ler mais plutôt

une est imatlon de 1'écart- type théorique que permet une expérience effectuée

dans ces condit ions.

La courbe de Ia f igure 3, réat isée pour trois di lut ions décimales avec

n=96r met en évidence une large plage de densité dans Iaquel le f i ,^-  var ie rel-at i -
rog

vement peu pour prendre très rapidement des valeurs considérables dans Les zones

situées de part  et  drautre de cet interval le où 1es réponses tendent à devenir

respect ivement uniformément négat ives ou posit ives.
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(",

Figure 3: Ecart- tYPe de la

bactérienne dans

oar di lut ion.

los U

log X vensus logarithme de la densité

dilutions décimales avec 96 inoculums

distr ibut ion de

Ie cas de trois
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Les fluctuations a. fifog observables dans la partie intermédiaire trou-

vent leur explication dans la disparité des contributions de chaque niveau de

di lut ion à I 'est imation globale. Le maximum drinformation, au sens stat ist ique

du terme (et par voie de conséquence, la mei l leure précision)eet atteint  pour

une densité moyenne de L,6 microorganismes par inoculum (HALDANE, 1939),  ce qui

correspond à une proportion de 8@o de réponses positi 'ves'

Ce résultat  est à l ,or igine des minimums O" 6loU pour les densités pro-

ches de 1-,6 et des deux premiers mult iples décimaux de cette valeur '

IL est intéressant de noter que lramplitude de ces fluctuations est

t r è s m o d é r é e ; I e s p r é c i s i o n s , e x p r i m é e s p a r l e c o e f f i c i e n t d e v a r i a t i o n ' e n t r e

les valeurs extrêmes étant respect ivement :  11,3% et L3,V/o'  Un nombre n plus

faible aurait pour effet dtaccentuer ces écarts, ainsi pour n=1O le calcul donne :

35,8% et 44,8%.

La relative indépendance d" 6i' ^^ avec Ia densité microbienne dans" rog

I ' interval le susvisé avait  déjà été mentionnée paTHALVORSON et ZIEGLER (1933b) '

Iesquels ont proposé une formule exprimant 6/ao*"t fonction de n, soit :

( 4 ) dro*

L a r e l a t i o n ( 4 ) , b i e n q u e n e t t e m e n t m o i n s é I a b o r é e q u e l a f o r m u l e ( 3 ) '

est cependant loin d'être dépourvue d' intérêt car eIIe met l raccent sur le l ien

priv i légié entre la précision de 1'est imation et 1e nombre de cupules inoculées

à chaque di lut ion.

Le tableau 2 donne I 'ordre de grandeur de Ia précision, exprimée par

le coeff ic ient de var iat ion de la distr ibut ion de x, pour di f férentes valeurs de n.

Tableau 2 :  Inf luence du nombre d' inoculums sur la précision de I 'est imation'

Nombre dt inoculums Par di lu-
t ion

précision exPrimée en %

5 60

L 0 40

20 30

9 6 13

200 9

0 , 5 5

\ i -
!n
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Les résultats du tableau 2 montrent une amélioration très rapide de la

précision pour les pet i tes valeurs de n mais progressivement le gain de précision

devient de plus en plus di f f ic i le à acquérir  et  r isque f inalement,  à part i r  d 'un

certain seui l ,  de ne plus just i f ier les moyens mi-s en oeuvre.

I  -  2-3 Condit ions d'appl icat ion des techniques stat ist iques.

Les considérations exposées aux paragraphes I-z-L et, I-2'2' nous condui-

sent à définir deux intervalles I, et I, ayant une importance primordiale dans les

app l ica t ions  s ta t i s t iques  du  N.P.P.  (HUGUES,  1981- )  '

A ins i  I ' i n te rva l le  I ,  sera  fo rmé par  I 'ensemble  des  va leurs  de  log  N.P.P.

autres que cel les qui at tr ibuent à Ia densité réel le une forte probabi l i té d'appar-

tenir  aux distr ibut ions srécartant t rop de la courbe de Gauss. Et t ' interval le IZ

comprendra l rensemble des valeurs de log N.P.P. autres que celèes accordant à la den-

si té réel le une forte probabi l i té d'appartenir  aux distr ibut ions dont 1'écart- type

est l ié à la densité bactér ienne.

Bien qut i l  soi t  important de soul igner Ie caractère relat ivement sub-

ject i f  des hypothèses servant de base de cal-cul  des interval les I ,  et  I ,  '  nous

mentionnerons dans le tableau 3, à t i t re de référence, les valeurs l imites de ces

in te rva l les  p récon isées  par  HUGUES (198L) .  De p1us ,  le  N.P.P.  é tan t  dans  une

certaine mesure I ié au nombre total  de cupules posit ives, i l  est commode d'expri-

mer les bornes de I .  et  I^ en pourcentage de cupules posit ives.

Tableau 3 : Définition des intervalles I ,  e t  I r (mod i f ié  d 'après  HUGUES,  l -98L)

Nornbre

de

c u p u l e s

Interval le I , Interval le I2

B o r n e  I n f é r i e u r e B o r n e  s u p é r i e u r e B o r n e  i n f é n i e u n e B o r n e  s u o é r i e u n e

H.e.e. l losH.e% + N . P . P . to9 N.P. t % + N . P . P . Log N.P.P. % + N .  P .  P . i
l
Log uP.el z *

n = 4 0

n  ' Y O

--r
o,  59  |  -0 ,  zeo r7z 92 , 9 6 4 86z' 1  , 0 1 0 , 0 0 3 25e1 1 5 7

I
2,1g7  !

I
I

9 3 2

I
0 , 22  i - 0 ,653

I
I

7 % 1 5 8 2,200 932 0 , 8 5 { , 0 6  9 22y" 1 8 6
I
I
I
I

2,269 952

% + :  pourcentage de cupules posit ives.



I - 2-4 Exploitation statistique des résultats expérimentaux

| - 2-4-l Calcul drun intervalle de confiance

Une première appl icat ion des propriétés qui précèdent est le cal-cul

d'r.m intenralLe de confiance, associé à un résultat expérimental , Pâr des procédés

autres que la méthode exacte décri te au paragraphe f-1-2.

La densité observée étant comprise dans lr intersect ion des deux inter-

val les I .  et  I  ^ ,  les l imites Li  et  Ls drun interval le de conf iance peuvent
L 1

être calculées par deux méthodes reposant sur la normal i té de 1a distr ibut ion

de la  var iab le  a léa to i re  fogXet  sur  le  fa i t  que 1récar t - type  6- r^^  var ie  re la t i ve-
rog

ment peu lorsque la densité réelIe reste voisine de la valeur observée.

* Si les f luctuat ions de 6l  ^^ dans f  interval le I ,  sont négl igées, les logari thmes

décimaux Li  et  là d."  b;J:3 r ,  
"a 

Ls d'un interval le de conf iance au seui l

1 - a ( ,  ( o ( = { f  * { Z ) ,  d e  l a  d e n s i t é  r é e l l e  s ' o b t i e n n e n t  c o m m e  s u i t  :

Les chi f f res de ce

loampl i tude des interval les I t

propriété apparaîtra clairement

- 1 8 -

tableau mettent en évidence une augmentation de

et I^ avec Ie nornbre n. L ' importance de cette
a

c i -après .

de simplif ier 1'écriture est donné par

représentent la variable normale centrée

o 'u t  - ^ r
Ls=N .P .P .xLO 

' 12

Iog  N .P .P .  -  6  " r_ l  r
log  N.P.P.  *6 - .  

" r_ {  z

oO 
4o, 

qui sera désormais noté {afin

la formule ( ) alors O,r" u1_{L .a ur-{Z

respect ivement au seui l  1-{  et  1- 
{ ,

et par suire tt = 
|I*fi,, ".

Ur ^l

En posant4= 1O 
t-a/" 

et dans Ie cas particuli"" o',,,o/, = 
4Z 

= o(/Z

les intervalles de confiance sont par conséquent de Ia forme :

I  N.P.P.  ;  r r r .e .e . .3 f
J T  

- L

Des tables donnent æ,, en fonction du rapport de dilution et dr nombre n

(cocHRAN,  1950) .

I

.L.1

L é =

réduite
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* St i I  est tenu compte des légères f luctuat ions de f ,  d"t t"  I ' interval le Ir ,

il convient de remplacer f, Oans les relations ci-dessus par la valeur calculée

à par t i r  de  la  fo rmule  (3 ) .

Dans ce cas i l  nrest nul lement nécessaire que les effect i fs n. soient

rigoureusement égaux ce qui est commode par exemple lorsque par inadvertance

certaines cupules nront pas été ensemencées.

A i n s i P o u r k = 3 i Q 1 = 1 :

n a  = 8 4  i  p ,  =  9 6  i  P Z = 3 8  ;  P 3  =  4 ,

0 , 7 3 1  e t

{ro" = 1 f nu "- I'll  ̂ .
5,38 t log 10 

|  
t r_.-u ' .uf

L

Q ,  =  o , 1  i  a  g  =  o , o 1 -  i  n ,  =  9 6  ;  n ,  =  9 5 ;

l e  N . P . P .  e s t  é g a 1  à  5 ,  3 8 ,  d ' o ù  l o g  N . P . P . =

0 , 3 8  e -  
0 ' 5 3 8

( 1-e -o 'u* r
,ooo4e-o'0538 T*æ1

J

=O ' 059

Le risque étant équitablement réparti

de conf iance au seui l  O,95, i I  v ient :

aux extrémités dtun interval le

4 r L z

7 , 4 3+

I

T i

I

t s=

o ,73L

o ,73L

L , 9 6  x  0 , 0 5 9

L , 9 6  x  0 , 0 5 9

0 , 6 1 5 ,  d ' o ù  L i

O  , 8 4 7 ,  d r o ù  L s

Les valeurs Li et Ls ainsi calculées.ne sont que des approximations

car les hypothèses dont el les découlent sont plus ou moins en accord avec Ia réal i té.

La similitude avec les valeurs exactes émanant du calcul intégral est assez bonne

à condition que le pourcentage de cupules positives ne sôit ni trop faible ni

trop éIevé.

Avant draborder I 'analyse de var iance, qui est de loin Ia pr incipale

technique stat ist ique ut i l isée dans ce travai l ,  i I  faut noter que 1'assimi lat ion

deLa loi de log X à la loi normale permet également la mise en oeuvre des tests

de comparaison de deux densités (MAUL, 1981).

T - 2-4-2 Analyse de variance.

Sans entrer dans les dâeloppements théoriques de I'analyse de variance

qui a été décri te dans de nombreux ouvrages (C.E.A.,  L97A; HICKS, L973; LEGENDRE

et LEGENDRE, 1979 ; OSTLE et MENSING, L975 ; POOLE, L974 ; SNEDECOR- et COCHRAN,

l-957) i l  convient néanmoins dren rappeler succinctement les pr incipes généraux.
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Le sapport théorique de la méthode s'appuie sur quatre hypothèses

fondamentales :

1 'addit iv i té des effets des di f férents trai tements '

I '  indépendance des erreurs'

la normal i té des données,

I 'homogénéité des var iances associées aux di f férents trai tements.

L'addit iv i té suppose que les var iables ne réagissent pas les unes

avec les autres et de ce fai t  les résuftats doivent être interprétés avec prudence

en cas d' interact ions signi f icat ives. Notons également que, dans Ie cas part icu-

I ier où les effets sont mult ip l icat i f ,s,  une transformation logari thmique des

résultats suff i ra à les rendre addit i fs

L' indépendance des erreurs impl ique, quant à e1le, un échant i l lonnage réal isé

de façon aléatoire.

Si les deux premières hypothèses ne font pas'  en généra1'  I 'objet

de vér i f icat ions systématiques, i l  n 'en est pas de même pour I 'hypothèse de nor-

mal i té ainsi  que pour 1'homogénéité des var iances car '  en toute r igueur,  leur

réal isat ion est indispensable pour que les conclusions aient un sens. En part icu-

l ie r  I rhé téroscédast ic i té ,  qu i  es t  I 'absence d 'homogéné i té  des  var iances ,  s 'oppo-

se ,  Io rsqu 'e l le  es t  t rop  é levée,  à  tou te  ana lyse  sér ieuse de  Ia  var iance.  Les

tests ut i l isés supportent cependant quelques écarts entre la réal i té et 1a théorie

car I 'analyse de var iance est relat ivement robuste.

Une simple transformation des données brutes suffit quelquefois à

sat isfaire simultanément les cieux hypothèses de normal i té et d 'homogénéité des

variances et même quelquefois I 'hypothèse draddit iv i té comme cela vient drêtre

indiqué ci-dessus.

La nature de cette transformation dépend de Ia relation existant entre

l 'écart- type et Ia moyenne, cette relat ion étant fonct ion de 1a distr ibut ion spa-

tiale des organismes à dénombrer et du principe nême de Ia méthode de numération

(cRrnn,  1979) .

Ainsi  la transformation racine camée est adaptée à la distr ibut ion

de pOISS6N et devrai t ,  par conséquent et en toute r igueur,  être Ia seule employée

pour I 'analyse de var iance des résultats obtenus par la numérat ion des colonies

sur mi l ieu gélosé. Cependant les di f f icul tés d' interprétat ion des résultats ainsi

transformés incitent les microbiologistes à tui préférer la transformation loga-

r i thmique misant ainsi  sur la robustesse de I 'analyse de var iance. Le pragmatisme
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de cette prat ique n'en est que plus renforcé par les tests d'homogénéité des

variances lesquels dénotent le plus souvent une amélioration après transformation

logari thmique (ASHBY et RHODES-ROBERTS, 1976 ;  KAPER et col l . ,  1978 ;  KOSINSKÏ

e t  c o l l . ,  1 9 7 9  ;  P A L M E R  e t  c o l l . ,  1 9 7 6 ) .

Pour ce qui nous concerne, et d 'après les résultats émanant de ce

chapitre,  la transformation logari thmique du N.P.P. des données brutes réal ise,

du moins dans une certaine plage de densité,  1es condit ions de val idi té de l rana-

lyse de var iance. Mais avant toute analyse, l rhypothèse d'égal i té des var iances

sera malgré tout vérifiée. au moyen du test de BARTLETT ou du test de COCHRAN

(C.S. l .  ,  1978)  se lon  le  p ro toco le  expér imentaL app l iqué.

L'analyse de var iance proprement di te consiste à faire une part i t ion

de Ia somme des capés des écarts des observations à leur moyenne générale, en

plusieurs sommes de carrés de combinaisons linéaires des observations dont chacune

relate la var iabi l i té inhérente à I 'un des facteurs contrôlés étudiés ou d'une

combinaison de ceux-ci  ( interact ions).

Cette part i t ion est réal isée de manière à rendre les diverses composantes

indépendantes les unes des autres.

Une dernière somme de carrés représente f  inf luence de I 'ensemble

des facteurs non contrôIés dont i l  serai t  di f f ic i le dtétabl i r  une l iste exhaust ive

(échant i l lonnage, incert i tude I iée à la méthode de t i t rage, emeurs de manipula-

t ion, etc. . . )  l ,e quot ient de cette somme par son nombre de degrés de l iberté

est une est imation de Ia var iance résiduel le caractér ist ique des facteurs non

cont rô1és .

De même le quotient de chaque somme de camés par son nombre de degrés

de l iberté donne un carré moyen qui,  moyennant l thypothèse selon laquel le le

facteur contrôlé impl iqué dans cette somme n'a aucune inf luence sur les résul-

tats,  réal ise également une est imation de la var iance résiduel le.  Les rapports de

ces caryés moyens exécutés dans un ordre préétabli et imposé par le tableau dranalyse

de variance permettent,  au moyen du test de SNEDECOR, drapprécier Ia signi f icat ion

des différents facteurs contrôIés ou de leurs interactions.

Insistons sur Ie fai t  que lorsqurun test relat i f  à un facteur contrôlé

est non signi f icat i f  i I  faut se garder de conclure hât ivement à I 'absence de

son inf luence, laquel le nraura peut-être pas été mise en évidence tout s implement

par Ie manque de puissance du test effectué.
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plus généralement,  i1 est toujours possible de faire ressort i r  l r inf luence

drun facteur,  en adaptant le nombre des essais à trordre de grandeur de lr impact

dudit  facteur sur les résultats.

Cette remerque montre que I 'analyse de var iance ne doit  pas se l imiter à la seule

prat ique des tests de signi f icat ion; le calcul  des composantes de var iance permettant

également d'apprécier ia contr ibut ion de chaque facteur étudié à la var iat ion

totale. Ainsi  I 'analyse de var iance apparaît  comme un out i l  t rès eff icace autor i-

sant 1 'étude simultanée de plusieurs sources potent iel les de var iat ion en faisant

ressort i r  leur importance relat ive et ceci  avec un minimum drobservat ions.

I  -  2-S Conclusion

Les tests paramétr iques, et notamment 1'analyse de var iance, exigent

que les données soumises à l ranalyse stat ist ique obéissent à une loi  de distr ibut ion

connue.I l  est également souhaitable que la var lance soit  connue et indépendante

de la moyenne des résultats expérimentaux.

L 'é tude théor ique de  l res t imat ion  par  Ie  N.P.P.  menée tou t  au  long

de ce premier chapitre a montré que la transformation logarithmique des données

brutes avait  pour effet  de sat isfaire ces exigences '  tout au moins lorsque Ia

densité bactér ienne resle comprise entre les bornes de f  intersect ion des lnter-

vaI les I ,  et  I ,  déf inis au paragraphe I-2-3-

Ces condit ions sont d 'autant mieux respectêes que n devient plus grand.

En part icul ier lorsque n = 96 la log-normal i té et la quasi- indépendance de la

variance avec Ia densité microbienne peuvent être admises dans un intervalie

de densité relativement large ce qui confère à la méthode une grande souplesse

d 'u t i l i sa t ion .

par ai l leurs, la précision de Ia méthode exprimée par le coeff ic ient

de var iat ion (environ 13%) est,  el le aussi ,  considérablement amél iorée par I 'aug-

mentat ion de n. Le calcul  montre qurune précision comparable n'est at teinte'

par la méthode de numérat ion sur mi l ieu géIosé, eu'à part i r  drun nombre de colonies

recensées environ égat à 60. En d'autres termes, si  moins de 6O colonies sont

dénombrées, la méthode des membranes f i l t rantes est théoriquement moins précise

que la méthode du N.P.P. ut i l isant 96 inoculLrms par di lut ion.
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Le niveau relat ivement élevé de la précision et surtout Ie fai t  que

cel le-ci  soi t ,  dans une certaine mesure, dépourvue de tout caractère aléatoire

ont tous deux largement contribué aux motivations ayant suscité ce travail ainsi

qu'à I 'é laborat ion des résultats auxquels i I  a permis d'about ir .  Nous espérons par

1à même, contr ibuer à redonner à la méthode du N.P.P. une grande part ie de I 'at ten-

t ion des microbiologistes qu'el le avait  perdue.
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COMPARAISON EXPERIMENÎALE DE DEID( TECHNIQUES DE TITRAGE : MET}IoDE
ENLIIERATTVE suR MTLTEU cELosE versus rIETHODE QuANTreuE EN MTLTEU
LIQUTDE.

La méthode du nombre le plus probable en mi l ieu l iquide ut i l isant
96 inoculums e rarement été comparée à Ia méthode énumérative sur milieu gé1osé.
A cet ef fet  une étude a été conduite sur eau de r iv ière en mesurant la densité
en col i formes thermorésistants (groupe a pr ior i  largement représenté par les
bactér ies Escherichia col- i ) .  Le plan expérimental  a été conçu dans le but de répon_
dre aux quatre questi.ons suivantes :

.  Les résultats expérimentaux sont- i ls compatibles avec le modè1e mathémati-
que sur lequel s 'appuient les développements théoriques exposés dans l-e premier
chapitre ?

. Existe-t-il une interaction entre le facteur méthode et le facteur échan-
t i l lon ? en drautres termes, les écarts éventuels entre les résultats de chaque
méthode sont- i ls indépendants de 1'échant ir lon analysé ?

Ients 2

Les résultats des deux méthodes peuvent- i ls être

e t  dans  la  négat ive ,  que l le  es t  I ' impor tance de  I

considérés comme équiva-
'écar t  ?

.  Que l le

sistants ayant

es t  la  p ropor t ion  drEscher ich ia cgl i  parmi les col i formes thermoré-
engendré des réponses posit ives en mil ieu l iquide ?

I Ï - 1

ï I  -  1 -1

MATERTEL ET METHODES

Echant i l lonsd 'eau

Des échant i l lons de 5oo ml- d 'eau ont été prélevés en surface dans
la Moselle à proximité de la centrale thermique de Ia Maxe au moyen de flacons
en ver re  s té r i l i sés  à  l rau toc lave .

Ces échantill-ons ont été ramenés au laboratoire à température ambiante
pour être soumis à I 'analyse au prus 30 minutes après re prérèvement.

Numération des coriformes thermorésistants sur mirieu l o s é .I I  -  1 -2

Ce travai l  étant pour une large part  or ienté vers la mise en évidence
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de contaminat ion fécale, nos efforts se sont concentrés

s u r @

Des di lut ions décimales des échant i l lons d'eau ont été réal isées dans

de I 'eau physiologique stér i le.

Un mil l i l i t re de chaque di lut ion ainsi  obtenue a été f i l t ré sur membrane

stér i le drune porosi té de O,45,Um (mil l ipore HATJG O47). Pour permettre une mei l leu-

re répartitionde ltaliquote s1r la membnane, celui-ci a été préalablement transféré

dans 9 ml d'eau Physiologique.

Chaque membrane a ensuite été déposée sur mi l ieu gélosé tactosé XPrP.64ML)

contenant dr, i  chlorure de tr iphényltétrazol ium (I .P.62635) et du tergi tol  7 ( I"P'

6 2 6 s 5 ) .

Après incubat ionà 44o C pendant 24 heures, les colonies de colorat ion

orangée et auréo1ées d'un halo jaune ont été dénombrées. Enfin les résultats ont

été exprimés en nombre de col i formes thermorésistants par ml de I 'échant i l lon

or ig ine l .

Les caractér ist iques macroscopiques des colonies traduisant une réduc-

t ion du tr iphényltétrazol ium et une fermentat ion du lactose ainsi  que les condi-

t ions de cul ture nous ont amené à considérer ces colonies comme étant représenta-

t ives du genre Escherichieae. Cependant les caractères biochimiques des colonies

nront pas été conf irmés lors dtune subculture'

rr  -  1-3 Numérat ion des col i formes thermorésistants en mi l ieu I i

Escherichia col i  a été inoculé en boui l lon lactosé addit ionné de pourpre

de bromocréso l  ( I .P .  64O4L)  de  cou leur  v io le t te .  A  ce t  e f fe t  ce  mi l ieu  s té r i le

a étê préalablement répart i  sur des plaques de microt i t rat ion Microtest I I  (PoIy

labo BLOCK FALCON l-9013 F 3041) comportant 96 cupules (O,2mI par cupule) à 1'aide

d'une seringue de Cornwal l .  Auparavant,  les plaques propres avaient été stér i l i -

sées par exposit ion sous rayons ul traviolets pendant 18 heures.

Chaque di lut ion des échant i l lons réal isée comme précédemment ( I I  -  1-2)

a ensuite été inoculée dans les 96 cupules des plaques Microtest I I  à raison

de O,O5 ml  par  cupu le  à  I 'a ide  de  p ipe t tes  ca l ib rées  (Po ly  tabo 150 38) '

puis les plaques ont été fermées au moyen drun couvercle ou d'un f i lm

autocol lant.

Après incubat ion à 44oC pendant 24 heures, les cupules présentant une

couleur jaune, due à Ia fermentat ion du lactose'  ont été dénombrées'
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Le nombre le plus probable de bactéries contenues dans un inoculum

de la di lut ion la plus faible a été calculé à part i r  d 'un tr ip let  de résultats

émanant de trois niveaux de dilution successifs. Les calculs ont été effectués

par une calculatrice programmée HEWTETT-PACKARD HP 4L C (le listage du programme

uti l isé est donné en ANNEXE II) .  Finalement te t i t re bactér ien de l 'échant i l lon

ini t ia l  a été exprimé en nombre de col i formes thermorésistants par ml.

Lorsque dans un tr ip let  de résultats,  par exemple 95 - 94 -  30, une

cupule a été manifestement oubl iée lors de I 'ensemencement à la di lut ion la plus

concentrée, i l  nous est paru légi t ime de rect i f ier les chi f f res bruts pour est imer

la concentrat ion bactér ienne à part i r  du tr ip let  96 -  94 -  30.

Une tel le omission peut en effet  al térer notablement ie résultat  s irr tout

lorsque la cupule oubl iée avait  une forte probabi l i té dtêtre posit ive.

Au cours drun certain nombre d'essais un repiquage systématique de

cupules posit ives (couleur jaune) a été prat iqué af in de conf irmer ou non la

p r é s e n c e d e s b a c t é r i e s @ . A c e t e f f e t u n e ô s e b o u c 1 é e d u c o n t e n u

drune cupule posit ive de boui l lôn lactosé a été ensemencée sur eau peptonée sans

indole, pâr ai l leurs une ôse bouclée du contenu de cette même cupule a été portée

dans un tube de boui l lon lactosé bi l ié au vert  br i l lant ( test d 'EfJKMAN modif ié

MACKENZIE ) .

Les deux tubes ainsi  inoculés ont ensuite été placés à 44oC pendant

24  heures .  La  mise  en  év idence de  I ' i n -do le  sur  eau peptonée par  Ie  réac t i f  de

KOVACS et une croissance bactér ienne dans le tube contenant Ie boui l lon lactosé

au vert brillant ont été retenues pour caractériser Escherichia coli.

II - 1-4 Analyse statistique des quq4qiJitgtigns bactériennes.

Lrexploi tat ion stat ist ique des résultats obtenus par les t i t rages

bactér iens a été réal isée par une analyse de var iance après vér i f icat ion de I 'homo-

généité des var iances par le test de BARTLETT.

Le pr incipe de ce test consiste à calculer dans un premier temps Ia
. ' M  /  -  - 2  )  2 \

quant i té  Ë ,  où  M =  f .  Log 10 .  (  a  log  s -  -  ?  loe  s ; - i
"r
^ L =.'
z - i i . " h , 1 . 2

avec s. - = -- 
! a étant Ie nombre total des estimations indépendantes sfr
a

de Ia variance commune et f le nombre de degrés de liberté de chacune d'elles I
a + 1

ÊE w =  r  ?  
==: - .
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La fonction discriminante M est ensuite comparée à la distribution du khi-deux

c
avec (a-1) degrés de l iberté.

L,absence dr inf luence d'un facteur contrôIé est vér i f iée par Ie test

de SNEDECOR. A cet effet Ie quotient du carré moyen associé au facteur étudié

par un autre caryé moyen imposé par le tableau d'analyse de variance est comparé

à la l imite supêrieure du domaine dracceptat ion donné par une table de la loi

de SNEDECOR pour un r isque de première espèce préalablement f ixé'

1r-2 PRoTOCOLE EXPERTYENTAL

Des échant i l lons de 5OO ml d'eau de r iv ière numérotés de 1 à I  ont

été prélevés à des jours di f férents sur une période totale drenviron un mois.

Le protocole expérimental de chaque manipulatj.on est représenté par

la f igure 4.

Après homogénéisation par 1"O retournements du flacon de 5OO ml, 6 ml

de son contenu ont été introduits dans un er lenmeyer contenant 54 ml d'eau physio-

logique stér i1e. Cette suspension bactér ienne à Ia di lut ion 1O-1 a permis de réal i -

ser deux autres di lut ions à j -o-2 et 1o-3 suivant le même procédé. Tout prélèvement

de l iquide a été précédé par au moins deux aspirat ions-refoulements du l iquide

avec une pipette de 10 mI.

A  par t i r  de  ces  t ro is  d i lu t ions ,  s ix  t i t rages  on t  ê tê  réa l i sés  en

parallèle pour chacune des deux méthodes : méthode du nombre le plus probable

en mil ieu l iquide et numérat ion directe sur mi l ieu géIosé pour laquel le seules

Ies di lut ions au L/LO et au l - / l -OO ont été ut i l isées.

Tous Ies ensemencements relat i fs à un ni .veau de di lut ion ont été effec-

tués avant d'entreprendre la préparat ion de la di lut ion suivante, ceci  af in de

minimiser I ' inf luence d'une éventuel le dérive dans le temps de la concentrat ion

bactér ienne. ta période s'écoulant entre le moment du préIèvement de l 'échant i l lon

dans le mi l ieu naturel  et  Ia f in du t i t rage n'a jamais excédé 2h3O minutes.

Au cours des maniPulations no

cupu les  pos i t i ves  on t  fa i t  I ' ob je t  d run

Ia  p résence d 'Escher ich ia  co l i .

L 'hypothèse de  1 'éga l i té  des

chacune de ces quatre expériences a été

3, 5, 6 et 8,  environ une centaine de

test conf irmati f  dans le but de vér i f ier

proportions de résultats confirmés pour

soumise au test du khi-deux.
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F IGURE 4 :  Schéma du pro toco le  expér imenta l  pour ' Ia  compara ison des  t i t res

bactér iens obtenus par deux méthodes de t i t rage (numérat ion en mil ieu

l iquide versus comptage des colonies sur mi- l - ieu gélosé).

échant i l l -on

ô n 6
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Après lecture et calcul  des résultats comme décri t  précédemment,  s ix

valeurs de la densité bactérienne ont été obtenues pour chaque méthode et pour

chaque échant i l lon ini t ia l .  Ces valeurs ont fai t  I 'objet d 'une transformation

logarithmique avant d'être soumises à I'analyse de variance conformément au tableau

n o  4 .

TABLEAU 4 : Tableau dranalyse de variance.

Source de
variation

Somme de camés O Degrés de
l iberté f

Quantité estimée
par a/\r

Facteur A
échant i l lon aA= 12 

f
(i,. - i) ' 7 €? .1261

Facteur B

méthode

Qr= 48 I tr; - *) t
'l

1 6r '*  u€o" 'o 4863

Interactlon

AB
QAB =.II({:-E.

i . i

- )
-X  .+X) -.J

7
2 Z

dR * 64,

Résidue1le o*=f II (tr.,o,-*rif
i i q

80
2

dR

lotaLe QT =IIf
i  j o (

("rrn - * )t
95 6î

Le modèle adopté pour cette expérience est un plan factoriel à deux fac-

teurs contrô1és avec réoét i t ions.

Le facteur échant i l lon, noté A, intervient avec 8 modal i tés aléatoires

tandis que Ie facteur méthode, noté B, possède deux modal i tés f ixes. L ' interact ion

de ces deux facteurs est notée A B.

Un résultat  expérimental  est noté X--or lorsqu' i l  correspond à Ia modal i -
l J T

té i du facteur contrôlé A et à la modalité j du facteur contrôIé B alors que{ est

l r indice de I 'essai considéré (dans cette expérience i l  y a 6 essais pour chaque

combina ison i  j  ) .

La moyenne arithmétique de I'ensernble de tous les résultats expérimentaux

X .^ ,  es t  no tée  * .
I J I

La moyenne arithmétique des résultats de même indice i est notée Xi. .a

de même fr aesigne Ia moyenne des résultats d'indice j ; enfin la moyenne des ré-
. l

sultats de mêmes indices i  et  j  est notée X..
1 J
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par aitre.,"", 
{ exprime ta variance totale et €1, 6 3, d l, .t € ?

désignent les composantes de variance représentatives respectivement des fluctua+
t ions des facteurs A, B, AB et de I 'ensemble des facteurs non contrôlés (var iance

résiduel le )  .

I I - 3 RESULTATS

T a

résultats des

plus probable

des membranes

tableau 5 donne,

titrages obtenus

( N . P . P .  )  e n  m i l i e u

f i l t r a n t e s  ( M . F .  ) .

pour chaque échant i l lon dreau de Mosel le,  les

par les deux techniques :  méthode du nombre le

l iquide avec g6 inoculums par di lut ion et méthode

plaques dont les cupu-

d 'E IJKMAN.

Lrest imation de la concentrat ion bactér ienne exprimée en nombre de
germes par ml dréchantillon ainsi que la moyenne géométrique des valeurs de cha-
que ensemble de 6 titrages réalisés dans les mêmes conditions figurent également
dans ce tableau.

Les résultats des deux premières expériences proviennent de di lut ions
décalées drune puissance de 1o par rapport au schéma adopté pour les autres mani-
pulat ions :  I 'ensemencement des plaques du premier niveau de di lut ion ayant été
effectué à part i r  d 'eau non di luée.

Enfin les nombres soulignés comespondent aux

les ont fai t  l robjet drun repiquage conformément au test
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chan t i l l on ti lét hode R é s u l t a t

C o n c e n t r a t i o n
bac té r i enne  oa r ]

n I ( u l

I o g u
l { oyenne  géo -

nr  étn i  que
( /  r a i  )

1

o o

! l enb ranes

f i l t r an tes

I r i p l e t  i

e 6 - e 3 - 1 6 J

9 6 - 9 0 - 2 2

9 6 - 9 1 - 3 7

9 6 - 9 0 - 2 4

9 6 - 8 8 - 2 9

96 -  90  -29

c

4
q '

$ r

31

N .  P .  P .

2 7  , 9 5

2 7 , L 5

3 6 ,  9 5

2 8 , 0 5

2 7 , 9 5

3 0 . 4 0

5 5 9

543

7 3 9

5 6 1

5 5 9

608

5 1 0
4 1 0
520
540
3s0
500

2 , 7 4 7

2 , 7 3 4

2 , 8 6 9

2 , 7 4 9

2 , 7 4 7

2 , 7 8 4

2 , 7 0 8
2 , 6 1 3
2 , 7 1 6
2 , 7 3 2
2 , 5 4 4
2 , 6 9 9

5 9 1

466

2

N . .P . D

l l enb ranes

F i l t r a n t e s

T r i p l e t  I  H . P . P .

I
9 6  -  9 6  -  3 5 1  4 9 , 7 0

i  so - 94 - 3sl 4z,Lo
i l
I  

nu  -  e6  -  33 i  47 ,3s

i  
nu  -  e4  -  341 41 ,2s

I  9 6  -  9 6  -  3 5 r  4 5 , 4 5

i  73

i84
i84
i  83
i8st '  77

762

lnnul
t l
y a+2
ls+r l
I

i  
82s

leoel
I  zso
! a+o
I a+o
|  830

|  8s0
|  770

2,882

2 , 9 9 7

2,925

2 , 9 7 6

2  , 9 1 6

2  . 9 5 9

2  , 8 6 3
2 , 9 2 4
2 , 9 2 4
2  , 9 1 9
2,929
2  , 8 8 6

8 7 6

808

3

t { .  P .  P .

t l
i  T n i o l e t  i  N .  P .  P .

i  66-1r -o l  1 ,1s
i  o r -  e-o l  o ,es
i  u r -12-o l  t ,zo
i 6 4 -  6 - 0 1  1 , 0 2
I  oz-11-o l  t ,os
lo , , -13-o l  t , t r

I

230
1 9 8
240
204
2t0
226

2 , 3 6 2
2,297
2  , 3 8 0
2 , 3 1 0
2 , 3 2 2
2 , 3 5 4

2 1 8

l{enbranes

F i  I  t r an tes

20
26
2 8
2 8
2 5
3 2

200
260
280
280
2 5 0
320

2 , 3 0 1
2 , 4 1 5
2 , 4 4 7
2 , 4 4 7
2 ,398
2  , 5 0 5

262

TABLEAU 5 : Titres bactériens obtenus par deux techniques de titrage :

N.P.P. avec 96 inoculums par dilution vsrsus filtration sur membrane.
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E c h a n t i l l o n I ' lé thode R és  u l  ta t

C o n c e n t n a t i o n
b a c t é r i e n n e  p a r

mI ( u )
Iog  u

i loyenne géo-

n  é t r i  que
( /  m I  )

4

N .  P .  P .

T r i p l e t  I  u . P . P .

8e -  14  -  3  i 2 , 3 4

2 , 0 9

2 , 0 2

2 , 3 5

2 , 6 2

1  , 6 0

86 - l s -11

82 -21 -11

ss-22-sl
eo -  20  -  21
i l  -  2s -  I  

I

468

4 1 8

404

470

524

3 2 0

2 , 6 7 0

2,62 t

2  , 6 0 6

2 , 6 7 2

2 , 7 1 9

2  . 5 0 s

429

l ' lenb ranes

f i  I  t r an tes

3 3
3 8
3 7
44
42
49

3 3 0
380
3 7 0
440
420
490

2  , 5 1 9
2  , 5 8 0
2  , 5 6 8
2 , 6 4 3
2,623
2  . 6 9 0

402

c

D o

l { enb ranes

F  i  I  t r an tes

T r i p l e t

9 6 - 4 5 - 1

9 2 - 4 r - 3

9 6 - 2 8 - 5
gs-6-z

9 5 - 3 7 - 6

9 5 - 3 6 - 5

i l .  P .  P ,

5 , 8 8

4 , 0 8

4 , 2 9

4 , 1 2

4 , 8 8

t + . 7 0

1 1 7 6

8 1 6

858

824

9 7 6

940

3  , 0 7 0

2 , 9 L 2

2  , 9 3 3

2 , 9 1 6

2 , 9 8 9

2 , 9 7 3

924

7 6
7 2
0 0

0 0

o +

760
720
660
6 6 0
6 6 0
6 4 0

2  , 8 8 1
2 , 8 5 7
2 , 8 1 9
2  , 8 1 9
2 , 8 1 9
2  . 8 0 6

6 8 2

6

i l .  P .  P .

i  T n i o l e t

|  9 5 - 2 5 - s
igz-T+- t
iss-fr-z
isz-æ-r
i  n t -Tg-z
i  8 4 - 2 2 - 4

-X.f--e--
3 , 7 7
3 , 0 7
3 , 3 9
3 ,  1 8
3 ,  1 4
2 , 2 5

754
6 1 4
6 7 8
636
628
450

2 , 8 7 7
2 , 7 9 8
2  , 8 3 1
2 i 8 0 3
2 , 7 9 8
2  , 6 5 3

6 1 9

l' lenb r anes

F i l  t r an tes

55
62
59
58
60
49

5 5 0
6 2 0
5 9 0
580
600
490

2 , 7 4 0
2 , 7 9 2
2 , 7 7 L
2 , 7 6 3
2 , 7 7 8
2  , 6 9 0

5 7 0

TABLEAU 5 (sui te)



E c h a n t i l l o n l {é thode Résu l ta t

C o n c e n t r a t i o n  I
b a c t é r i e n n e  p a r l

i  los
o l  (u )  

i

l {oyenne géo-

m é t r ique
( /  n i  )

i  r . ie  t . t  I N . P .  P .

I  so  -  47  -  7  |  o , g t
t l

r 382

1 4 1 6

1 1 i 0

r262

t254

I  498

3 ,  1 4 1

3 , 1 5 1

3 , 0 4 5

3 , 1 0 1

3 , 0 9 8

3 , 1 7 6

N .  P .  P .
9 6

9 6

9 6

9 6

9 6

4 5 - 1 1

4 1  - 3

4 4 - 6

4 3 - 7

f , l  -  o

7 , 0 8

5 , 5 5

6 , 3 1

6 , 2 7

7  , 4 9

I  3 1 4

I t lemb ranes

f i  I  l r an tes

1 0 6
t23
L17
92

rtz
1 0 G

I  060
1 2 3 0
1  1 7 0
920

I  120
I 060

1 408

I  3 6 6

1 5 1 8

I  4 1 0

1 6 1 8

I 648

3  , 0 2 5
3 ,090
3 , 0 6 8
2  , 9 6 4
3 ,049
3 , 0 2 5

1  089

i  t r i c te t  |  ru .p .p .

!  so -47-8 i  7 ,04 3 ,  1 4 9

3 , 1 3 5

3 , 1 8 1

3 , 1 4 9

3 , 2 0 9

3,2L7

3 , 0 5 7
3  , 0 8 6
3 , 0 7 6
3 , 0 4 1
3 ,049
3  , 0 7 6

N .  P .  P .

go-Ë-s

9 0 - f , J - +

go -  so  -  +
9 6  -  5 2  -  I

6  , 8 3

7 ,59

7  , 0 5

8 , 0 9

1  4 9 1

9 6 - 5 7 - 3 8 , 2 4

I t l enb ranes

F i l t r a n t e s

1 1 4
t22
t 1 9
1 1 0
rL2
1 1 9

.1140
t220
l  1 9 0
1 100
1  1 2 0
1 1 9 0

r l q 0

- 3 3 -

TABLEAU 5 (sui te et f in)

If - 3-1- Conformité des résultats expérimentaux avec le modèle théorique.

La val idi té de l rhypothèse selon laquel le les microorganismes ou plus

exactement les unités formatrices de colonies sont distribués au hasard au sein de

la suspension bactér ienne t i t rée (modèle de POISSON) peut être appréciée par le

coeff ic ient de dispersion de FISHER.
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Ce coefficient calculé pour chaque groupe de 6 résultats obtenus par

la méthode des mlmbr1e3 friltrantes sur un même échantillon dreau est exprimé

par 1a quantité p2 - (n-!) st où m représente Ia moyenne et s2 la variance empi r
m

rique des n = 6 résultats.

Le pr incipe du test mis en oeuvre repose sur 1'égal i té de la moyenne

et de Ia var iance dans Ie cas drune distr ibut ion de POISSON; D2 suit  alors appro-

ximativement une loi  du khi-deux à n-1 degrés de l iberté.

Le tableau 6 donne Les valeurs de m, (n-L) s2 et D2 pour chacun des

8 essa is .

TABLEAU 6 : Coeff ic ient de dispersion de FISHER des numérat ions sur mi l ieu gé1osé

calculé pour chaque échant i l lon d'eau.

Echant i l lon 1 2 ? 4 5 6 7 8

m 4 7  1 2 81 ,o 26,5 4 0 , 5 6 8 , 3 5 7 , 2 109  ,3 1 1 6  , 0

/  - \  2
( N - I J  S 278,  I 1 1 8 , 0 7 9 , 5 L 6 1  , 5 L O 7 , 3 L 0 6 , 8 575 ,3 L1o,  o

D_ 5 , 9 L L , 4 6 3 , O O ? o o ! , 5 7 L , 8 7 5 , 2 6 0 , 9 5

Aucune des valeurs D2

b i l i t é  d e  9 5  %  ( X a  =  L L , L
0  , 9 5

Etant donné l ' indépendance des var iaUles O! pour chaque échant i l lon, i l
1 -

est également possible d' intégrer 1'ensemble de tous les résultats en vue dreffec-

tuer un test unique. En effet, f D? suit une loi du khi-deux avec 40 degrés de' t_ r .
l i ber té .  i

2
La valeur 24,OL trouvée pour ç D. étant

+I
I imite supérieure du domaine dracceptat ionrau seui l  de

Ia table du khi-deux pour 40 degrés de l iberté (  X20,95 = 55,8) ,  le modèIe de

trouvées nrest s igni f icat ive au niveau de proba-

avec 5 degrés de l iberté ) .

nettement inférieure à Ia

probabilité de 95% donné par

POISSON semble par conséquent être respecté.
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Un autre cr i tère de compatibi l i té consiste à comparer '  pour la métho-

d e  d u  N . p . p .  e n  m i l i e u  l i q u i d e ,  1 ' é c a r t - t y p e  e m p i r i q u e  s  à  1 ' é c a r t - t y p e  t h é o -

rique 
{to" 

calculé au moyen de 1a formule 4.

Rappelons que f,ro* =o , C66l- lorsque 96 cupules sont inoculées à

chaque niveau de di lut ion, ce qui correspond à un coeff ic ient de var iat ion de

L3 %. Lrécart- type des résultats expérimentaux est donné par Ia valeur s = 0,0542

à 1aquel le est associé Ie coeff ic ient de var iat ion 12,5 %. Le calcul  des l imites

infér ieure et supérieure d'un interval le de conf iance à 95 % conduit  aux valeurs

O,O44S e t  O,O694 dont  les  coef f i c ien ts  de  var ia t ion  respec t i f s  son t  :  LO,3  %

e t  1 6 , L  % .

La comparaison de ces chiffres montre une très bonne similitude en-

tre Ia précision théorique et cel le qui est constatée expérimentalement.

Notons enfin que 1'écart-type observé pour la méthode des membra-

nes f i l t rantes prend la valeur O,0487 ce qui correspond à un coeff ic ient de

variat ion de 11 ,2 %. Bien que sans vér i table signi f icat ion car Ia méthode ne

possède pas de var iance propre, ce dernier résultat  permet cependant une compa-

raison aisée des précisions obtenues par les deux techniques de t i t rage.

II - 3-2 Compa:.aison des titres bactériens obtenus par 1es deux méthodes de

t i t rage.

Les données du tableau 5 sont i l lustrées par la f igure 5 qui tente

au moyen d,une représentat ion graphique de concrét iser les di f férences des résul-

tats obtenus par les deux techniques de t i t rage.
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FIGURE 5: Comparaison des moyennes géométriques des titres bactériens obtenus

par deux méthodes de t i t rages.

800

400

200

1

a
Lrexamen de la f igure 5 fai t  apparaître des résultats obtenus en

mil ieu l iquide plus éIevés dans 7 cas sur 8, comparat ivement à ceux obtenus sur

membranes.

Le  ca lcu l  de  la  p lus  pe t i te  d i f fé rence s ign i f i ca t i ve  (P .P.D.S.  )  au  seu i l

0,95 montre que cette di f férence est s igni f icat ive pour les échant i l lons no 1, 3,

5 , 7 e t 8 .

N .  P . P .

échant i l -1on

membranes fi l trantes

P . P . D .  S .



lr
P.P .D .S .= t  l l Z "2  0ù

i"
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n  es t  le  nombre  de  répét i t ions  ( i c i  n  =  6 ) ,

résiduel le et t  nrest autre que la var iable

degrés de l iberté.

2s

de

est  l res t imat ion

SÏUDENT au seuil

de la variance

97,5% avec 80

Bien que très commode ce procédé nrautorise qu'une compêrraison des

résultats numériques pris deux à deux. L'analyse de variance permet par contre

une exploitation globale des résultats ce qui a pour effet d'augmenter la portée

ainsi  que la r ichesse des conclusions.

a) analyse de variance

Après vér i f icat ion de 1'homogénéité des var iances au moyen du test

de BARTLETT, 1e calcul  des camés moyens permet d'exécuter les tests de signi f i -

cat ion relat i fs aux divers facteurs contrôlés.

Les estimations, notées sfr,

des facteurs contrôIés sont consignées

des variances de chaque combinaison i j

dans 1e tableau 7.

TABLEAU 7 : Variance empirique de chaque classe de résultats.

Numéro de 1'édran-
t i1 lon

Le ca1cul de la fonction discrimin"rrte $ à partir de ces données

conduit à Ia valeu" + 
g 2L,44 qui est inférieur" 

"U 
," limite donnée par Ia

loi du khi-deux u,r nirr.",,, de probabilité de 95% avec l-5 degrés de libertj (X,nUrrU)

Le test n 'étant pas signi f icat i f ,  1 'égal i té des var iances a été admise.

I  w.p .P I  o ,oo2s2 l  o ,oorar!  0 ,00107  |  o ,ooss t0,00360 |  o ,oosos  I 0 , 0 0 2 1 7  |  0 , 0 0 1 1 7
Variance

emplrique
S ,

n
i  
o , l . r .  

i  
0 ,00s48 i  0 ,00071

i  
0 ,00468  

i  
0 ,003710,00083 

i  
0 ,00133 

i
0 ,00191  

i  
0 ,00031
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Les carrés moyens ont été calculés à partir des quantités présentées dans

Ie tableau 8.

TABLEAU I : Résultats des titrages après transformation logarithmique et sommes né-

cessaires au calcul  des carrés moyens.

chan t i l l on  
,  

i l é thode

I

I
I

1 ç r J (  ,
I
f Z*r.in l[[f*t,i*
j o (  l i j g (

4

N .  P . P .

M . F .

N .  P .  P .

M . F .

N .  P .  P .

M . F .

N . P .  P .

M . F .

N .  P .  P .

M . F .

N . P .  P .

M . F .

N .  P .  P .

M . F .

N .  P .  P .

M . F .

r':!!t j:1j!-r1 j1'-r j!!'--t:l!l-r1'111t-:'j-'j1t,,,uo,
z,zog l  z ,o tg  |  , , r , ,u  |  , , r r ,  l  r ,uuo |  , ,unn |  ,u ,or ,  I

' jYt j:i]l-ri:!ij-t1-T1-r':1'j-r1'j1'-t-:'j:'j-r.u,,oo
, , rur l  , ,nru l  r ,nr r l r ,nrn l  r ,nrn l r , r ru |  , r ,uo,  I

!!\'t j:!l-r1t'l'-r j:'j1111-i1J11l-:11i-tr,,u,,
, , ro r l  , ,u r ,  |  , , ru ,  | , ,n0 ,  | , , rn ,  | , , r0 , |  ,n , r *  I

1J1'J-11'j-r1J1'-r jfl'--t:!!-r-1 j1'-t-l'j1'j-trr,oru
, ,urn l  , ,uro |  , , ru ,  l r ,uu,  l  r ,ur r l r ,unol  ,u ,ur ,  I hro,r*

1'j1'J-ïï-r-1'j1'-É'j1':1i-r1'j1'-t--:'j1'j-tso,rno
z,r r ,  |  , , ru ,  |  , , r rn I  , , r rn |  , , r rn I  z , roo I  r r ,oo1 |

'-: !! t j :! !- i 1 f 1'- r j-ï -r-1 li- r 1li t - :'j lT- | .,,,, o
, , rool  , , rn ,  |  , , r r ,  |  , , ros I  z , r r ,  |  , ,uno |  ,u , r ro I

: J:l -1'i- f i11i:'il -r-1 I'i- r 1'llt - 11 !'! - t 3 6, e 3 3
l t ,o ru l  , ,ono |  , ,0u ,  l  r ,nuo l : ,ong I  , ,o ru l  ra ,22r  I

| :i11-'il'i-r-1il'-ri:'i1-r-11i- r11it -l':li- r 37, 4zs
l r ,o r r l  , ,o ru  |  , ,o ru  I  , ,00 ,  I  r ,oog |  , ,o ru l  1B,3Bs I

6



Le tableau 9

t i tés est imées par

récapitule les valeurs

ceux-ci conformément au

des carrés moyens ainsi que

modèle dranalyse de var iance
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les quan-

adopté.

Source de
Variance

Facteur A
échantillon

Facteur B
méthode

Somme de
Carés Q

5 , 0 5 0 3 9

o ,07393

5,43247

Degrés de
l iberté i

Carré moyen
q = Q / i

o,72L48

o,07393

Quantité estimée i
par q

l6t t
+ Q æ

A

62 *a ê *oa 6'

Interact ion

A B
o ,01369 lui . u4"

Résiduelt" I o,2tz3z I ro I o,ooeos ifÎ

ÎABLEAU 9 :  Tabl-eau dranalyse de var iance.

Lrabsence dreffet  dû à un facteur contrôlé se vér i f ie en appl iquant Ie

test de SNEDECOR.

. Ainsi  I t inf luence du facteur AB ( interact ion) se contrôle en comparant

Ie  rappor t  Ho= +  =  5 ,L7  à  la  1 imi te  F^  ^ -  (7 ;gO)  =  2 ,1 -5  de  Ia  lo i  de  SNEDECORA U  9 n  
-  
O , 9 5

au seui l  de probabi l i té de O,95 avec respect ivement 7 et 80 degrés de l iberté.

Puisque FAB est supérieur à cette l imite (en fai t  Fgg est même supérieur

U a ' ,ggs  (7 ;8O)  ) ,  Ie  tes t  es t  t rès  s ign i f i ca t i f  e t  1 'ex is tence drune in te rac t ion

entre les facteurs A et B est admise.

.  Lr inf l -uence éventuel le du facteur B (méthode) se contrôIe en comparant
t-

Ie  rappor t  F ,  =  
f i ; -=  

5 ,4O à  la  l im i te  F0 ,95  Q;7)  =  5 ,59 .

Bien que légèrement inférieur à cette limite Fg est néanmoins supérieur
À  t r  (  1  . r ) .* ' 0 , 9 4 5  '  '  '

à 6 % .

Lrinf luence du facteur B sera admise avec un r iÉque dterreur infér ieur
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Le caractère conservateur de ce test peut surprendre mais son manque de puissance

doit être attribué au fait que qg est comparé non pas à la variance résiduelle

mais à la var iance dr interact ion, ce qui a I 'avantage d'augmenter considérablement

1a portée du résultat  :  la conclusion nrétant plus seulement l imitée aux I  échan-

t i l l ons  é tud iés  mais  i l  es t  permis  de  1 'é tendre  à  I 'ensembte  de  tous  les  p ré lève-

ments possibles dont i ls sont issus.

.  Ne répondant pas à une qfrest ion préalablement posée, 1'étude de

l t in f luence du  fac teur  A  (échant i l lon \n 'a  i c i  aucun in té rê t  ma is  i l  es t  év ident

que les échant i l lons nravaj-ent pas la rbme 
"oncentrat ion 

bactér ienne.

b) Importance de Ia surestimation des titres bactériens obtenus par

la quant i f icat ion en mil ieu l iquide.

Le test de SNEDECOR effectué sur le quot ient Fg ainsi  que I 'examen

de la f igure 5 montrent que les t i t res bactér iens est imés par la méthode dr N.P.P.

ont tendance à être légèrement plus éIevés que les est imations provenant du comp-

tage direct des colonies apparues sur mi l ieu gélosé.

Le logari thme décimal du rapport  moyen des est imations données par

chaque méthode est égal à la di f férence *1- 12 où m, et m, désignent la moyenne

ari thmétique des logari thmes de toutes les valeurs trouvées respect ivement avec

la  méthode du  N.P.P.  e t  la  méthode des  membranes f i l t ran tes .

A i n s i ,  i l 1  =  
f f i  

=  Z , B 4 Z  e t  m ,  -  1 6 ' 0 1 2  + - " ' L 8 ' 3 8 5 +.rre

La surestima-df où m, -  ^z = 0,0555 ce qui comespond à un rapport  moyen de 1-,136.

t ion est donc de 14% environ.

Dfautre part ,  un test uni latéral  avec un r isque de 5% bloqué à droi te

réal isé sur la quant i té Z= nh  - f r ^  
:  =2 ,32

z (s2*o sî ,  )
48

2 2
S 

-  
*  6 SIg représente la  var iance dr interact ion du tableau 9où

7

au

de

degrés de l iberté, est s igni f icat i f .  En effet ,  la quant i té /est

seui l  d 'acceptat ion égal à 1,89 donné par Ia table de STUDENT

l iber té .

estimée avec

supérieure

avec 7 degrés

La puissance accrue de ce test uni latéral  met en évidence 1'écart  mr-

12 d'une manière plus nette que lors du test ef fectué sur F!.

Enf in le calcul  de . l 'écart- type de *f-  
%permet 

drétabl i r  que la

surest imation est de 14 f  !  Oy..
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I I  -  3-3 Proport ion drEschericFia col i  parmi les col i formes thermorésistants.

Les résultats des repiquages réalisés pour un certain nombre de cupules

posit ives des essais no 3, 5,  6 et 8,  en vue de conf irmer ou non la présence

des bactér ies Escherichle col i ,  sont consignés dans Ie tableau l-0.

Tableau lOi Résultat  des repiquages visant à conf irmer Ia présence de Escherichia

c o l i .

La valeur khi-deux calculée à part i r  des effect i fs observés et des

effect i fs théoriques obtenus avec 1'hypothèse d'égal i té des proport ions de résul-

ta ts  conf i rmés es t  éga le  à  47 ,28 ,  o r  la  l im i te  supér ieure  du  domaine  d 'accepta t ion

au seu i l  de  probab i l i té  0 ,995 avec  3  degrés  de  l iber té  es t  éga le  à  L2 ,8 .

Le test du khi-deux est t rès signi f icat i f  et  les quatre proport ions

de résultats conf irmant Ia présence dtES_Sherrçb:.a col i  ne peuvent de ce fai t

être considérées comme égales.

L'échant i l lonnage ayant permis le calcul  de ces proport ions s?appel le

échant i l lonnage à deux degrés. La première étape consiste à choisir  un échant i l - lon

d tun i tés  p r ima i res  :  i l  s 'ag i t  des  échant i l lons  d 'eau ayant  é té  à  1 'o r ig ine  de

tests conf irmati fs.  Un sous-échant i l lon d'uni tés secondaires a ensuite été prélevé

dans chaque unité pr imaire sélect ionnée.

Ce sous-échant i l lon est formé par les cupules posit ives repiquées.

La prgportion p- de cupules contenant Escherichia coli peut être estimée par
à o ip = 
;-  

où n est Ie nombre drunités pr imaires et 1es p, désignent les proport ions

de réponses conf irmées calculées à part i r  drun nombre ident ique de cupules pour

chaque indice i .

Echant i l lon

nombre total de cupu-

les repiquées
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Si de plus les unités pr imaires ayant fai t  1 'objet de tests conf irmati fs

sontconsidérées comme étant issues drune populat ion inf inie,  al-ors la var iance de

p s'exprime par la relation rrr(p-) =rt=, 
Ë 

(0, - F)2(cocnnnn, Ls77).

Avant dreffectuer les calculs i I  a été nécessaire d'est imer les propor-

t ions F, à part i r  d 'un même effect i f  de cupules pour chaque indice i .

Le nombre minimal étant 92, Ies données redondantes des essais no 5,6

et 8 ont été él iminées par t i rage au sort  à I 'a ide drune table de nombres au hasard.

Finalement,  les calculs réaI isés avec les rapports 85 ,  59, 71- et 89

92 92 92 92

donnent p g 0,825 et ( \1(ô) =

En conc lus ion ,  la

Escherichia col i  est éga1e à

I I - 4 DTSCUSSION

* Résultats expér imentaux et modèl-e mathématique.

Le  tes t  re la t i f  à  I ' i nd ice  de  d ispers ion  de  F ISHER mont re  que le  modè le

de POISSON semble respecté pour 1es'unités forrnatr ices de colonies ce qui t raduit

par conséquent une bonne homogénéité au sein des pet i ts volumes. Rappelons que

tous  les  t i t rages  on t  é té  réa l i sés  à  par t i r  d 'un  pré lèvement  de  6  mI  de  1 'échan-

t i l lon ini t ia l  et  que les aspirat ions-refoulements qui ont précédé chaque pr ise

de l iquide ont certainement contr ibué à assurer cette homogénéité.

Llrre conclusion analogi:e est formulée par EL-S}iAAP.AI, I I I  et  co11. (1981)

tandis que d'autres auteurs (BREITTMAYER et GAUTHIER, 1979 ;  KAPER et co1I. ,

1978) mentionnent par contre de larges écarts entre les résultats expérimentaux

obtenus par filtration sur membrane et le modèIe théorique de POISSON.

Par ai l leurs, la reproduct ibi l i té des résultats obtenus par le N.P.P.

avec 96 cupules par di lut ion exprimée par le coeff ic ient de var iat ion (12,5%) est

très voisine de la précision théorique égale à L3%. Ceci va dans le sens de I 'af-

firmation précédente et semble également indiquer que les facteurs non contrôlés

(emeurs lors des prélèvements de l iquide, oubl is éventuels de certaines cupules

pendant  l rensemencement ,  var iab i l i té  du  vo lume des  gout tes ,  e tc . . . )  on t  p robab le-

ment un impact relativement faible sur les résultats des quantifications. LÉ pré-

cision de L3% peut par conséquent être considérée comme un paramètre caractéristi-

o ,00555 .

proport ion de cupules posit ives aveô présence de

:  82,5% + 7,5 % pour  le  type d 'eau étudié.
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que de Ia méthode proposée ce qui.  ntest pas 1e cas pour ]a méthode énumérat ive sur

mil ieu géIosé où, i l  faut le rappeler,  la précision présente un caractère aléatoire"

L'ensemble des résultats montre cependant que, sur un grand nombre

de t i t rages'  les précisions des deux méthodes sont très comparables.

Ce dernier point const i tue un progrès essent iel  puisque 1e manque

de précision de ]a méthode quant ique en mil ieu l iquide prat iquée dans les condit ions

habituel les est le pr incipal argument de ses détracteurs.

+

ques de

c_oÆgl1l"r"_de_s_ggac_ent11t_i:nglg!ift_egg1_eg!1aé_es_qg:191 deux techni-

t i t rage.

Les est imations de Ia densité bactér ienne données par la méthode du

nombre le plus probable sont en moyenne plus élevées que l-es mêmes est imations

obtenues par comptage des colonies apparues sur mi l ieu gélosé. La surest imation

es t  vo is ine  de  L4%pour  1 'eau de  r i v iè re  u t i l i sée  dans  ce  t rava i l .

A notre connaissance, tous les auteurs ayant comparé les deux méthodes
(GREEN et LITSKY, 1980 ;  Mac CARTHY et col l . ,  1961- ;  VELZ, LITO ; THOMAS et WOOD-

WARD, 1955) ont constaté Ie même phénomène avec une ampleur var iable selon I 'or i -

g ine  e t  la  na ture  de  I 'eau .

Hormis le fai t  que les microorganismes se développent

faci lement dans un mil ieu r iquide que sur un support  sol ide, les

et LrrsKY (1980) ont montré que la di f férence sembre s 'accentuer

r ies provenant drune eau peu favorable à leur croissance.

La surest imation trouve une autre expl icat ion srappuyant sur I 'exis-

tence drune i .nteract ion méthode - échant iLlon. En effet ,  I 'ampl i tude des écarts

observés  es t  var iab le  d 'un  échant iL lon  à  I 'au t re  e t  ce la  d 'une man ière  t rès  s ign i -

f icat ive. Cette var iabi l i té de l ref fet  méthode selon les échant i l lmsnous suggère

lrargumentat ion suivante :  les var iat ions dans 1es fréquences relat ives des di f-

férentes espèces bactér iennes, qui  peuvent entre autre être inf luencées par des

facteurs cl imat iques ( lessivage des sols par la pluie) ou Ies caractères physico_

chimiques de lreau, sont répercutées sur les résultats par la séIect iv i té préfé-

rent iel le qurexercent 1es méthodes de t i t rage sur les diverses espèces de microorga-

n ismes.

Cette hypothèse est soutenue par Ies résultats des repiquages qui

on t  déce lé  env i ron  L7 ,5% de faux  pos i t i f s .  I1  s 'ag i t  de  co l i fo rmes thermorés is tanrs

autres que Escherichia col i ,  t rès vraisemblablement de K1ebsiel la dont la croissance

semble peu entravée par Ia température de 44oC.

en généra1 plus

travaux de GREEN

pour les bacté-



- 4 -

Ce manque de spécif ic i té nrest pas propre aux t i t rages de type quant ique

car i l  est généralement admis quren col imétr ie sLLr miLieu gélosé 5% environ des

coloni-es sont formées de Klebsiel la.  I1 semble d'après ce pourcentage que le

phénomène soit  plus discret sur mi l ieu sol ide qu'en mi l ieu l iquide dans les condi-

t ions de nos essais.

En outre le test du khi-deux effectué sur les données du tableau L0

montre de manière très signi f icat ive que les proport ions de réponses posit ives

non confirmées ne peuvent pas être considérées comme étant indépendantes

de l 'échant i l lon .  f l  n 'es t  pas  poss ib le  d ré tab l i r  de  façon préc ise  une coméla t ion

entre la proport ion de faux posit i fs et  I ' importance de la surest imation car

Ie nombre drexpériences est t rop faible.  Mais i l  est cependant intéressant de

remarquer que la plus forte proport ion de non conf irmés a été obtenue pour 1'échan-

t i l lon no 5 donnant également Ie plus important écart  entre les t i t res bactér iens

émanant des deux méthodes de numération et que cet échantillon a été prélevé

p€rr un jour de forte pluie. Rappelons enfin que cette étude ne permet pas dans

sa concept ion de connaître I ' importance relat ive de chacune des deux causes évoquées

pour tenter drexpl iquer la di f férence des résul- tats numériques.
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La portée ainsi  que la qual i té de toute étude microbiologique reposent

sur la méthode dréchant i l lonnage. La stratégie de prélèvement doit  être bât ie

en fonct ion des object i fs de Irétude, des contraintes économiques et de surcroît

être adaptée à 1thétérogénéité du mi l ieu hydrique étudié.

La conf igurat ion de cette hétérogénéité se manifeste dans I 'espace

mais aussi dans le temps. Elle ne dépend pas uniquement des caractéristiques

physico-chimiques de lreau mais également de facteurs cl imat iques, biogéographi-

ques et morphodynamiques (pente, v i tesse du courant,  profondeur et débit  de la

r iv ière )  .

De nombreux travaux consacrés à 1'étude de la var iabi l i té spat iale

du plancton et des bactéries en milieu lentique et marin ont montré une tendance

très marquée desmicroorganismes à s 'agréger.

De te l les  assoc ia t ions  on t  é té  décr i tes  à  l ' éche l le  du  mic ron  ( i t  s 'ag i t  par

exemple de lradsorpt ion des bactér ies par des part icules en suspension) (SEKI,

1968; SOROKIN, 1970 ;  WILLIAMS, 1970),  du cent imètre (ASHBY et RHODES-ROBERTS,

L976) ,  du  mèt re  (PALMER et  co I l . ,  L976)  e t  même du k i lomèt re  (PLATT e t  co l l . ,

1 9 7 0 ) .

L 'augmenta t ion  de  f  incer t i tude  drune es t imat ion  awde là  de  1a  préc is ion

propre à Ia méthode de t i t rage provoquée par I 'hétérogénéité ne va pas sans poser

de problèmes lors de I 'extrapolat ion à de grandes masses dteau de résul- tats généra-

lement obtenus à part i r  d 'échant i l l -ons dont le volume est inf iniment plus restreint.

En étudiant L ' importance relat ive des var iat ions spat iales et temporel les

du zooplancton dans un lac phi l ippin, LEWTS (1-978) insiste sur la nécessité d'étu-

dier simultanément les composantes temps et espace pour la compréhension globale

de 1rhétérogénéité.  Ainsi  Ia relat iv isat ion des diverses sources de var iat ion

fai t  non seulement part ie intégrante des caractér ist iques propres d'un mi l ieu

hydrique mais doit  également servir  de base de réfêrence pour la mise au point

drune stragégie de préIèvement.

L 'é tude sér ieuse du  cont rô Ie  de  la  po l lu t ion  drun  cours  d 'eau dans

des condit ions opt imales est à ce pr ix !

Dans les chapitres suivants seront considérées successivement :

-  des général i tés sur Ia répart i t ion spat iale des individus d'une populat i -on,

-  Ies causes d'emeur dans 1'analyse des échant i11ons,

- l rhétérogénéité spat io-temporel le d'un mi l ieu hydrique,

- Ies variations journalières des concentrations bactériennes.
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INDIVIDUS DIUNE POPULATION

I . 1 DIFFERENTES CONF'IGURATIONS POSSIBLES.

La répart i t ion des individus d'une populat ion dans 1'espace à deux

ou trois dimensions est condit ionnée par de nombreux facteurs dont l t importance

re la t i ve  var ie  se lon  I 'espèce cons idérée.

Dans le cas part icul ier des bactér ies, Ie rôle prépondérant de la

charge part iculaire de 1leau a déjà été évoqué dans Ia première part ie de ce

travai l  pour ce qui concerne Ia conf igurat ion de 1'hétérogénéité microscopique

de la distr ibut ion des microorganismes.

Malgré leur grande diversi té,  les distr ibut ions possibles des indivi-

dus drune populat ion peuvent être dist inguées en trois modèles pr incipaux i l lus-

trés par la f igure 6 où sont représentées dans I 'ordre :  une répart i t ion réguI lère,

une répart i t ion au hasard et enf in une tendance à 1'agrégat ion des individus

dans I 'espace.

Cette représentat ion schématique a le méri te de concrét iser et de permettre une

meil l -eure appréhension des problèmes soulevés par l rexistence d'une hétérogénéité

dans la répart i t ion des êtres vivants dans le mi l ieu naturel .  Notons qu' i l  peut

y avoir  coexistence et imbricat ion, à des écheI les di f férentes, des trois modèles

de la  f igure  6 .  L 'ex tens ion  de  ces  modèIes  à  I 'espace t r id imens ionne l -  es t  a isée ,

e t  dans  le  cas  drun  mi l ieu  hydr ique i I  es t  lo is ib le  d ' iden t i f ie r  les  po in ts  à

des unités formatr ices de coloni-es.

Si l rhétérogénéité microscopique des populat ions bactér iennes se conçoit

relat ivement bien, des représentat ions analogues avec des taches plus ou moins

sombres selon Ir importance de la concentrat ion en microorganismes peuvent être

imaginées pour J-r i l lustrat ion de lrhétérogénéité macroscopique d'un mi l ieu hydrique.

Comme cela a déjà été prat iqué au chapitre I I  de la première part ie,

le calcul  du coeff ic ient de dispersion de FISHER à part i r  des résultats expéri-

mentaux d'un échant i l lonnage faci l i te le choix drun modèle de distr ibut ion spat iale

des individus de la populat ion étudiée.

Une exploi tat ion stat ist ique des résultats nécessite quelquefois la

connaissance et Ia formulation de Ia loi de distribution, au sens mathématique

du terme, suivie par le nombre d' individus présents dans un échant i l lon de tai l le

déterminée.
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Figure 6 :  Représentat ion schématique de trois modèles de répart i t ion spat iale

des  ind iv idus  d 'une popu la t ion  (d 'après  POOLE,  L974) .

Ainsi la loi de POISSON comespondant à la répartition au hasard des

individus dans lrespace est t rès souvent ci tée comme hypothèse de base servant

au calcul  en microbiologie.

Le modèle de POISSON, qui const i tue en fai t  un cas très singul ier

intermédiaire entre une dispersion régul ière et une tendance à l ragrégat ion des

individus dans Irespace, semble adapté à la distr ibut ion spat iale des unités

formatr ices de colonies à condit ion toutefois que les volumes de l iquide soient

pet i ts et homogénéisés.
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Le problème est plus dél icat lorsque la densité bactér ienne est var ia-

ble selon le lieu de prélèvement. Cependant dans un travail remarquable ayant

permis une strat i f icat ion du lac ERIE en zones ayant sensiblement le même t i t re

bactér ienrEL-SHAARAIIJI  et  col I .  ( fgAf )  ont montré I ' intérêt de la distr ibut ion

binomiale inverse pour 1a descript ion de l thétérogénéité bactér ienne en l imnologie.

1 - 2 MISE EN EVÏDENCE DE LIHETEROGENEITE

Lrimbricat ion possible des modèles d'hétérogénéité à des échel les

dif férentes pose le problème du choix de la tai l le des échant i l lons pour la compré-

hension de la structure hiérarchique. La f igure 7 tente de faire ressort i r  I ' impor-

tance de 1a géométr ie de l 'échant i l lon pour la mise en évidence d'une hétérogéiréi té

d 'éche l le  dé terminée.

En effet ,  un échant i l lonnage réal isé sur la populat ion représentée

à la figure 7 par des prélèvements de taille A ferait apparaître au travers de

la var iance dressais répétés une hétérogénéité très marquée.

Par contre I 'ut i l isat ion dréchant i l lons de tai I Ie B indiquerai t  une

dispersion régul ière des individus dans I 'espace et ceci  malgré une forte tendance

à I 'agrégat ion .

Draut re  par t ,  s i  une hé térogéné i té  peut  ê t re  déceIée  par  l ru t i l i sa t ion

dréchant i l lons de tai l le adéquate, i l  est également possible d'entreprendre une

recherche systématique de Ia conf igurat ion de cel le-ci  par un échant i l lonnage

à plusieurs degrés dont les préIèvements aux di f férents niveaux sont prat iqués

par des échant i l lons de cal ibres décroissants.

Toute augmentation significative du carré moyen associé à un niveau

déterminé de 1réchant i l lonnage traduit ,  erreurs de nanipulat ion exclues, Ia pré-

sence drune agrégat ion dr échel le correspondante.

C'est en appl iquant ce pr incipe que divers auteurs orÈ pu formuler

des hypothèses concernant la conf igurat ion de I 'hétérogénéité spat iale du planc-

ton et des populat ions bactér iennes en mil ieu marin ou lent ique. En part icul ier

lors d'une étude sur la var iabi l i té spat iale de très grande échel le du phytoplanc-

ton marin côt ier,  PLATT et col l .  (L97O) ont montré que la var iance interstat ion

calculée pour 1O points de prélèvement augmentait drabord rapidenent pour ensuite

se stabi l iser alors que paral lèlement Ia zone de préIèvement étai t  progressivement

é la rg ie  de  0 ,2  à  env i ron  L4  km2.  De p lus  l ré tude de  I 'au tocor ré la t ion ,  après
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Tai l le  A

Tai l - l -e  B

Figure 7: Mise en évidence.de I 'hétérogénéité et tal l le des échant i l lons

( d ' a p r è s  P O O L E ,  L 9 7 4 ) .

extract ion drune tendance l inéaire très nette, des valeurs numériques drune série

de 80 échant i l lons régul ièrement prélevés le long d'une radiale de huit  mi l les

marins leur a suggéré le modèIe de taches circulaires dont le diamètre moyen

semble être 0,5 mi1le marin avec un espacement du même ordre de grandeur.

La dynamique des masses d'eau rendant une tel le approche di f f ic i le

en potamologie, Ia déterminat ion de façon précise des paramètres géométr iques

de I 'hétérogénéité bactér ienne dans un cours dreau ne sera pas envisagée dans

Ie  cadre  de  ce  t rava i l .  Par  cont re ,  l raccent  sera  mis  sur  Ies  e f fe ts  de  I 'hé téro-

généité quant à l t incert i tude des est imations et cela pour des échant i l lons de

ta i l le  f i xée .
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CHAPITRE II : ETUDE EXPERIMENTALE DE QUEtQttES CAUSES DTERREUR DANS LTANALYSE

DES ECHANTILLONS.

Parmi les nombreux facteurs suscept ibles d' j -nf luencer le résultat

d ' u n  t i t r â g € ,  q u a t r e  s o u r c e s  d e  v a r i a t i o n  ( m é t h o d e , m a n i p u l a t e u r ,  i n t r a -

échant i I lon, interéchant i l ton )  ont plus part icul ièrement retenu notre attent ion.

Aussi un plan d'expérience a été conçu de manière à pouvoir  répondre aux quest ions

suivantes :

.  La var iance résidue1le des résultats numériques est-el le en accord avec Ia

variance théorique de la méthode de t i t rage ut i l isée ?

Cette comparaison permet notamment d'apprécier Ie rôle joué par Irensemble

des facteurs non contrôlés et const i . tue drune certaine facon un cr i tère

de qual i té quant au bon déroulement de 1'expérience.

.  Les résultats sont- i ls indépendants du manipulateur ?

. Existe-t- i l  des di f férences signi f icat ives entre les densités bactér iennes

des sous-échant i l lons issus d'un même f lacon (var iat ion intraéchant i l loru)?

. Enf in,  les concentrat ions bactér iennes trouvées pour plusieurs échant i l lons

préIevés successivement au même endroi t  de Ia r iv ière à la surface de

l reau,  peuvent -e l les  ê t re  cons idérées  comme éga les  (var ia t ion  in te réchan-

t i l l o n )  ?

Lrappréciat ion de la contr ibut ion relat ive de chacun de ces quatre

facteurs potent iels de var iat ion à l remeur globale est possible par l 'étude

des composantes de var iance. Une tel le démarche est,  par ai l leurs, nécessaire

pour tenter dropt imiser Ie protocole analyt ique.

II - ]- MATERIEL ET I',IEIHODES

La technique de t i t rage par 1a méthode du N.P.P. sur plaques de micro-

t i t rat ion ainsi  que le matér iel  ut i l isé dans cette expérience ont été ident iques

à ceux décri ts au paragraphe I I-1-3 de Ia première part ie.

L'exploi tat ion stat ist ique des résultats a été réa1isée par analyse

de Ia var iance et la signi f icat ion des effets des di f férents facteurs contrôlés

a été vér i f iée par le test de SNEDECOR.
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Ne disposant que de deux degrés de l iberté pour I 'est imation de la

variance comespondant à chaque combinaison des facteurs contrôlés, ce qui est

insuff isant pour l rappl icat ion du test de BARTLETT, I 'homogénéité des var iances

a é té  vér i f iée  au  moyen du  tes t  de  COCHRA*. :E- : : tnc ipe  de  ce  tes t  cons is te  à

comparer la valeur numérique du rapport g =.}-4} oir S-max désigne 1a plus

I%'
h

forte des est imations Sf aes var iances des di f férentes classes de résultats,  à Ian
I imite supérieur.  gFqdu domaine d'acceptat ion pour un r isque dremeur de première

espèce{ donné. L'hypothèse d'égal i té des var iances est acceptée lorsque g est

infér ieur à cette l imite.

T I  . 2 PROTOCOLE EXPERITIENTAL

Trois échant i l lons de 500 ml d'eau ont été prélevés au même endroi t

de la r iv ière dans un interval le de temps ne dépassant pas 3 minutes ( temps né-

cessaire au rempl i-ssage successif  des f lacons ) .

Trois manipulateurs ont analysé chacun de ces trois flacons conformément

au protocole représenté par la f igure 8.

Chaque manipulateur a extrait trois sous-échantillons de 1mI de chaque

échant i l lon de 5OO mI (  soi t  au total  9 sous-échant i l lons par manipulateur )  .

Tout prélèvement de l iquide a été précédé drune homogénéisat ion par 10 retourne-

ments du f lacon.

Chaque sous-échant i l lon a été introduit  dans 9 mI dreau physiologique

stér iLe et deux autres di lut ions à 1O-2et 1o-3ont été préparées de manière analogue.

La sér ie de di lut lons ainsi  obtenue a permis l rensemencement de 3 plaques

de microt i t rat ion à raison de 32 cupules par plaque et par di l -ut ion. Ceci nous

a conduit à distinguer sur chaque plaque 3 zones, comespondant aux 3 niveaux

de di lut ion'  dont les l imites ont dû être préalablement matér ial isées. Tout sous-

échantillon de l- mI a ainsi été associé à un ensemble de trois plaques donnant

chacune une est imation de sa concentrat ion bactér ienne par Ia méthode du N.p.p.avec

32 cupules par niveau de dilution.

Par ai l leurs, af in de minimiser une éventuel le dérive de la densité

bactér ienne dans le temps et dans le but de rendre son act ion aléatoire, Ia pro-

gression suivante a été adoptée par chaque manipulateur :



_s3_

Figure 8 :  Schéma du protocole expérimental  appl icable à chaque manipulateur

e t  pour  chaque échant i I lon .

32xO , O5ml

9 m l

échant i l lon

32x0 ,  05

32xO , O5rn1

32xO , O5m1

3 2 x O , 0 5  m L

3 2 x 0 , 0 5  m l

3 2 x O , 0 5  m l

3 2 x O , O 5  m 1

32xO ,05
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- dans un premier temps tous les sous-échant i l lons ont été prélevés (soi t  9
par manipuLateur) puis les dirutions ont été préparées

- ce nrest quraprès ces deux opérat ions que chaque manipulateur a procédé

aux ensemencements à partir des 9 séries de dilution dans un ordre donné
par une table de permutations de g nombres au hasard.

De p1us, Ie temps srécoulant entre le moment des prélèvements dans
Ie mi l ieu naturel  et  Ia f in des manipulat ions nla pas dépassé 3 heures.

Après lecture et calcul  des résultats comme décri t  au paragraphe I I-1-3
de la première part ie,  27 indices N.P.P. ont été obtenus pour chaque échant i l lon
(3 est imations de la densité bactér ienne pour chacun des 3 sous-échant i l lons
prélevés par chacun des 3 manipulateurs).

Les valeurs ainsi  obtenues ont fai t  I 'objet drune transformation logari thmique
pour être soumises à lranalyse de variance conformément au tableau 1-1 après véri-
f icat ion de 1'égal i té des var iances par re test de cocHRAN.

Le modèIe adapté à cette expérience est un plan mixte comprenant 3
facteurs contrôlés avec répét i t ions. Les trois facteurs contrôIés :  échant i l lon,
manipulateur et sous-échant i l lon, notés respect ivement A, B et C interviennent
chacun avec 3 modal i tés aléatoires. Les facteurs A et B se combinent factor iel l_e-
ment,  par contre, chacune des modal i tés k de C est associée à un ensemble AiBj
dé terminé.  Les  no ta t ions  u t i l i sées  dans  Ie  tab leau 11  se  soumet ten t  aux  règ les
données au paragraphe II - 2 de la première parti.e.
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TABTEAU 11 :  Tableau dranalyse de var iance.

II -3 RESULTATS

Le tab leau lh .  donne les  t r ip le ts ,  e t  les  ind ices  N.P.P.  assoc iés ,

Issus de chaque titrage ainsi que la concentration bactérienne exprimée en nombre

de germes par ml de l 'échant i l lon ini t ia l .

D'emblée i l  apparaît  que le résultat  de Ia première répét i t ion du

deuxième sous-échantillon préIevé dans le flacon no 1 par Ie troisième manipulateur

est aberrant :  la concentrat ion bactér ienne est imée par 1e tr ip let  32-28-LB

étant 6 à 7 fois supérieure aux deux autres essais réalisés dans les mêmes condi-

t ions. Sans quri l  soi t  possible de donner les raisons précises de cette anomalie,

due vraisemblablement à une emeur de manipulat ion, le résultat  douteux a été

rejeté. Le remplacement de Ia donnée manquante par Ia moyenne géométrique des deux

autres t i t rages effectués sur le même sous-échant i l lon a entraîné Ia perte d'un

degré de l iberté pour les var iances totale et résiduel le dont les est imations

respect ives reposent dorénavant sur 79 et 53 degrés de l iberté.

SOURCE DE
VAR IA T ION

i  OEGRES OE i
luraenrel  I

QUAI IT lT I  EST I I . IEE

a/ùI  soure DES cARRES

FACTIUR A

é c h a n t i l l o n i o^ =r4({,, --*)' 6i ..4 . ndl, .rr4
FACÏEUR B
m a n i p u l a t e u r aB s\  ( f f  - ;  ) ' i ei 4. s61s ."rG\

INTERACTION
A B ors€i { ,ç-C.*r..t, ' l

2 2 2
86r, s 60,

FACTEUR C

sous -échan t i  I  l on i*-'TTT,ç-ïï.)'
2 2

6^ .*6c

RESIDUELLE i '-= Ti4F'',;n* -Ç)' 2

6-

TO TAL E
I r,=T T FF,iiko.- t,' I
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Lranalyse stat ist ique des résultats transformés par Ia fonct ion logari thme

décimal srest déroulée de la manière sui-vante :

.  Après vér i f icat ion de 1'homogénéité des var iances par le test de COCHRAN,

Itanalyse de var iance a été menée en calculant dans un premier temps les

carrés moyens correspondant aux divers facteurs étudiés puis en exécutant

les tests de signi f icat ion relat i fs à ces facteurs dans l- 'ordre imposé

par le tableau d?analyse de var iance.

* Véri f icat ion 1._l_L"goegl"_LtÉ_9t=_tgtte!Sex.

Le calcul  du

consignées dans le tableaulr t '

valeur étant inférieure à la

un r i sque éga l  à  0 ,05  (gO,gS

* Calcul des camés .LoJSnl

2
S-max _zrapport g = 1-2- à partir des estimations S--
è-sh n
n . o.ug7conduit  à Ia va Ieur g =f f i  â.0,1-928 .  Cette

l imite supérieure du domaine dtacceptat ion pour

=  O,22) ,  1 'éga1 i té  des  var iances  a  é té  admise .

rJe carre

des sommes figurant

dans Ie tableau L3.

moyen associé à

sur le tableau

chaque facteur contrôlé a été calculé à partir

12b. Les valeurs ainsi obtenues sont résumées

Æ1Ls_€_sjegf Lr"=!i_gt

Lrabsence dref fet  dû à un facteur  contrô lé se vér i f le  en appl iquant  Ie test

de SNEDECOR.

Le rapport  Fc = pa = 0,95 étant infér ieur à 1, Ie test relat i fr ! R

au facteur C (sous-échant i l lon) est non signi f icat i f .  Les mesures fai tes ne per-

mettent pas drévaluer Ia contribution des fluctuations du facteur contrôlé C
à la var iance globale mais ces f luctuat ions seront jointes à Ia var iance résiduel le
dont une nouvelle estimation avec 71 degrés de liberté est donnée par la quanti-

ré:
0,45OOO + 0t

q
R 53 + l-8

L4570 = goo839
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T A B L E A U  1 3  :  T a b l e a u  d ' a n a l y s e  d e  v a r i a n c e .

.  D'autre part, le rapport Fte = + = L,O7 est inférieur à la l imite
q R

F^ ^ -  (a  ;71)  !  Z ,5O donnée par  la  lo i  de  SNEDECOR ;  I 'ex is tence drune in te rac t ion
u r Y c

entre les facteurs A et B ntest donc pas mise en évidence.

Cette interact ion, quJ- ne trouve d'ai l leurs aucune just i f icat ion,

joue le rôle drun facteur non contrôlé. Ces f luctuat ions se conjuguent avec

cel les des autres facteurs non contrôlés pour about ir  à la var iance résiduel le

dont  le  quot ien t  qR, , ,=  O '5957O + O '03578 =  O,OOB42 cons t i tue  désormais  une es t i -
7 L + 4

mation avec 75 degrés de l iberté.

.  FB - 0 '01-1-53 = L,37 valeur infér ieure à Ia l imite donnée par Ia table
o ,00842

de SNEDECOR r  F0 ,95  (  2 ;75)  !4  3 ,13 .

Source de
variation Somme de camés O

I
-,) , carré

' lmoyen Q/i
Quantité estimée

Par Q/ù = q

Facteur A
échantillon

o ,14556 2 o,07278 6fr.t6?1n 6fl,2262o

Facteur B
manipulateur

o,02306 I
lo ,orru,
I

I

I

6fr. s 6!+s6f,.22fi

Interact ion

AB
o,03578 4 o,00894 6;. e fi.seÇ"

Facteur C
sous-échantillon o , L 4 5 7 O 18 0,oo8o9 6?. t 6?

Rés idue l r " lo ,45ooo lu t
t l

o ,00849 d

Totale o,8oo1o 79
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Bien que I t inf luence du facteur B n'ai t  pas été mise en évidence, Ia composante

de variance associée à I 'ef fet  manipulateur est est imée p." Sî = O,OOO12 ce qui

correspond à un coefficient de variation logarithmique de 2,5%.

. Enf in,  I ' infruence éventuel le du facteur A (échant ir lon

en comperant la fonct ion discr iminante F6 -Ql =8,64 à Ia valeur^ i l

q R

Les cal_culs reposent sur l rhypothèse de normal i té

ra densité moyenne et les l imites de conf iance sont obtenues

à part i r  des camés moyens appropriés extrai ts du tableau 13.

) se contrôIe

F O  
,  S S  

(  2 ; 7 5 )  s 3  ,  1 3 .

Dépassant largement cette l imite,  la quant i té FA est même supérieure à FO,gg5(2;75)
= 5'7Q ce qui traduit de façon très significative une différence dans Ia concen-

trat ion bactér ienne des trois échant i l lons. Le coeff ic ient de var iat ion logari thmi-
que calculé à partir de Ia composarrte de variance associée au facteur A vaut

approximativement 11%.

Le tableau l-4 donne les est imations de 1a concentrat ion bactér ienne

de chaque échant i l lon ainsiqurune est imation de la densité bactér ienne globale
pour  la  r i v iè re .

du logarithme de

par la loi  de STUDENT

TABLEAU 14: Concentrat ion bactér ienne moyenne de chaque échant i l lon et est imation

de la charge bactér ienne de la r iv ière.

Est imation de Ia concentra- l
t ion bactér ienne par ml.  I

Limites d "un intervalle
de confiance à 95 %

Echanti l lon 1 875 I aoo 950

Echant i l lon 2 829 | 764 900

Echant i l lon 3 696 642

592

756

LO72Rivière 797
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1 r -4 DISCUSSION

te résultat  numérique de tout t i t rage bactér ien est entaché d'une

incert i tude qui peut être considérée comme la résuLtante des effets de plusieurs

sources de variation plus ou moins importantes et que nous avons tenté de mettre

en évidence.

Nous examinerons successivement la variabilité inhérente à la métho<ie

de t i t rage, I ' inf luence du manipulateur puis les var iat ions intra et interéchan:-

t i l l o n .

a) Jncert i tude l iée à la méthode de t i t rage

La variance résiduel le,  qui  ref lète en quelque sorte la précision

de la méthode de numérat ion, se traduit  par un coeff ic ient de var iat ion éga1
à 27,5% alors que Ia précision théorique comespond approximativement à 22,7%.
La simi l i tude de ces deux valeurs conf irme la conclusion déjà formulée dans Ia
première part ie.  En effet ,  la méthode du N.P.P. se dist ingue par une variance
propre qui ne dépend, en première approximation, eue du nombre n de cupules ino-
culées à chaque niveau de di lut ion.

b) Inf luence du manipulateur

Aucune di f férence signi f icat ive entre les résultats émanant des trois
manipulateurs n'a pu être mise en évidence. La faibte valeur du coeff ic ient de
variat ion associé à ce facteur (2,5%) montre que l , incert i tude sur le résultat
éventuel lement engendrée par I ' ident i té du manipulateur est vraisemblablement

t rès  fa ib le .

Au cours d'une expérience à but simi laire réal isée avec la méthode
de numérat ion sur mi l ieu gélosé, BRETTTMAYER et GAUTHIER (Lg7g) ont montré que
Ie manipulateur peut introduire un biais relati-vement important ( 3S%).

La formuLation drune conclusion s 'appuyant sur ces deux expériences
isolées et v isant à exploi ter leurs résultats fort  di f férents n'est pas souhaita-
b 1 e .

Cependant il convient de souligner

la méthode quant ique en mil ieu l iquide enlève

des résultats ce qui nrest pas toujours le cas

apparues sur ni l ieu géIosé.

que la netteté des réponses pour

toute subject iv i té au comptage

lors du recensement des colonies
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c) Variat ion intraéchant i l lon,

Le  p lan  d 'expér ience nra  pas  déceIé  de  var ia t ion  in t raéchant i I lon ,

ce  qu i  dénote  I 'absence d thé térogéné i té  de  pe t i te  éche l le  percept ib le  à  l r in té r ieur

des f lacons. Mais Ie caractère ponctuel de cette expérience ne se prête guère

à la général isat ion de ce résultat .  Des travaux réal isés sur des eaux marines
(ASHBY e t  RHODES-ROBERTS,  L976,  KAPER e t  co l l . ,  1978)  a ins i  qu 'en  fac iès  ten t ique
(KOSINSKI et col l  . ,  LgTg; PALMER et col l  . ,  Lg76) montrent la présence dans ces

eaux de micropopulat ions bactér iennes dont la tai lLe est de l rordre du cent imètre.

A  no t re  conna issance,  ces  mic ropopu la t ions ,  dont  1 'o r ig ine  es t  ma l

connue et dont I 'observat ion est probablement étroi tement l iée à la qual i té de

Irhomogénéisat ion précédant 1a pr ise des sous-échant i l lons, nront pas été mention-

nées  en  mi l ieu  lo t ioue.

Not re  expér ience ne  permet tan t  nu l lement  d ren  re je te r  I 'ex is tence,

Ie problème soulevé par cette hétérogénéité de pet i te échel- Ie sera de nouveau

abordé ul tér ieurement.

d) Variat ion interéchant i l lon

Le test relatif au facter.r échantillon fait apparaître une rée1le diffé-
rence de la densité bactér ienne entre les trois f lacons et cela drune manière
très signi f icat ive. Ce résuLtat témoigne une hétérogénéité du mi l ieu hydrique
cons idéré  dont  I réche l le  n ra  r ien  de  commun avec  ce l le  des  mic ropopu la t ions  précé-

demment évoquées.

Les chi f f res du tableau 14 montrent que les nombreux t i t rages réal isés
permettent une très bonne connaissance des taux bactér iens au sein de chaque
échant i l lon. 11 en est tout autrement lorsque I 'est imation est étendue à Ia con-
centrat ion bactér ienne moyenne de la r iv ière au moment des prélèvements :  cel le-
ci  est en effet  est imée à 797 germes par mi l l i l i t re avec des l imites de conf iance
à 95 % respect ivement égales à 592 et LO72 microorganismes par ml.  La médiocr i té
de la précision du résultat  malgré le nombre important de t i t rages pr is en compte
(au nombre de 80 l)  susci te l 'étonnement et semble tenir  du paradoxe.

Bien que ce point n 'ai t  pas été le but de cette manipulat ion, i l  apparal t
c lairement qu'un tel  protocole analyt ique nrest absolument pas adapté à l rétude
de 1ré ta t  de  po l lu t ion  bac tér ienne de  la  r i v iè re .
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Ltexpl icat ion de ce phénomène, bien connu desstat ist ic lens, se trouve

dans les considérat ions suivantes.

Si r indices N.P.P. sont obtenus à part i r  de chacun des sous-échant i l - Ions

prélevés dans p échant i lLons de lreau à analyser à raison de q sous-échant i l l -ons

par f1acon, l 'échant i l lonnage ainsi  mené comporte trois degrés dont chacun apporte

sa contr ibut ion à la var iance totale. Lr incert i tude associée au résultat  drun

t i t rage dépend dans ce cas de plusieurs sources de var iat ion emboftées 1es unes

dans les autres. Ainsi  les effets de I 'hétérogénéité interéchant i l lon se superpo-

sent à la var iabi l i té caractér isant I 'hétérogénéité intraéchant i l lon dans laquel le

viennent enf in s ' imbriquer les f luctuat ions inhérentes à la technique de t i t rage.

Le calcul  montre que la

estimée par la moyenne géométrique

Si ; désigne la moyenne

brutes, variance de i, notêe 6'

6__
X

Lrexamen de la formule (5) montre qu'une augmentat ion des nombres

et r provoque 1a diminution A" f2 et par conséquent une amélioration de la
précision. Si  cette renerrque peutxsembler évidente, plus intéressant est de
tater que pour un nombre totar p q r  dr indices N.p.p. oonné,d3 esr minimsf

X
que q et r sont tous deux égaux à 1.

Le protocole le plus efficace consiste donc à pratiquer un titrage unique sur
1e plus grand nombre possible dtéchant i l lons. I I  serai t  par contre peu judicieux

de mult ipl ier les t i t rages à I ' intér ieur de chaque f lacon. Une tel le démarche ne
manquerait pas de procurer une bonne connaissance de leur concentration bactérien-
ne mais l rextrapolat ion des résultats à l rensemble de la r iv ière r isque drabout ir
à une est imation dont Ia précision nrest pas à la hauteur des moyens mis en oeuvre.
Cette dispari té est accentuée lorsque 1rhétérogénéité du mi l ieu hydrique est
notable et s i  de surcroît  re nombre d'échant i l lons est l imité.

densité bactér ienne de 1a r iv ière est alors

des résultats de tous les t i t rages.

arithmétique des logarithmes de ces données

, est donnée par Ia relat ion (5)1 a

2

(s)

I

où Q inter,

de variance

t i t rage.

2

-.Ointer
p

2

O intra

inter et

2 x

$ intra
pq

2

*  Q  N . L P .
pqr

(SNEDECOR et

2./
e t  O N.P.P.  représenten t  respec t ivement

intraéchant i t lon et la var iance propre à Ia

c o c H R A N , 1 9 5 7 )

Ies composantes

méthode de

P '  q

cons-

lors-
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Sri l  est maintenant acquis que les répét i t ions doivent se faire de

préférence sur les unités pr imaires c I  est-à-dire les échant i l lons prélevés dans

le mi l ieu naturel ,  des considérat ions de coût posent le problème sous un angle

nouveau car la solut ion préconisée nrest pas forcément la moins onéreuse.

Par ai l leurs, la connaissance des composantes de var iance caractér isant

les f luctuat ions à chaque niveau de 1'échant i l lonnage permet :

-  drune part ,  de chi f f rer l r incidence du protocole analyt ique sur Ia

préc is ion  des  es t imat ions ,

-  d rau t re  par t  d ren  env isager  l rop t im isa t ion  compte  tenu drune fo rmula-

t ion exacte des coûtscomparés des di f férents plans possibles.

Une réponse expl ic i te à ces quest ions pour le moment prématurées ne

sera développée qu'ul tér ieurement lorsque des est imations plus f iables des compo-

santes de var iance seront disponibles. Aussi les expériences à venir  tenteront-

el les, entre autres, d 'appréhender de manière plus précise I ' impact que peut

exercer l rhétérogénéité du mi l ieu naturel  sur les résurtats.
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CHAPITRE III : ETUDE EXPERII'MNTALE DE LIHETEROGENETTE SPATIO.TEMPORELLE D'UN

MILIEU HYDRIQI'E.

Ce chapitre aborde simultanément 1'étude de I 'hétérogénéité dans lrespa-

ce et dans le temps de Ia concentrat ion bactér ienne d'un mi l ieu hydrique part icu-

l ier en faciès lot ique.

D'emblée i l  faut soul igner la di f f icul té que soulève quelquefois la

dist inct ion entre les var iat ions spat iales et temporel les de 1a qual i té bactér io-

logique d'une eau de r iv ière. Ainsi  une hétérogénéité à 1'échel le ki lométr ique

est pour une large part solidaire des caractéristiques morphodynamiques du cours

dreau. Mais en adoptant par Ia force des choses une présentat ion l inéaire, cette

hétérogénéité peut aussi se manifester en un endroit fixé par des fluctuations

dans le temps.

De plus, l rhétérogénéité spat iale peut présenter un caractère f ixe

et permanent imputable au si te,  et  à une échel le moindre un aspect instantané

et  imprÉv is ib le  l ié  aux  tu rbu le .nces  de  l reau.  C 'es t  pourquo i ,  la  poss ib i l i té  d 'une

variat ion dans la concentrat ion bactér ienne selon le l ieu de préIèvement et Ie problème

des variations inten et inbaéchantillon ont été envisagés dans cette étude sur une por-

t ion très l imitée du cours d'eau. L 'étudede I 'hétérogénéité dans Ie tempsaétê l imitée

à la mise en évidence de f luctuat ions journal ières et horaires des taux bactér iens

sans prétendre pour le moment réal iser une étude précise de ces var iat ions. La

connaissance de I ' importance relat ive de tous ces facteurs de var iat ion doit
permettre d'une part  de saisir  globalement et drune manière plus complète les di f-

férents aspectsde l thétérogénéité bactér ienne du cours dreau et dtautre part

de poser clairement et en connaissance de cause des questions motivant éventuelle-

ment de nouveLles expérimentat ions.

III - ]- MATERIEL ET I\GTHODES.

II I  -  L-1- SitYat ion des points de préIèvement et col lecte des échant i l lons.

Les échant i l lons ont été préIevés à Ia surface de I 'eau à 6 mètres
environ de la berge dans des f lacons en veme de 5OO ml préalablement stér i l isés
à  l rau toc lave  e t  f i xés  à  r 'ex t rémi té  d rune canne r ig ide .

Trois points de préIèvement espacés de 150 m environ ont été choisis
Ie long du canal dérivé de la Moselle alimentant la centrale thermique de Ia MAXE
en eaux de refroidissement.
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Lrentrée du canal est s i tuée à 60O m environ en aval de la stat ion drépu-

rat ion biologique de Ia vi l le de METZ.

La figure 9 donne la position des points de prélèvement désignés par

les let tres A,B et C ainsi  qu'une représentat ion schématique du si te.

Les échantillons ont été ramenés au laboratoire à température ambiante

pour être soumis à I 'analyse immédiate.

Le temps srécoulant err tre Ie début de la col lecte et 1 'amivée des f la-

cons au laboratoire nta jamais dépassé 45 minutes.

III L-2 Numération des coliformes thermorésistants et analyse statistique des

résu l ta ts .

Les t i t rages bactér iens ont été réal isés par la méthode du N.P.P sur

plaques de microtitration conformément à la description qui en a été donnée en

première part ie,  paragraphe I I-1-3.

Lrexploi tat ion stat ist ique des t i t res bactér iens a été effectuée par

analyse de la var iance après vér i f icat ion de Irhomogénéité des var iances par Ie

test de COCHRAN dont le principe est exposé au paragraphe II-1- de Ia deuxième par-

t ie .  L rabsence d 'e f fe t  dû  à  un  fac teur  cont rô lé  a  é té  vér i f iée  par  le  tes t  de

SNEDECOR.

I I I - 2  P R O T O C O L E E X P E R T M E N T A L .

Deux prélèvements (gfr  et  15 h) ont été réal isés au cours de 5 journées

choisies pendant la période du 15 mai au 15 juin 1981. Cornpte tenu des disponibi-

I i tés du laboratoire, Ies dates suivantes ont été retenues :

lundi LB mai,  mardi 26 mai,  vendredi 29 mai,  lundi 1-er juin et vendredi 5 juin.

Au cours de chaque prélèvement un échant i l lon de 5O0 ml dreau de r iv ière

a été recuei l l i  à chacun des trois endroi ts désignés par A,B et c.

La colrecte a toujours été exécutée dans lrordre c,  B puis A (en remon-

tan t  le  courant ) .

Chaque f lacon a fai t  I 'objet d 'un double t i t rage en suivant Ie proto-

cole analytique représenté par la figure 10.

A cet effet et après homogénéisation par 10 retournements du flacon

de 5OO ml,  deux sous-échant i l lons de lml chacun ont êtê prélevés dist inctement.

Chaque sous-échant i l lon a été introduit  dans 9 mI d'eau physiologique

stérile. Deux autres dilutions à Lo€ et rd-3ont été préparées de manière analogue.
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FIGURE 10 : Schéma du protocole analyt ique appricable pour chaque échant i l lon.
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di lut ions ainsi  obtenues a permis la réal i -

N . P . P .  e n  m i l i e u  l i o u i d e .

de

du

Dans Ie but de rendre aléatoire l ract ion éventuel le du temps sur les

concentrations bactériennes, 1es 3 flacons ont été traités séparément dans un ordre

établ i  au hasard. La période s'écoulant entre le début des prélèvementsdans le

mil- ieu naturel  et  la f in des t i t rages nra jamais excédé 2h30.

Après lecture et ca1cul des résultats comme décrit au paragraphe II-1-3

de Ia première partie, deux estimations indépendantes de la densité bactérienne

ont été obtenues pour chaque flacon.

Lrensemble de toutes les valeurs ainsi  recuei l l ies au cours de cette

campagne de préIèvements a fait I 'objet drune transformation logarithmique avant

d'être soumis à I 'analyse de var iance selon Ie modèIe représenté par le tableau 15.

I1 sragit  drun plan factor iel  à 3 facteurs contrôIés avec répét i t ions.

Le facteur jour, noté A, intervient avec 5 modalités aléatoires alors que les fac-

teurs l ieu et heure, notés B et C, possèdent respect ivement 3 et 2 modal i tés f ixes.

Les notat ions ut i l isées sont en accord avec les convent ions drécr i ture étabt ies

dans Ia première part ie,  paragraphe I I-2.

En part icul ier,  J-es indices i ,  j  et  k se rapportent respect ivement aux

facteurs A, B et C.
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TABLEAU 15 : Tableau dranalyse de variance.

I I I - 3 RESULTATS.

Le tableau 16 donne les résultats des concentrations bactériennes ob-
tenues au cours de la campagne d'échantillonnage du 18 mai au 5 juin 19g1 selon
le jour,  l rheure et I 'endroi t  du préIèvement.  Une est imation de Ia var iance intra-
échantillon a été ca1culée pour chaque paire de résultats provenant d'un même échan-
t i l l on .

SOURCEDE

VARIATION

s0ilil8 DE CARRES Q 0eorés  de  I
i  QUAITTITE ESTII . IEE PAR

t i be r ré*  i  qus

FACTEUR A
j o u r Qn =tzf  tn  .  -F)  2

4 62 + lZ6z

FACTEUR B
I i e u

r
Qe =201

I

(xT. -T)  2 2 6, * +6'^po6'^
FACTEUR C

h e  u r e

\  / i -  
ï ) "Qc =30f ,  \À"K -  I

1 Çt.u 62^;n6l
INTERACTIOI {  AB q ne =+f f  tn, i .  -  1i : . . -  1.. i . .Tt2 I 6' * o 6'oo

INTERACTIOI ' I  AC Q rc =.T T 
( i ' i . r  -  Fi. .-  1..r * Î)2

4

? )
. - /
Q  

o  *  6  o o "

I I ' ITERACTION BC
Q ec=1ê F,U. j l  -  L j . ix. .r*1)2 2

2
6* *z e'il' 6T,

I ' l ïERACTI0l ' l  A8C Qor r=  Qt  -  Q  n  -Qe -Qc  {na
-:Qac - Q Bc - qR

I a l

6, *'9r,

RES IDUELLE o,= à Tàà (xi ;r1- l i r . r  2 30 6'
a

O TALE
I
i Q,= z z ZZ

i  i  k q
- t

( x i . i l q  -  x  ) ' 59



0 a t e Point  de I  H.u. ,  ou
. l  r r  rp r è I è v e m e n q  p r é I è v e n e n t
I

I  Côncentrat ior l
i l .  P .  P .  I  b a c t é r i e n n e  I

par  rn l  (u )  I

I  var iance
I  o g  u  

l e m c i r i C u e

t h

1 5 h

t h

1 5 h

t h

r.5 h

T r i p l e t

96-49-14

96-43- 6

96-51- I

95-48- 6

96-51-15

96-58-14

96-59- 5

96-59- 9

96-54-t O

96-51-14

96-58- 7

96-54-10

8  ,20

6 ,16

7  176

6 , 2 L

8 , 7 4

1 0 , 1 4

8 , 9 7

o q o

i  8 ,64

I  e ,oo

9  , 0 5

8  , 6 4

1640

L232

r552

L242

]-748

2028

L794

1 9 L 8

L728

L720

181_O

L728

3 , 2 1 5

3  , 0 9 1

3 , 1 9 1

3 , O 9 4

3 , 2 4 3

3 , 3 O 7

I  s,zsa I
I  s,zes I

0 ,00769

o,oo47o

o, oo205

o , ooo42

2,),
n

i  s ,238 i o ,0oooo2
I  g ,ego I

3 ,258

3,238 o , ooo2o

Ti t res  bac tér iens  de  l reau
campagne de préIèvements du

Mosel le au cours de la
mai L981 au 5 juin 198L.

de
1_8

96-41- 3

90-27- L

88-21_- 3

l  3 ,o4s I
I  z ,zso I

o , o4o9o

0, ooo39

91-32- 3

94-28- 4

89-32- 1

86-23- 2

9L-24-5

88-24-L

2 , 7 7 5

2 , 6 7 6

i2 ,78L

TABLEAU 16 :



Date

I JUIN

P o i n t  d e  i
n  ré lëvement i

I  Concentrat ior i
I  b a c t é n i e n n e  I
l p a r  n r l  ( u )  |
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I  
V a r i a n c e

r e n p r r r q u el o g  u ^2ù ,
n

H e u n e  d u
p  r é l è v e n e n t

t h

1 5 h

t h

1 5 h

t h

1 5 h

I r i p l e t

96-33- 5

95-42-10

96-56-r-O

96-49-19

95-51-t-9

96-48-11

96-40- 9

,95-46- g

95-42-5

95-51-9

I  u .  p .  p .
I

LO,44

9  , 4 5

4 , 7 8

5 , 8 3

9 , 0 6

8 ,  g o

l 3 , 32O

lz,zza

lz, 
seo

l 3 , 067

o,ooo97

o, oo378

o,oooo3

I o,ooooe
l

o , 00684

7 , 6 L

i  6 ,06
i  

L2 t2
i3 ,084|  ^  . -

I  O r I C I rzso l s ,ogo

| :'i:

5 , 3 5

6  , 9 9

lz,zta

l r ,, r,

l t ,orn
ls ,  rao

2088

1890

956

1166

L8L2

L780

1638

L522

1,O70

1398

ls, 
zse

13,25o

96-49-10

96-50- 8

l_532

151_4

:964

598

LL52

1608

678

536

92-52- I

94-L6- 4

ta*t- a

96-56- 3

93-27- 3

93-15- 1

YO-O1- |

96-63- 6

90-25- 3

87-26-2

o ,o2L42

lg ,  oot o, 01-051

0 , oo52o

o , ooooL

i2 ,8s1

IABLEAU 16: (sui te)-
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Date P o i n t  d e
p  r é l ë v e n e n

H e u r e  d u
p r é l è v e m e n t I r i p l e t

94-32-LL

92-40- 7

96-43- 1

96-35- 9

94-30- 9

95-39- 6

95-40- 5

95-33- 5

93-36- 6

95-42- 3

96-42- 6

9L-29- 5

I Côncentnat ior i
I  b a c t é n i e n n e  I
I  p a r  n l  ( u )  I

Var i  anc e

fe rne i r i cue
l o g  u 2ù ,n

t h 4 r45

4 , 2 5

i  s ,60
I  q a o

4 , 1 5

5 , 1 0

i  
5 ,L2

|  4 , 4 2

14 ,15

lego l
l ruol

LLzO

L078

830

1020

LO24

844

830

LO32

L202

6 5 4

2 , 9 4 9  |
I2 , 9 2 9

3,04e i
3 ,033  |

o, ooo20

o,  000L3

t h

1 <  L

1 5 h

1 5 h

2 , 9 1 9  |

3,0O9 I
o, oo4o5

3'o1o j  o ,oozos
2 , 9 4 6  |

I  2 , 919
t h I  s,ro

6  , 0 Lt- ' --
|  3 , 27

I  s,ora

|  
3 ,08o

12 ,81_6

I o,ooosr

I  o ,03485

I

TABLEAU l-6 : (suite et fin)

La figure l-1 tente au moyen drun diagramme en perspectlve cavalière
de donner une vision globale de ces résul_tats.

Après transformation logari thmique des t i t res bactér iens, l 'étude sta-
tistique par analyse de variance des valeurs ainsi transformées a été menée de
Ia manière suivante :

-  dans un premier temps l thomogénéité des var iances a été vér i f iée par
le test de CoCHRAN puis re calcul des camés moyens comespondant aux divers fac-
teurs étudiés a été entrepris ;  enf in les tests de signi f icat ion se rapportant
à ces facteurs contrôlés ont été exécutés dans un ordre imposé par re tableau
dranalyse de var iance.
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FIGURE Ll -  :  Diagrarune en perspect lve des t i t res bactér iens obtenus au cours des

5 journées d 'étude (numérotées chronologiquement  de 1 à 5)  se lon 1 '

heu re  e t  I ' end ro i t  du  p ré lèvemen t .
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*fi1i:!9*-ice_{"_l_L"g"eÉq1lt!_È* variances

t

La valeur de la fonction discriminante g = EIEeI- calculée à partir des
r .2"?
h " n

consignées dans le tableau 16 conduit au rapport e9'94090 lo,zaoz
o,l-6609

^ 2
D.

h
est imations

Cette valeur étant infér ieure à la l imitego,95 = O,2929 du domaine d'acceptat ion

potrr  un r isque de première espèce égal à 0,O5, l 'égal i té des var iances a été admi-

s e .

" {LarJ"g-{u_yelig"g

Le tableau 17 résume les va-l-eurs et les quantités estimées par 1es car-

rés moyens comespondant aux différentes sources de variation ainsi que les résul-

tats des tests de signi f icat ion. A cet ef fet ,  les interact ions pui-s Ies effets

des facteurs isolés ont été étudiés successivement en comp€rrant la valeur numéri-

que de la fonct ion discr iminante appropriée à la l imite supérieure du domaine

d 'accepta t ion  t i rée  de  la  tab le  de  SNEDECOR.

. Lrexamen du tableau l-7 montre quttule interact ion de 2è ordre des

fac teurs  A ,B e t  C ( respec t ivement  jour ,  l ieu  e t  heure)  n 'es t  pas  mise  en  év idence

d e  f a ç o n  s i g n i f i c a t i v e  ( F n s c  ( F O , g s  ( 8 ; 3 0 )  m a i s  F o r ,  ) t O n o  ( 8 ; 3 0 ) I  c e t t e  i n t e r a c -

t ion doit  être attr ibuée aux var iat ions interéchant i l lons et t raduit  par consé-

quent une hétérogénéité spatiale macroscopique de grande échelle dans la concen-

trat ion bactér ienne du cours dreau. Le manque de puissance du test ut i l isé n'a

pas permis de mettre en rel ief  ce phénomène relat ivement discret ( la composante

de variance associée à I ' interact ion ABC vaut en effet  O,OO277 et correspond à

un coeff ic ient de var iat ion logari thmique égat à L2,L%).

Cette hétérogénéité qui a été mise en évidence au chapitre I I  ne peut

cependant pas être ignorée.

ta valeur infér ieure à I 'uni té du rapport  F calculé pour le facteur BC

indique I  rabsence dt interact ion heure- l ieu.

Par contre l r interact ion AC ( jour-heure) est mise en évidence de façon

signif icat ive ce qui dénote des f luctuat ions horaires var iables drun jour à I 'autre.

Par ai l leurs, aucune di f férence signi f icat ive entre les charges bactér iennes obte-

nues  le  mat in  e t  l raprès-mid i  n 'ayant  pu  ê t re  mise  en  év idence (absence de  I 'e f fe tC)

Ireffet  heure se manifeste surtout par son interact ion avec le jour.
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Le test relat i f  au facteur B ( l ieu) étant négat i f ,  i l  n 'apparaît  pas

drhétérogénéité f ixe et persistante propre à chacun des trois points de préIèvement"

Lr in te rpré ta t ion  de  I r in te rac t ion  AB ( jour - l ieu) ,s ign i f i ca t i ve  au  seu i l  de  5 /o  es t
plus dél icate. Aucune expl icat ion tangible d'un tel  phénomène ne pouvant être
proposée, I 'erreur de première espèce ne doit  pas être écartée.

Enf in,  l rexistence de var iat ions journal ières en ce qui corrcerne I 'état

de pol lut ion du cours dreau ne fai t  aucun doute. Le rapport  des moyennes journa-

l ières extrêmes est sensiblement égal à 3. Notons que des taux bactér iens singu-

l ièrement faibles ont été observés à plusieurs reprises pendant les semaines qui

suivirent cette campagne de prélèvements. Ainsi  des expériences réal isées dans

Ies mêmes condit ions ont donné des moyennes journal ières voisines de 65 germes

par ml,ce qui porte le rapport  précédent à 25.

.  Dans le but d 'amél iorer la puissance des tests de signi f icat ion, les

fLuctuat ions émanant de certains facteurs n'ayant pas été mis en évidence ont été
jointes à cel les des facteurs auxquel les el les peuvent s 'ajouter dtaprès le plan

drexpérience. Ainsi  les sommes des camés comespondant aux facteurs B,C et BC

ont été addit ionnées respect ivement à cel les des facteurs AB, AC et ABC. Les de-
grés de liberté associés à ces groupements sont obtenus par la somme des degrés

de l iberté de leurs composants. Le tableau 18 résume I 'analyse de var iance ainsi

s imp l i f iée .

Le  tes t  de  SNEDECOR ef fec tué  sur  le  rappor t  FB*Ag (1 'e f fe t  i so lé  du

fac teur  B  ( l ieu)  n 'é tan t  pas  d is t ingué de  son in te rac t ion  avec  A ( jour )  )  n 'es t
pas signi f icat i f .  Ce résultat  montre que si  une hétérogénéité spat iale f ixe et

de caractère permanent existe dans Ia sect ion étudiée du cours dreau, cel le-ci

est en tout état de cause trop discrète pour que les trois points de préIèvement

ne puissent être considérés comme équivalents à l roccasiondrexpériences ul tér ieures.

Les autres résultats présentés sur le tableau 18 confirment ceux qui

ont été établ is lors de lranalyse de var iance complète.

. De p1us, le double titrage réalisé sur chaque flacon de 5OO ml

de contrôler I 'existence drune variat ion intraéchant i l ron.

La variance résiduetle 6 
2 

mentionnée dans les tableaux 17 et 1g
R .

en effet  la somme de Ia var iance propre à la méthode de t i t rage, notée fa
N .  P . P .
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Crest le cas notamment d'une est imation unique réi térée journel lement sur une

rivière dont la densité bactérienne est soumise à des variations cycliques se mani-

festant sur une durée de 24 heures.

Le choix i rréf léchi de 1'heure des prélèvementspeut conduire à des est i -

mations fortement biaisées et dénuées de toute valeur.  Cette si tuat ion nécessite

une connaissance plus profonde de la variabilité journalière de la concentration

bactér ienne du cours dreau. Et ce nrest qu'après avoir  étuaié la structure de la

périodici té,  par des expérimentat ions prél iminaires semblables à cel le que nous

avons menée au chapitre IV de Ia 2ème part ie,  qu' i l  devient généralement possible

d'amêter les modal i tés de 1'échant i l lonnage systématique (COCHRAN, L977).  Le moment

du jour se prêtant au mieux à 1'échant i l lonnage devra autant que possible se dis-

tinguer par une certaine stabilité et correspondre à un niveau moyen de la pollu-

t i o n .

Une série peut présenter une évolut ion déterminlste, une variabi l i té

systématique et des f luctuat ions aléatoires. La f igure L5 i l lustre à I 'a ide drun

exemple f ict i f  ces trois composantes éventuel les d'une série de données.

La composante déterministe interprétée comme Ia tendance peut const i-

tuer un phénomène dr intérêt écologique.

La composante systématique (osci l lat ion) comespond à une variabi l i té

périodique à signi f icat ion écologique dont I 'étude est entravée par des f luctua-

t ions i rrégul ières et imprévisibles qual i f iées de brui t  aléatoire.

1 I  -  2 -2  AnaLyse drune sér ie .

Sans aborder l 'étude exhaust ive des méthodes dranalyse des sér ies dont

1'exposé, donné par LEGENDRE et LECENDRE (1979),  dépasse nettement le cadre de

ce travai l ,  i l  convient néanmoins dten dégager Ie cheminement.

Lorsque la nature purement aléatoire de la sér ie a été écartée, 1 'étude

de Ia var iabi l i té systématique ne peut être entreprise qu'après I 'extract j .on d'une

tendance éventuel le (composante de basse fréquence).  La mise en évidence de Ia

composante systématique (par I tautocoméIat ion, 1 'analyse harmonique ou I 'analyse

spectrale),  sur la sér ie stat ionnaire ainsi  obtenue, dépend essent iel- lement de

I 'ampl i tude des osci l lat ions stat ionnaires par rapport  à l r intensi té du brui t  aIé-

atoire (composante de haute fréquence).

ta variabilité systématique doit être suffisamment importante pour ne

pas se confondre avec le brui t  aléatoire.
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et de Ia composante de variance, notée62irrt"a, caractérisant les fluctuations

à lr intér ieur des échant i l lons.

I1 srensuit  qurr. :ne éventuel le hétérogénéité

évidence par Ie test de SNEDECOR appliqué au

3 L  1 , 8 8 .

intraéchantillon peut être mise en

rapport

F intra = 6î ,

d,.P.P.

en remplaç""t 6fr.p.p. par I 'estimation qui en a été donnée au paragra-

phe II-3-1 de Ia première part ie avec 40 degrés de l iberté, i l  vient :

,  o.oo554
: ' 1 i : ï f â  =

o,oo294
Cette valeur étant supérieure à la limite donnée par la table de SNEDECOR au nj.veau

d e  p r o b a b i t i t é  O , S 5  ( F g , c  ( S O ;  4 0 )  =  L , 7 4 ) ,  i 1  a p p a r a î t  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n

bactér ienne n'est pas uniforme à f  intér ieur des f lacons de 5OO ml.  La composante
, ;2  '  L :  - .  -  -2

de variance 6-intra est estimée par S-irrt". = 0'00260 ce qui comespond à un

coeff ic ient de var iat ion logari thmique de LL,7 %.

L I I - 4 DISCUSSION.

Dans cette expérinentat ion la mise en évidence ainsi  que 1'étude succincte

de divers aspects de I 'hétérogénéité dans 1'espace et dans le temps drun mil ieu

hydrique part icul ier ont été menéessimultanément.

L'absence d'hétérogénéité f ixe et pernanente percept i-ble nous amène

à considérer les trois points de préIèvement comme 
'étant 

équivalents. Ce résultat

n'est pas surprenant compte tenu qu'aucun apport  d 'eau ne se produit  Ie long de

Ia sect ion considérée du cours d'eau et que cel le-ci  est t rop courte pour que le

phénomène d'autoépurat ion puisse être évoqué.

Les autres manj. festat ions de I 'hétérogénéité,  tant spat iale que tempo-

rel le,  sont à I 'or igine de f luctuat ions dans les résultats et peuvent de ce fai t

const i tuer une source dr incert i tude.

Le graphique à secteurs circulaires représenté par la figure l-2 tente

de donner une vision globale de Itimportance relative de plusieurs facteurs de va-

riation. Les secteurs angulaires sont proportionnels aux composantes de variance

caractér isant Ies var iat ions propres à la technique de t i t rage, les var iat ions intra

et interéchant i l lon ainsi  que les f luctuat ions horaires et journal ières. Les es-

t imat ions de ces composantes ont été calculées à part i r  des données des tableaux l-7

et 18 et sont exprimées en pourcentage de leur somme totale.
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Figure 12 : Comparaison de quelques sources de variatj.on,

f l  importe de soul igner le caractère très approximati f  drune tel le com-
paraison car les valeurs retenues ne doivent en aucun cas être considérées comme
des constantes caractér ist iques du mil ieu hydrique étudié. Certaines drentre el les
sont très probablement sujettes à des distorsions très importantes (c 'est le cas
notamment des var iat ions horaires et journal ières).  par ai l leurs, la composante
re la t i ve  à  I 'e f fe t  heure  nra  qu 'une por tée  t rès  res t re in te  pu isqute l - Ie  ne  s rapp l i -
que quraux deux moments de la journée retenuspqr I 'expérience.

Malgré ces réserves i1 apparaÎt  nettement que les f luctuat ions dans le temps sont
plus marquées que les trois autres causes de variation lesquelles ont des effets
comparables.

La précision relat ivement bonne

variance propre à Ia technique de titrage,

re invariant et incoercible ont grandement

des résultats dont les conclusions viennent

ques const i tuent l r intérêt essent iel  de la

96 inoculums par di lut ion.

(L3/.)  exprimée par 1a composante de
2notée  6- fV .p .p . ,  d .  même que son carac tè-

faci l i té I  I  exploi tat ion stat ist ique

d'être énoncées. Ces deux caractér ist i -

méthode du nombre le plus probable avec

f l u c tua t i ons

ho  r  a  i  r  c  s

32,82

mérhodo

f l uc tua t i on r

j ou rna l i ô r cs

5l,gz
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Rappelons que I'hétéroscédasticité des variances est incompatible avec

toute analyse sérieuse de la variance. De plus,une précision insuffisante de la

méthode de titrage s'oppose à Ia mise en évidence des autres sources de variation

en dininuant la puissance des tests de signi f icat ion. A t i t re d'exemple, Iorsque

5 tubes seulement sont inoculés à chaque niveau de dilution, Ia varian"" 
d.r.r.

(0'0605) est supérieure à la sorune de toutes les composantes de variance représen-

tées sur la figure 12 ( elle représenterait alors 54 % de la variance totale ). Cette

dernière remarque montre que les études microbiologiques réalisées dans ces condi-

tions sont vouées à un manque certain de finesse et de prétention.

La méthode de titrage utilisée dans ce travail, avec un protocole analy-

tique approprié, permet d'envisager des études structurées et conçues dans le but

de répondre à des object i fs plus anbit ieux.
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EÎUDE DE LA VARIAÎION HOR TRE DE LA CONCENTRATION BACTERIENNE

DIUN MILIEU HYDRIQUE.

Après l'étude générale du chapitre précédent dont nous reti.endrons plus

particulièrement Ia prépondérance des variations temporelles, une étude plus fine

visant à apprécier lrampleur des fluctuations de la concentration bactérienne de

I 'eau,au cours drune mêne journég a été entreprise sur Ie même si te.  Af in drévaluer

Ir impact de la stat ion drépurat ion biologique si tuée en amont,  les résultats obre-

nus ont été rapprochés de la charge bactérienne des effluents de la station.

Lrexpérience a tenté également de montrer qu' i l  est possible de préten-

dre à un niveau appréciable de précision et de justesse dans les est imations en

adoptant un protocole analytique approprié dont les modalités seront précisées

u1térieurement. Les développements théoriques reposant pour une large part sr-r

les composantes de variance 6fr.r.r., 61r,a"" "t61rrt." , le plan d'expérience
a êté conçu de manière à permettre une nouvelle estimation de ces composantes (com-

posantes de la var iance analyt ique).

I V - ] - MAÎERIEL ET METHODES

Les échant i l lons dreau ont été recuei l l is en surface, à G mètres environ

de la berge,à l 'endroi t  représenté sur Ia f igure 9 et désigné par Ia let tre C.

Le matériel util isé pour les préIèvements a été décrit au paragraphe

II I-1 de cette deuxième part ie.

Les t i t rages bactér iens ont été réal isés par Ia méthode du N.p.p. sur
plaques de microtitration conformément à la description donnée dans la première

partie au paragraphe II-L-3.

Ltapplication du test de COCHRAN, décrit au paragraphe II-1- de la pré-

sente part ie,  a permis la vér i f icat ion de I 'homoscédast ic i té des var iances avant

dtentreprendre le traitement statistique des résultats par une analyse de la varian-

c e .

Enfin les intervalles de confiance à 90 % des composantes de vaniance
- 2  - 2

6 
-rrra". 

"t 6-irrt"" ont été déterminés draprès la méthode proposée par MORIGUTI
(SNEDECOR et COCHRAN, L957) en faisant l,hypothèse de normalité.
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I V - 2 PROTOCOLE EXPERIIUENTAL

Trois échant i l lons de 5OO ml d'eau ont été prélevés au même endroi t

de Ia rivière dans un intervalle de temps ne dépassant jamais 3 minutes (ternps

nécessaire au rempl issage successif  des trois f lacons).

Cette opérat ion commencée à 8 heures Ie 16 jui l let  L98L a été réi térée toutes les

2 heures jusqurà 20 heures.

Chacun des 21 échantillons ainsi recueillis au cours de cette journée

a été analysé comme suit.

Deux sous-échantillons de l-0 ml chacun ont été prétevés distinctement

dans le fLacon de 50O ml.  Une homogénéisat ion de 1réchant i l lon ini t ia l  par 10 re-

tournements a précédé chaque prélèvement de liquide. Un milli l itre de chaque sous-

échant i l lon a ensuite été introduit  dans 9 ml d'eau physiologique stér i le puis

une suspension à la dilution LO-2 a été préparée en suivant le même procédé. Cha-

cune des deux sér ies de di lut ions ainsi  obtenues a permis la réal isat ion d'un t i -

t rage par la méthode du N.P.P. en mi l ieu l iquide :  la première plaque ayant été

ensemencée par l ral iquote dreau non di luée.

La période s'écoulart t  entre la col lecte des 3 échant i l lons et la f in

des t i t rages nta jamais dépassé 2 heures.

Par ai l leurs, dans le but d 'évaluer Ir importance de I 'apport  bactér ien

émanant des rejets de la stat ion d'épurat ion biologique si tuée en amont du point C,

un préIèvement de 5OO ml effectué sur les effluents de Ia station a précédé de

10 minutes environ chaque échantillonnage dans le milieu naturel. Trois plaques

de microt i t rat ion ont été ensemencées par les di lut ions 1O-2, 1o-3 et 1O-4 pré-

parées à part i r  de l -  ml de l 'échant i l lon ini t ia l .

Après lecù.rre at calcul des résultats comme décrit au paragraphe II-1-3 de

la prernière partie, deux estimations indépendantes de Ia densité bactérienne ont

été obtenues pour chaque flacon.

La signification des différences entre les concentrations bactériennes

de lreau de rivière pour chaque prélèvement a ététestée par une analyse de la va-

riance des logarithmes décimaux des titres bactériens estimés.

Auparavant, l 'éga1ité des variances a été vérifiée par le test de

COCHRAN.

Le facteur heure, noté A, intervient avec 7 modalités flxes alors que

les facteurs échantillon et sous-échantillon, notés B et C, interviennent respec-

t ivement avec 3 et 2 modal i tés alêatoires.
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Chacune des modalltés k de C est associée à une modalité définie j du
facteur B et chacr.me des modal-ités j est elle-même associée à une modalité définie
i du facteur A

Le modèle adapté à cette expérience est par conséquent un plan pyrami-

dal à 3 facteurs contrôIés sans répétitions.

Les notat ions ut i l isées dans le tableau 19, représentant le plan drex-
périence, respectent les convent ions drécr i ture ut i l isées au paragraphe I f-2 de

la première part ie

TABLEAU 19 : Tableau d'analyse de variance.

IV - 3 RESULTAIS.

Les résultats sont présentés en deux parties :

- Ia première met en relief les fluctuations de la concentration bactérienne de
la rivière sur une période de L2 heures et donne une estimation des composan-

tes de la variance analytique.

- La deuxième partie montre les variations du flux bactérien des rejets de la

stat ion dtépurat ion au cours de la même période.

SOURCE DE
VARIATIOI{

SOIIIIE DE CARRES A DEGRES OE
LIBE RTE' i

QUAI{TITE ESTIIIEE PAR
a/ i

FACTEUR A

He ure

r -2
Q ^ =  6  +  ( X .  -  X )

A  I  1 . .

6
i 2  ?  t

6.r.;dr,,Ltd,,î..
?'60

FACTEUR B

é c h a n t i l l o n
Q B = 2 L L t i , ,

i  . i  
r J '

-1 .  )2
1 . .

L4 ër.,.;.6'r^,,: 'q^:,,

FACTEUR C

s o u s - é c h a n t i l l o n T + 4",.,n
z

Qc- -  i . .  )r J . z,
2

6 .6
N .  P .  P .

2

i n t r a

TOTALE QT =IEE,r,,n -i) '
' i i k

4L
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IV - 3-L Variation de la concentration bactérienne de la Moselle sur une pério-

de de 12 heures

Trois f lacons de 50O mI d'eau de laMosel le ont été préIevés toutes

Ies 2 heures sur une période de L2 heures. Les valeurs des titres bactériens cor-

respondant à chaque échantillon sont rapportéæ dans le tabieau 20.

Les logarithmes de ces valeurs ont été soumis à I'analyse de variance

après vérification de I'homogénéité des variances par Ie test de COCHRAN.

* Véri f icat ion de l- 'homoscédast ic i . té des var iances.

La valeur de la fonction discriminante
^2

g = ù rnax calculée à partir des
^ 2oh

à g

Ces estimations accompagnées dtun

la méthode proposée par MORIGUTI

E
h

est  égale = o,o4&t8
o,11846

s l  o ,4135

La limite supérieure du domaine dracceptation pour un risque de première

espèce f ixé à 0,0L valant approximativement 0,4661, 1'égal i té des var iances a été

admise.

* AAalyse {e_yglijlgg.

Les valeurs des camés moyens correspondant aux différents facteurs con-

trôIés, Ies quant i tés est imées par cel les-ci  ainsi  que les résultats des tests de

signification sont résumés dans le tableau 21.

Ltexamen de ce tableau montre que les effets des facteurs C (sous-échan-

t i l lon) et B (échant i l lon) sont signi f icat i fs au seui l  de 5%. Ces résultats tra-

duisent drune part  Ia présence d'une hétérogénéité à I ' intér ieur des f lacons de

5OO ml et drautre part des différences entre les concentrations bactériennes des

échant i l lons recuei l l is successivement au même moment de la journée.

Les donnêes du tableau 2L ont rendu possible I 'est imation des trois

composantes de la variance analytique, crest à dire 6fr.r.r., 51r,tr" "t61rrt"".
intervalle de confiance à 90 % (calculé selon

en ce qui concerr.6lr,t". 
"t d|r,a"") sont présen-

tées dans le tableau 22.

De plus, le test se rapportant au facteur A (heure des prélèvements)

met en évidence une différence très significative entre les sept valeurs de la con-

centrat i .on bactér ienne de la r iv ière observées au cours de I 'expérience.
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heure
n o  d e l

é c h a n t i
l o n .

Triplet N .  P .  P .
lConcent ra -
I t ion bacté-

l"iï'r,f "
L o g  u

Variance em-
^ 2p]-r]-que -h

Mo yen  ne
g ,éoné t r i que

(  /  n I l

8

i'
I
l2

I
3 l

96-59-

| 96-76-L4

gO-79-16

96-81-23

96-81-2r.
96-87-25

i  9 ,59

I  rs,zo
I  17 ,49

20 ,39

1-9,83 |
25,4O I

'  1 o )

314

350
408

397
508

y  2 ,283
l ,  z,asz

|  2,saa
I  e ,oro

2 ,598  1
2 ,706  |

| 0,o229O

o, oo21g

o,oo5g3 i

346

10

1l
_l

I
2l

-+
I

3 l

e6-85-30 |
e6-84-2o I

e6-7e-2t I
e6-74-Ls I-J
96-e1-17 |
96-85-22 |

25,44 |
2 L , 3 9  |

-{
L8 ,75  |
L 5 , 1 3  I_+
26,L2 |
2 2 , 7 2  |

509
428 l

37s I3o3 |

522 |
454 |

2 , 7 Q 7  1
2,631  i-l
2 ,574  1
2 ,48L  I-J
2 , 7 L 8  |
2 ,657 1

0,oo28e 
i

-j

o,oo432 j
-.t

0,00186 |

425

L2

1l
_.]f

I2 l
_+

I
3 l

96-82-2L I
s6-8s-21 i

I

96-83-16 |

s6-7e-11 |-1
96-74-L2
96-80-24

20 ,42  |
22 ,39  |_+
1_9 ,60 |
1 6 , 2 9  |-1
L 4 , 4 9  |
2 0 , 0 8  |

408 |
448 |-+
3e2 |
326 I-1
zeo I
402 |

2 ,6LL  I
2 ,651  |-+
2 ,593  |
2 ,513  |-T
2 ,462  |
2 ,604  |

0,ooo8o 
i-.t

o,oo32o j
-J

o , o1oog I

374

I
I
I
t-
I

I
I
F
I
I

16

L4

1l
_+

I
2 l

_-+
I

3l
_+

I1 l
_+

I
2 l

_+
I

3 l

96-96145

e6-e6-48 |
96-93-26
96-93-37

96-95-37
96-95-38

96-85-21
96-93-43

96-92-r.9
96-95-L8

6 4 , 6 6  |
7 0 , 2 2-ï
3 3 , 3 5  |
4 0 , 9 L  1

4 7 , 5 6  |
4 8 , 6 6  I

2 8 , l _ 6
32,O2

ë
2 6 , 9 6  |
25,77 |

22,39
46,O2

L293 |  3 ,L12 |
L404 l, S,UZ !-..lt-f
667 |  2,824 |
8 1 8  |  2 , 9 r _ 3  |

95L  l  2 ,978
973 |  2 ,988

563 | z,zst l ,
640 |  2,806 |---..Ï----|.
539 |  2 ,732 |
5 l_5  |  2 ,7L2 |___+__F
4æ |  2 ,6s1  |
920 |  2 ,964 |

0 , 00061 
i-1

o,00396 j
-f

o,oooo5 j
-t

o,oo151 j
_+

o,ooo2o j

o,o48g8 
I

986

s88

TABLEAU 20 : Titres bactériens de lreau de la Moselle obtenus entre th et 2Oh.
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I 'eau de la Mosel le obtenus entre g h et 2Oh.
TABLEAU 2O : Ti tres bactér iens de

(Su i te  e t  f in )

n o  d e  l r l

é c h a n t i l - f  
l r i p l e t

Concent ra -  |
t ion  bac té j
' l :nng P- I

ft/ariance
rog u 

fnirioue

|  i l oy .nn .

lgéomét r iOue
|  (  /  n l )1 o n .

96-96-U3

96-96-79

96=96-72

96-96-70

96-96-67

96-96-63

N . P .  P .

L42rg9

L 7 3 , l L

1 3 9 , 6 3

1 3 0 , 6 3

Itte,zz
| ,.ou, r.

n l

2858

3462

2773

26L3

2394

2L37

423

346

380

36s

350

336

3 , 4 5 6

3 , 5 3 9

3 ,443

3 ,4L7

3 , 3 7 9

3 , 3 3 O

o,oo344

o,ooo34

o,oo12o

0 , oo37g

o,00016

o , oooL4

en-
^ 2
n

18

20

96-85-17

96-76-2L

96-78-24

96-78-21_

96-78-18

96-77-L7

21,L4

L 7 , 3 O

1 8 ' 9 9

L8,24

L 7 , 5 L

1 6 , 9 1

l",uru
I  z ,  ses

2675

366

I  z, sao

lr,su,
l |2,544

l",u*
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TABLEAU 22 : Estimati-on des composantes de variance

Les nombres entre parenthèses représentent les coefficients de variation

Iogarithmique associés aux différentes estimations.

Une représentat ion graphique des f luctuat ions de la qual i té bactér iolo-
gique de 1'eau pendant la journée du 1-6 jui l let  L981- est donnée par la f igure 13.

Le logari thme décima1 de 1a densité bactér ienne moyenne de la r iv ière à
un moment donné ainsi  que les l imites d'un interval le de conf iance à 95% de cetre

est imation ont été calculés par la formule :

\ f -x i . .  1 \  
#  

ts ,s7s

où qB désigne le carré moyen reratif au facteur échantillon (B)

(0 ,  =  0 ,0L522 d 'après  le  tab leau 21- )  i

L est la moyenne des pq estimations disponibles pour une même heure (p échan-1 . .

t i l ]ons et q t i t rages par échant i l lon ) ,  ce produit  est ic i  égal à 6 ;
enf in tO,975représente la var iable de Student au seui l  de probabi l i té 0,975 dé-

terminée avec L4 degrés de liberté.

En conservant les mêmes notat ions, la plus pet i te di f férence signi f icat ive (p.p.o.s.

au seuil de probabilité O,9S) entre deri moyennes particulières est obtenue par la

relat ion :

Composante de
variance Valeur estimée Intervalle de confiance à goy.

/ t 2
b * . r . r . 0 ,00294 (72 ,5%) 0,00211 (LO,6%)  O,OOM  (L5 ,4%)

, /2
O intra o,oo27o ( r2  %) o , 0 0 0 1 9  ( 3 , 2 % )  O  , O O 7 3 4  (  1 9 , 9 % )

/ "2
b ,na."

o ,oo479  (L6  %) 0,0oo98 (7 ,4É)  O ,Ot344 (27 ,L%)

t t -

P. P.D.s 
{ l  

4 t  .  ro ,  ezs
ï p q



-9
0

-

aa(6a\q
)

5{
+

J

.F
tb0

c)a)

a)
-t-1()U

)

=c)Iq)

Jaq)

q)
.F

i

\o+
JO

F
I

'd
 

q
)

+
) 

-l
\u

-
fr 

..i

c)a.o 
\c)

.F
i 

'-)

lJ(5
(U

(g
o

)
>

1
t

m
l

'1
1I

Ê
1

I
E

I
D

I
C

J
l

H
I

i-
l

oG
I

v)
I

Ê
8

æ
F

F
;

rC
,

_i
\ogr

Qq)

Ê
a

(o
Ë

=c)

-f!-G
I

o

v
v

s
(r)

^
ô

O
o

) 
@

r. 
(o

 
u

l
F

.l
C

\
cr)

vr.
ctcc.'

_"L

|.4x-r

T
rr J

e
d

 a
u

u
e

rJ
g

+
c

e
q

 
u

o
r+

E
J

+
u

a
c

u
o

c



- 9 1 - -

La figure 13 fait apparaître une concentration bactérienne relativement

constante entre th et L2h au cours de la journée d'expérimentation : les titres

bactériens observés à 8h, L0h et 12h ne diffèrent pas de façon significative. Deux

pointes de contaminat ion bactér ienne ont été mises en évidence à 14 h puis à L8h.

Si la première est plutôt discrète, Ie deuxième pic est par contre remarquable

par son ampleur.  A 20h la r iv ière retrouvait  un étatoe pol lut ion comparable

à celui  de la matinée.

IV - 3-2 Variation du flux des coliformes thermorésistants dans les rejets de

la stat ion d'épurat ion biologique de METZ.

Lrenregistrement en cont inu du débit  de 1'ef f luent de la stat ion d'épu-

rat ion biologique permet 1'étude précise de Ia var iat ion du débit  instantané expri-

mé en l i t res /seconde.

La var iat ion de ce débit  pour le jour de I 'expérimentat ion est repré-

sentée sur la f igure 14.

Etant à son niveau le plus bas de 5001/s vers 5h le matin,  le débit

augmente progressivement pour atteindre sa valeur maxj-male de 9OO1/s vers 10h.

Après une phase en plateau se prolongeant jusqurà 14h environ, le débit amorce

une diminution très lente interrompue toutefois par une Iégère reprise vers 2Lh

avant de retrouver Ie niveau minimal de 5OO l /s vers 5h au jour J+L.

Les résultats des analyses bactér iologiques effectuées sur les eaux

trai tées de la stat ion sont présentés dans le tableau 23.

Etant donné que les est imations de la concentrat ion bactér ienne ne s'ap-

puient que sur un t i t rage unique réa1isé à part i r  d '1 mI d'ef f luent,  les interval-

les de conf iance mentionnés dans Ie tableau 23 ne s 'appl iquent qutà l téchant i l lon

ini t ia l  de 1 ml.

Le protocole analyt ique ne permettant pas d' intégrer l thétérogénéité

du mil ieu des eaux trai tées dans ces est imations, toute extrapolat ion de ces résul-

tats à des volumes plus importants de l iqui 'de est impossible.

Malgré cette restr ict ion, qui  sroppose à toute comparaison stat ist ique

rigoureuse, les concentrat ions en col i formes thermorésistants des rejets de Ia

station d'épuration biologique dans le milieu naturel ne semblent pas présenter

des di f férences très marquées pendant la durée de lrexpérience.

Le flux de pollution bactérienne de I'effluent, calculé à partir des débits instan-

tanés et des résultats des analyses bactériologiques, varie approximativement entre
1 ô  1 ô

0,6 x 1O-- et 2 ' ,2 x 1-O-" germes par seconde au cours de I 'expérimentat ion.
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TABLEAU 23 : concentration bactérienne des effl-uents de la station d' épr.:ration

biologique de Ia vi l le de I i IETZ pendant ta journée du 16 jui l let  1981.

heure du I Triplet associé

rrélèvement I t '.r* dilutions

I  ro -2-1o-3-  Lo-4

N . P . P .

I corr""rrt""aton
I bactérienne

I p"" ml

I
I

l imites d'un interval-
l-e de confiance à

e 5 %

8h 95 -60 -20
I  1o,os 

I 20100
I 

16040 25r.80

10h 9 6 - 5 9 - l L 9 , 9 0  
|

L9800
| 1ssso 25210

Lzh  
I  

96 -46 -11_  
|  

7 ,25 1_4500 | 1L230 18730
I

L4 r r  
I  

95 -46 -  8  
|  

6 , 15 12300 | 9560 1_5830
I

16h 9 6 - 3 7 -  7 5 ,44  
I

1_0880 8360 14150

18h 9 5 - 4 2 -  I 5 , 6 3  
|

r.1260 8740 L4510

IV - 4 DISCUSSTON

Par cette expérience, nous avons voulu :

a) étudier les variations de la concentration bactérienne de la rivière pendant une
période de L2h.

b) apprécier la part que tient dans ces variations le flux de potlution émanant des
rejets de la stat ion drépurat ion par voie biologique si tuée en amont.

c) reconsidérer Ie problème de lrhétérogénéité du mi l ieu hydrique p€rr une nouvel le
estimation des composantes de Ia variance analytique.

a) Fructuations de la densité bactérienne dans le milieu naturer.

La  p lus  pe t i te  d i f fé rence s ign i f i ca t i ve  (P .P.D.S.  )  en t re  deux  es t imat ions
indépendantes de la densité bactérienne de la rivière (chaque estimation étant la
moyenne de tous les titres bactériens obtenus seLon un protocole analytique donné)

dépend de l-a variance analytique, du nombre de degrés de liberté de son estimation
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et du r isque drerreur de première espèce accepté.

Pour un r isque dremeur f ixé à 5% La P.P.D.S. vaut O,L5279. Cette di f-

férence entre deux logarithmes correspond en fait à un écart de 44. entre Ia valeur

la plus forte et la valeur la plus faible.

te niveau relativement élevé du pouvoir séparateur de la méthode analy-

t ique  u t i l i sée ,  eu i  peut  s 'expr imer  par  la  P .P.D.S. ,  â  permis  une bonne conna is -

sance des fluctuations horaires de la densité bactéri,enne du milieu étudié. Des

variat ions à Ia fois très subites et t rès importantes ont été mises en évidence.

Les concentrat ions extrêmes observées à th (346 germes/ml) et  à 18h (ZAZS germes/ml)

se situent dans un rapport de L à 8 environ.

L'ampleur et la soudaineté des pics de contamination bactérj.enne mon-

trent combien i l  est i l lusoi .re de prétendre obtenir  des résultats représentat i fs

de 1'étatde pol lut ion chronique drune r iv ière à part i r  de prélèvements ponctuels

lorsque les fluctuations de Ia densité bactérienne, au cours du temps sont ignorées.

b) Fluctuatiors de la densité bactérienne des re de la  s ta t ion  dré

Les analyses bactér iologiques de même que Ie débit  des eaux usées trai-

tées rejetées par la stat ion dtépurat ion biologique se dist inguent par une certai-

ne  s tab i l i té  (var ia t ion  drun  fac teur  2 ) .

Des résultats sensiblement di f férents ont été obtenusparROLLAND (1981)

qui relate des variations de la concentration en coliformes thermorésistants dans

lreff l -uent de la stat ion d'épurat ion biologique de NANCY al lant de 4OO germes/par

ml à l-Oh jusqu'à 2L2OO germes/ml à l-8h pendant la même journée (variation d'un

fac teur  50) .

Les faibles var iat ions ainsi  que lr importance relat ivement l imitée du

flux de contamination fécale représenté par les rejets de Ia station de METZ, pa.r

rapport  au f lux bactér ien de la r iv ière, ne sauraient,  en tout état de cause,

expl iquer les pics de contaminat ion observés dans Ie mi l ieu naturel  à 600 m en

aval des instal lat ions.

c) Les composantes de la variance analytique.

Le double titrage réalisé pour chaque échantillon de 5OO mI a été pra-

t iqué dans Ie seul but de permettre I 'est imation des composantes de la var iance
9 )

analytiqu", f irrtr" "t 6-rrrr"", dues à I 'hétérogénéité intra et interéchanti l lon.

rat ion biologique.
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tes estimations de ces composantes sont très comparables aux valeurs

obtenues au cours des expériences antérieures. En particulier Ie coefficient de

variation ftry.) exprimant la variabilité entre les sous-échantillons de 10

levés à I ' intér ieur drun même f lacon nrest pas signi f icat ivement di f férent

valeur obtenue au chapitre f I I  QL.T%) pour des sous-échant i l lons de 1 ml.

La composante interéchantill-on ( L6%) , mise en évidence avec un risque

inférieur à 5%, montre que des échantillons prélevés successivement au même endroit

de la r iv ière ne peuvent pas être considérés comme équivarents.

Ce résultat  soulève une nouvel le fois le problème de 1'extrapolat ion

des t i t res bactér iens provenant d'un échant i l lon unique.

Malgré la concordance des est imations, fai tes à plusieurs reprises dans

ce travai l '  des composantes de Ia var iance analyt ique, r ien nrautor ise à les con-

sidérer comme des constantes caractéristiques du milieu hydrique étudié.

ml

de

pré-

1a

Lrinhérence de ces composantes à }a conf igurat ion

reur confère très probablement une certaine variabilité pour

a fort ior i  lorsque les mi l ieux hydriques sont di f férents.

de

un

I rhétérogénéité

mil ieu donné et
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POUR UN8 ESII!,IATION PONCÎIJELLE

MILIEU H]|DRIQUE.

r -1 INTERET DE L'ECHANÎILLONNAGE A TROIS DEGRES.

L'étendue des mi l ieux hydriques naturels containt les microbiologistes

à estimer Ia concentration bactérienne de ces eaux à partir de titrages réalisés

sur des échant i l lons dont la tai l le est comparat ivement beaucoup plus faible.

Le titrage est quelquefois effectué sur un seul sous-échantillon issu drun échan-

t i l lon unique prélevé dans le miLieu naturel  étudié. Ce sous-échant i l lon, dont

le volume ne dépasse généralement pas quelques mil l i l i t res, est alors supposé être

représentat i f  drune quant i té d'eau considérable (plusieurs centaines de mètres

cubes ou davantage).  Malheureusement 1'hétérogénéité des mi l ieux n'autor ise pas

lrextrapolat ion du t i t re bactér ien obtenu et ceci  quel le que soit  la précision

de la technique de numérat ion ut i l isée. Cette restr ict ion s 'oppose à Ia comparai-

son r igoureuse de plusieurs préIèvements et,  de ce fai t ,  rend dél icate toute étude

sérieuse de 1a qual i té bactér iologique d'une eau. Le problème se pose de manière

analogue lorsque plusieurs sous-échant i l lons, prélevés successivement à Ir intér ieur

d'un même f l -acon, font chacun I 'objet d 'un t i t rage dist inct (échant i l lonnage à

deux degrès).  En effet ,  quel que soit  Ie nombre de ces t i t rages, la moyenne des

résultats obtenus ne peut srappl iquer qu'à l 'échant i l lon ini t ia l  et  son extrapola-

t ion se heurte cette fois à I 'hétérogénéité interéchant i l lcn. Ces quelques consi-

dérations montrent que pour augmenter la portée des estimations iI est nécessaire

dry intégrer les effets de l thétérogénéité du mi l ieu hydrique.

Dans ce but nous préconisons un échantillonnage à trois degrès compre-

nant plusieurs échant i l lons (unités pr imaires) dans lesquels seront prélevés des

sous-échant i l lons (unités secondaires),  le trois ième degré étant const i tué par

le t i t rage bactér ien de ces unités secondaires.

Les variations observées à chaque niveau de Iréchantillannage se traduisent par

une incert i tude sur Ie résultat  qui  t ient compte à la fois de I 'hétérogénéité du

mil ieu et de 1a reproduct ibi l i té de Ia méthode de numérat ion.

Bien qu' i l  ne soi t  pas possible de déf inir  avec précision les l imites

de Irespace hydrique pr is en considérat ion, 1a plural i té des échant i l tons recuei l l is

dans un volume dreau relativement important contribue à donner plus de poids à

I 'est imation ponctuel le de la concentrat ion bactér ienne drune r iv ière.



r -2 OPTIMISATION DU PROTOCOLE ANALYTIQUE

Rappelons que si  I réchant i l lonnage comporte r

N.P.P.) pour chacun des q sous-échant i l lons prélevés dans

té bactérienne est estimée par la moyenne géométrique des
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répét i t ions (  indices

p échant i l lons, la densi-

p q r r é s u l t a t s o b t e n u s .

i, des logarithmes des. -2La varian"",6;  ,  de la moyenne ar i thnét ique,

titres bactériens est donnée par la

t- 2 ,.2 -2
(s) \:1 ='9:g'" *btrt* +

formule (5) I

.2'ùN.PJ.  (SNEDECOR.  e t  COCHRAN,  1957)

p q r

"o&]-nEer

p

{ ]-ntra

pq

et 12 désignent 1es composantes de la variance analy-
"  N . P . P .

à chacun des trois niveaux de 1'échant i l lonnage.tique correspondant

L'examen de la formule (5) montre qu'une diminut ion de la valeur de
, - 2
O i ,  

"*  
par sui te une précision accrue dans l 'est imation du t i t re bactér ien mo-

yen, peut être obtenue

a) en réduisant Ia valeur des composantes de variance : une amélioration

de Ia technique de t i t rage entraînerai t  la diminut ion de 6f i . r .p-,  et  une mei l leure

homogénéisat ion des échant i l lons aurai t  pour effet  dratténuer 1; i*po"t . t"u d"drrtr . .
' 2La var ian""6fr .r t"r ,  directement l iée à I 'hétérogénéité du mi l ieu, présente par con-

tre un caractère incoercible pour des condit ions de préIèvement données.

b) en augmentant les nombres p, q et r avec toutefois une

unités pr imaires (échant i l lons) ;  ainsi  lorsque le produit  p q

minimal quand q et r sont tous deux égaux à I'unité.

préférence pour les
- - 2r  es t  f i - xé ,b  f  es t

En supposant constantes les valeurs des

ble de comparer I 'ef f icaci té relat ive de

Le tableau 24 tente de mettre en rel ief

des nombres p, q et r  sur Ia qual i té de

composantes de var iance, i l  devient possi-

plusieurs protocoles analyt iques f ict i fs.

l r inc idence du  cho ix  d 'une combina ison

l r e s t i m a t i o n .

ê 1

Les calculs,  pour l test imation S3 de Ia var iance$3 r^ont

plaçant dans Ia formule (S) tes composant""6ir t"" ,  6i . t" .

été effectués en rem-
-2
o  ru .p .P .  Pa r  res

estimations obtenues au chapitre IV de la cieuxième partie.

Les trois premières lignes du tableau 24 font ressortir I 'avantage de

faire figurer les répétitions le plus possible en amont du plan expérimental pour

un nombre total de titrages donné ( p q t = 4 dans le cas étudié).
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TAELEAU 24 : Comparaison de quelques protocoles analytiques fictifs.

nombre d il nornbre de scrË

hantillon" | - é"n.n*itto* |
p lq l

nombre
de

titrages
r

variance 
I ao.rrr"rural ( ?]*^_.,^' .,ve' LqLwç 
I oe traria- I 

rntervaLre de con-

s-- 
lt ion qr% ' 

f iance à 95%

t t l
4 

|  
1  

|  
1  

lo ,oo26L
I

t  l_ ,g  
|  

79  ,4  l_25,9

l t l
, 

| 
2 

I 
1 

| 
o,oo381_ 1 4 1 3 7 5 , 7  L 3 2 , L

1 l_ 4 o,00923 2 L , L 6 6 , 4  1 - 5 0 , 6

1 I I 1
I
I 

o, 01_043 23ra 6 3 , 1  l _ 5 9 , 6

1 L
(b )  oo

I 
0,00749 2 0 , L

I
I

I
6 7 , 7 L47 rg

c )  1 1 1
I  

0 ,00294
I
I 1 2 , 5

I
|  

7 8 , 3 L 2 7 , 7

(a) :  le t i t re bactér ien moyen est supposé être égal à 1OO.

(b)  :  le  symboler roô"  ind ique quraucune incer t i tude  n 'es t  imputab le  à  la  techn ique
de t i t rage.

(c) :  cette est imation repose sur 1'hypothèse drun mil ieu parfai tement homogène.

Les conséquences de f imperfection de la méthode de titrage sur f in-

cert i tude du résultat  peuvent s 'apprécier par la confrontat ion des est imations

données à Ia quatr ième et la cinquième l igne du tableau.

Le faible gain de précision procuré par une méthode de titrage supposée parfaite

(symbol isée par o )  la isse entrevoir  les l imites d'une recherche inconsidérée vi-

sant à amél iorer indéf iniment la précision des techniques de numérat ion lorsque

paral lèlement I 'hétérogénéité du mi l ieu est négl igée. Cette hétérogénéité des

milieux hydriques naturels induit, en effet, sur les résul-tats une incertitude

inexorable et cela indépendamment de la reproductibilité de Ia méthode de titrage

ut i l i sée .

Le dernier cas de f igure mentionné dans Le tableau fai t  état d 'un t i t ra-

ge unique avec Irhypothèse drune parfai te homogénéité du mi l ieu. 11 est intéres-

sant de noter que pour atteindre la précision indiquée (L2,5%), i1 est en fai t

nécessaire d'ef fectuer quatre t i t rages sur quatre échant i l lons dist incts (première

l igne du tableau).
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Lropt inisat ion du protocole analyt ique, c 'est-à-dire Ie choix de la

mei l leure combinaison des nombres p, e et r ,  nécessite une formulat ion exacte des

coûts comparés des différents plans expérimentaux possibles. En effet, si pour

des raisons purement mathématiques les répétitions doivent de préférence être le

pr iv i lège des seules unités pr imaires (échant i l lons),  Ia solut ion préconisée nrest

pas forcément la plus économique.

Une valeur approximative du coût (C) de I 'analyse est donnêpar Ia for-

mule suivante

C = C r p + C Z p q + C g p q r

dans laqaelle les coefficients C. représentent le coût d'une unité supplémentaire

au nj.veau comespondant de 1'échantillonnage et cela indépendamment des autres

niveaux.

En considérant simultanément le coût (C) et la var iance (S3),  le plan
^ x

expérimental  le plus eff icace est cerui  qui  minimise le produit  sÉ.c
c  .?  n2  . .2 - -  -

( 6 )  S É . C  = (  b î n t e n  
*  b î n t r  a  *  

s  w - p . p  ' t  , ax p  pq 
.  

f f i )  
(c lP+c 'RQ+c,Ror)

( 7 ) e t  ( 8 )

2 2
S-inter,  S- intra et S2w.p.p. désignent respect ivement les est imations des conposan-

tes de uariance 4 '2 2
b 

- i ' t " " ,  
6 intra " t  6 N.p.p.

Les solut ions de ce problème sont données par les relat ions (7) et (g)

alors que p est obtenu en

en fonct ion de la var iance,

e t  COCHRAN,  1957) .

En introduisant

obtenues au chapitre IV de

vient :

résolvant l 'équat ion (6) soi t  en fonct ion du coût soi t

selon que le coût ou Ia variance est imposé (SNEDECOR

les valeurs numériques des composantes de variance,

la deuxième part ie,  dans les relat ions (Z) et (8) i l

Le choix de r et de q se portera sur

valeurs ainsi  calculées.

les nombres entiers approchant au

Cr

cz

mieux les

Le coût drun sous-échant i l lon (Cr) n 'étant pas supérieur à celui  drun

t i t rage (ca) '  i l  ne serai t  pas économique de faire plus d'un t i t rage par sous-échan-

t i I lon. De plus, sans pour autant donner avec précision les coûts C. et C^, le
t t t L 4

rapport  "L ne saurai t  just i f ier une valeur de q supérieure à I 'uni té.;--
t v ^

z

ô1ooæ2 =1,04 \ lEo,oo27o ca v r.
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Ainsi ,  des considérat ions dtordre économique montrent qut i l  nty a pas

I ieu de modif ier la combinaison qui,  de pr ime abord, sravérai t  la plus eff icace,

à savoir la collecte de plusieurs échantillons de 5OO mI faisant chacun lrobjet

d'un t i t rage unique.

Cette conclusion, établie sur des hypothèses particulières notamment

en ce qui concerne I'incertitude sur le résultat provenant des différents niveaux

de 1'échant i l lonnage, devrai t  cependant jouir  drune certaine général i té si  I 'on

en juge par I'ordre de grandeur relatif des composantes de variance observées à

plusieurs reprises dans ce travai l .

Reste à déterminer Ie nombre p des échant i l lons qu' i l  convient de re-

cueillir dans Ie milieu naturel pour permettre une estimation ponctuelle dans le

temps et dans Irespace de la concentrat ion bactér ienne drun cours dreau. I l  va

de soi que p dépend non seulement de Ia précision souhaitée pour le résultat mais

également de contraintes économiques. Si le nombre trois const l tue, à juste t i t re,

un minimum, il ne nous paraÎt cependant pas nécessaire de prélever plus de six

échant i l lons compte tenu des exigences habituel les des études microbiologiques.

Lorsque aucune information f iable ntest disponible sur Ia var iance pro-

pre du protocole analyt ique adopté, 1 'est imation ne doit  être fondée que sur les

seules données expérimentales. Ainsi  en faisant comme à I 'accoutumée I thypothèse

de normal i té,  le logari thne de la densité bactér ienne conformérnent au protocole

opt imal susvisé est est imé par :

?

L-q/z
S

r l :
l l  u
Y

X+

p

X

b

nombre d'échant i l lons analysés

moyenne arithmétique des logarithmes

écart-type empirique

des p titres bactériens obtenus

probabi l i té L{ avec p- l  degrés de l i -tt_dZ : variable de STUDENT au niveau de

berté.



- LOL

CTIAPITRE II : APPLICATION DE LA !{ETIIODE DTECHANTILLONNAGE A LIETUDE EÎ AU

CONTROLE DE LA CONTAI'IINATION BACTERIENNE DrUN C0URS DTEAU.

En mettant I'accent sur la portée accrue des estimations obtenues à

part i r  d 'un échant i l lonnage à trois degrés, I ' intérêt d 'une tel le démarche a été

mis en rel ief  dans le premier chapitre.

Toute est imation ponctuel le étant réaLisée sur la base d'un protocole

analyt ique opt imisé s 'appuyant sur la plural i té des échant i l lons recuei l l is,  nous

tenterons dans ce dernier chapitre de faire ressortin les avantages de la méthode

proposée pour ce qui concerne Les études microbiologiques de plus grande envergure

et de caractère moins restr ict i f .

Nous envisagerons dans un premier temps l 'étude eomparat ive de l 'état

de pol lut ion drun cours dteau en plusieurs endroi ts di f férents puis I tétude des

séries temporelles de données obtenues pour une même station de prélèvement. Ces

deux cas de figure particuliers ne sont nullement exhaustifs, d'autres modèles

pouvant être imaginés afin d'apporter une réponse à des questions dont 1a formula-

tion ne saurait cependant comporter la moindre équivoque. La clarté, de même que

la pert inence des quest ions motivant toute étude microbiologique, const i tuent une

condit ion sine qua non à 1'élaborat ion d'un plan d'expérience adapté au problème

à résoudre.

larmi les autres modèles possibles nous ci terons surns 1es trai ter les

études d' impact.  Les microbiologistes peuvent être amenés, par exemple, à juger

du degré de toxicité d ' un effluent en comparant les densités des populations bac-

tér iennes observées en amont et en aval de l 'émissaire. Le pr incipe général  de

la méthodologie permettant cette évaluat ion, compte tenu de 1'hétérogénéité du

mil ieu, est donné par GREEN (1979).  te plan d'expérience préconisé par GREEN trouve

avantageusement son application en microbiologie en tirant bénéfice de notre procé-

dé d'échant i l lonnage.

II -1. ETUDE COMPARAÎIVE DE LA CONTAMINATION BACTERIENNE CHRONIQUE ENÎRE

PLUSIEURS STATIONS DE PRELEVEMENT.

La local isat ion Ces sources de pol lut ion ainsi  que les caractér ist iques

hydrographiques drun cours dreau sont à I 'or igine drune hétérogénéité spat iale

fixe et persistante de la concentration bactérienne laquelle est estompée par Ie

phénomène d' autoépuration.

L'étude globale drune sect ion déterminée et suff isamment longue d'un

cours dreau passe par la connaissance de ce gradient de contaminat ion bactér ienne,

et cela indépendamment des variations cycliques évoquées au chapitre précédent.

Nous proposons à cet effet un plan drexpérience mettant à profit le protocole ana-

lyt ique établ i  au chapitre I  de cette trois ième oart ie.



_ 1 0 3 _

La comparaison de 1'état de pol lut ion chronique entre I  stat ions de
prélèvement requiert plusieurs expérimentations réparties au hasard sur une période
donnée. Chacune des t expérimentations ainsi programmées devra prévoir la réalisa-
t ion drune est imation ponctuel le pour chaque stat ion de prélèvement.

Ces estimations seront effectuées simultanément selon Ie protocole analytique pré-
c i t é .

Le plan drexpérience adapté à cette étude est un plan factor iel  compre-
nant deux facteurs contrôlés avec répétitions. Le tableau 25 donne une représenta-
t ion de ce modèle dranalyse de var iance en respectant les convent ions d'écr i ture
qui ont été fai tes au paragraphe rr-2 de la première part ie.

Le facteur contrôlé A ( l ieu de préIèvement) intervient avec I  rnodal i tés
f ixes tandis que le facteur B (expérimentat ion) possède t  modal i tés aLéatoires.
De plus, r  résultats indépendants (r  échant i l lons faisant I 'objet drun t i t rage
unique) sont disponibles pour chaque combinaison Ai Bjde ces modal i tés, crest-à-
dire pour chaque est imation ponctuel le.

Le modèIe dranalyse de var iance adopté permet de vér i f ier séparément
I ' inf luence de chacun des facteurs contrôlés A et B. En outre, l r interact ion éven-
tuel le de ces deux facteurs peut être dist inguée de I 'ef fet  des facteurs non con-
trôrés dont ra var iance, notée 6fr ,  

"o."espond 
à la var iance analyt ique.

TABTEAU 25 : Tableau d'analyse de variance du plan factoriel à deux facteurs
perrnettant lrétude comparative de la contamination bactérienne
entre I stations de prélèvement.

Source de
variation Somme de camés ç , :"-*tu" 

o.t 
i auantite estimée par e/JI  r iberté ù |

Facteur A
l ieu

\ -
Qn =  r t l ( x i .

i

-7  )2 I -  T E. "d^J*{
Facteur B

expérimentation
QB=r là ( r . . i  -X ) -

j
t -  1 d - 11 62

BR

I n t e r a c t i o n  ,  O  \  '  -  - 2

_AB ,  A8=? | ,x i i - x i . - x . ;+x ) - ( 1 - 1 )  ( t - 1 ) 6' * " 5:-
I

nesiauerre 
I on =f fàlxr,*- ï i . i  )2 r  t ( r - l ) 12

\J
R

I
Totale 

I aT =f I  t . !  x i j l -  x-)2
i  i o (

l t r - 1
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La mise en évidence de lr interact ion AB srexpl ique par la présence de

dif férences signi f icat ives parmi les écarts observés d'une expérimentat ion à I 'au-

tre entre les 1 stations de prélèvement. Cette possibilité, qui exclut un comporte-

ment simplement addit i f  des facteurs A et B, ne saurai t ,  selon toute vraisemblance,

être écartée.

Le risque de première

facteur A ( l ieu du préIèvement)

p o r t F 4  - Q a  = L +  r t 6 2 t

Qna 6?. "61,
donné par 1a loi  de SNEDECOR avec (I-1) et( f- f )  ( t - f )  degrés de l iberté"

Le r isque B de conclure à tort  à I 'absence dreffet  du facteur A (r isque

de deuxième espèce) est une fonction décroissante desrnombres de degrés de liberté

( 1 - 1 )  e t  ( 1 - 1 )  ( t - r )  a i n s i  q r e  d e  1 ' e x p r e s s i o n  r * - l @ -  ( c . E . A . ,  t 9 7 B ) .

espèce étant préalablement f ixé, l r inf luence du

est alors vérifiée en comparant la valeur du rap-

à la l imite supérieure du domaine d'acceptat ion

f L est plus6'
AB

6? " "618
Le test apparaît donc d'autant plus conservateur --2que C)

K

grand devant 
"t 

61

C'est précisément en réduisant la quant iæ 5? + I  - '  2
-K  :  ( )  

AB 
que ra

méthode analyt ique proposée apporte une amél iorat ion appréciable. En effet ,  la

précision accrue de la technique de t i t rage étudiée dans ce travai l  contr ibue à

diminuer Ia vale '  -2 '
ur de O *alors 

que paral lèlement la plural i té des échant i l lons

recuei l l is,  en autor isant I 'extrapolat ion des est imations, a pour effet  de si tuer
2 -
O, à un juste niveau. Des titrages répétés sur un échantillon unique, tout

.-2
en donnant à () o- une valeur plus faible provoquée par la perte de la composante

_ t (

Trrt"", entraîneraient par contre le report inexorable de celle-ci 
"""(fr.

La quantité dfr * r 61, "'en 
trouverait finalement augmentée et Ia variance

, - 2
O f,, Rerdrait par Ià même une partie de sa signification.

Notons'  par ai l leurs, eu'une amél iorat ion de la puissance du test sus-

visé peut être obtenue par une augmentation du nombre de degrés de liberté et plus

part icul ièrement du nombre t  d 'expérimentat ions.D'une manière générale le choix

des paramètres t  et  r  (nombre dréchant i l lons) dépend d'une part  de la connaissance

a pr ior i  des composantes de.var iance 62 et 6 '  et  d 'autre part  de I ' importance
A B R

des écarts que lron souhaite pouvoir mettre en évidence entre les stations compte

tenu de lr invest issement prévu.
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IT - 2 LES SERIES TEMPORELLES

II - 2-1- Caractéristiques des séries

Une série temporel le est une suite drobservat ions ordonnées dans le

temps obéissant à des éléments déterministes et systématiques ainsi  qu'à des é1é-

ments aléatoires.

Les méthodes d'analyse numérique des sér ies ont pour object i f  I 'extrac-

tion des composantes déterministes et systérnatiques en faisant cas du contexte

probabi l iste l ié à I 'existence de phénomènes aléatoires.

L ' in té rê t  susc i té  par  l ' é tude des  sér ies  en  mic rob io log ie  t ien t  non

seulement à I' importance des rythmes endogènes aùx écosystèmes mais également des

rythmes biogéographiques en rapport  avec lract iv i té humaine.

L'analyse des sér ies peut par conséquent apporter au microbiologiste une mei l leure

compréhension des phénomènes qui Ie préoccupent.

Une série peut,  par exemple, être conçue dans le but drévaluer les f luc-

tuations horaires de Ia concentration bactérienne au cours drune même journée (voir

chapitre IV de Iadeuxième part ie) ou à plus long terme de permettre I 'étude des

variat ions journal ières, mensuel les ou saisonnj.ères de la pol lut ion d'or igine bac-

té r ienne drune r i v iè re .

Af in de respecter les condit ions imposées par l ranalyse des données

et dans le souci de traduire au mieux la var iabi l i té temporel le des paramètres

observés, I 'échant i l lonnage devra être mené de façon r igoureuse et sensée.

Ainsi  Ie choix du point de préIèvement,  dans la mesure du possible,

devra tenir  compte des caractér ist iques hydrographiques du cours dreau af in drêtre

représentat i f  de la sect ion pr incipale du courant (Vgi,Z, 1970).  Ceci exclut les

préIèvenents effectués trop près de la berge surtout lorsque lreau y est peu pro-

fonde et stagnante.

Par ai l leurs, les méthodes d'analyse des sér ies exigent un échant i l lon-

nage systématique crest-à-dire dont les prélèvements sont séparés par des interval-

les de temps égaux. Cette forme dréchantillonnage présente un inconvénient majeur

lorsque le paramètre observé présente une variation périodique dont la période

ou I 'un de ses mult iples colncide avec l t interval le de temps compris entre deux

est imations ponctuel les consécut ives.
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û()
\q)

lendance

Sér ie  f i c t i ve  de  données (a ) ,  dont  es t
l inéa i re  (b )  e t  qu i  es t  cons t i tuée (c )
tématique, à laquel le se superpose un
(D 'après  LEGENDRE e t  LEGENDRE,  1979) .

extrai te une tendance
d 'une osc i l la t ion  sys-

"bru i t "  a ]éa to i re .

FIGURE 1.5 :-

osci l lat ion
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Dans le cas particulier des études microbiologiques fe bruit est sur-

tout imputable au manque général de précision des méthodes de numération sans ou-

blier la nature aléatoire de la reproductibilité des méthodes de type énumératif.

Les effets de 1'hétérogénéité du mi l ieu ne fontr  pâr ai l leurs, eu'accentuer f  in-

cert i tude des résultats.

La méthode analytique proposée au chapitre I de Ia présente partie,

qui,  i1 faut Ie rappeler,  consiste à t i t rer plusieurs échant i l lons par la méthode

du N.P.P. avec 96 inoculums par di lut ion selon un protocole opt imisé, a pour effet

dratténuer Ie phénomène de brui t  pour les raisons suivantes i

.  la technique de t i t rage ut i l isée se dist ingue par une bonne précision in-

tr insèque (L3%) laquel le est de surcroi t  indépendante de la densité bacté-

r ienne.

.  en tenant compte des effets de I 'hétérogénéité du mi l ieu par l ranalyse si-

multanée de plusieurs échant i l lons, les est imations ref lètent,  de toute

év idence,  p lus  é t ro i tement  1 'é ta t  de  po l lu t ion  rée1 du  cours  d 'eau.  En

drautres termes, Ia possibi i i té d'extrapoler les résultats donne plus de

poids aux est imations ponctuel les.

Si de plus, I 'homogénéité des var iartces des résultats associés à une même est ima-

t ion ponctuel le a pu être vér i f iée au moyen dtun test approprié (par exemple le

test de BARTLETT ou Ie test de COCHRAN) , une estimation de Ia vari.ance analytique comrrune

peut être calculée à part i r  de I 'ensemble des observat ions. Ce procédé, qui a déjà

été ut i l isé au chapitre IV de la 2ème part ie,  présente I 'avantage de permettre

le calcul  drun interval le de conf iance plus ressemé, par sui te du nombre accru

de degrés de l iberté, et  dont I 'ampl i tude sur une échel le logari thmique est iden-

t ique pour chaque est imation ponctuel le.

La stabi l isat ion ainsi  que I 'at ténuat ion de la composante aléatoire

qui découlent des rem€rrques précédentes, permettent d 'envisager 1'étude des sér ies

microbiologiques sur des bases plus prometteuses en favorisant Ia mise en exergue

des osci l lat ions systématiques.
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Avant de pouvoir établir les fondements drune stratégie de prélèvement

dans un milieu hydrique nous avons été amenés :

- drune pæt, à étudier une méthode de titrage adaptée aux techniques statistiques

mises en oeuvre dans ce travai l ,

drautre part ,  à relat iv i .ser les di f férents aspects de I 'hétérogénéité spat io-

temporel le de la concentrat ion bactér ienne drun cours d'eau. La connaissance

globale et précise des caractér ist iques de cette hétérogénéité êtant nécessaire

à la mise au point dfun protocole analyt ique opt imal ainsi  qurà Ia formulat ion

des object i fs et des modal i tés de toute étude microbiologique.

* De 1rétude théorique de la méthode de titrage nous avons pu dégager Les

propriétés suivantes z

le  logar i thme de I ' i nd ice  N.P.P.  es t  normalement  d is t r ibué ,

sa var iance, qui est surtout fonct ion du nombre dr inoculums par di lut ion, peut

être considérée comme indépendante de Ia densité bactér ienne.

La val idi té de ces deux proposit ions suppose toutefois I 'appartenance de la con-

centrat ion bactér ienne à un interval- Ie dont I 'ampl i tude croft  avec Ie nombre d' ino-

culums par di lut ion. Ainsi ,  lorsque 96 cupules sont inoculées à 3 niveaux de di lu-

t ion consécut i fs,  les bornes infér ieure et supérieure de cet interval le sont asso-

ciées respect ivement à un pourcentage de réponses posit ives compris entre 22% et

93%.

I1 sfensuit  que les stat ist iques paramétr iques et plus part icul ièrement

lranalyse de variance peuvent être appliquées aux résultats dans une large plage

de densité,  après une transfornat ion logari thmique préalable des t i t res bactér iens.

* Lrétude expérimentale de Ia méthode de t i t rage a montré :

-  une concordance parfai te de la précision de la méthode, calculée à part i r  de

Ia var iance empir ique, avec Ia précision théorique.

Les coeff ic ients de var iat ion observés avec 96 puis 32 inoculums par di lut ion

sont  respec t ivement  de  L2 ,5  % e t  2L ,5  %.

- que Iremeur introduite par le manipulateur,  et  plus généralement l rensemble

des facteurs non contrôlés impliqués dans la réalisation des titrages, exercent

sur les résultats un effet  négl igeable.



* Lors de la comparaison expérimentale des deux

de quantique en milieu liquide avec 96 inoculums par

t ive sur mi l ieu gélosé),  nous avons pu établ i r  que :
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techniques de titrage (métfro-

dilution et méthode énuméra-

le modèIe de POISSON est adapté à la descr ipt ion de la répart i t ion des unités

formatr ices de colonies dans les pet i ts volunes d'eau homogénéisés.

Ia précision propre à la microméthode est équivalente à cel le qu'on peut atten-

dre, en moyenne, d'un t i t rage réal isé sur mi l ieu géIosé.

en

ne

mil ieu l iquide, la proport ion de réponses posit ives imputables à la croissan-

de Escherichia col i  s 'élève à 82,5% environ. Mais cette est imation ,  eui

const i tue en fai t  qurune moyenne, est var iable selon l 'échant i l lon considéré.

les t i t res bactér iens donnés par Ia méthode étudiée ont tendance à être légère-

ment supérieurs aux résultats obtenus par Ia méthode des membranes filtrantes.

La surest imation, voisine de 14 %, a'est pas indépendante de 1'échant i l lon.

-  I 'existence d'une interact ion très signi f icat ive entre chacun des deux paramètres

précédents et l réchant i l lon analysé nous a amené à considérer la sélect iv i té

préférent iei le des méthodes de t i t rage et plus précisément le manque de spécif ic i -

té de la microméthode comme étant la cause essent iel le de la surest imation ob-

servée en  mi l ieu  l iqu ide .

te haut niveau de précision de même que les propriétés mathématiques

de I r ind ice  N.P.P.  on t  no tab lement  favor isé  la  réa l i sa t ion  dré tudes  v isan t  à  p ro-

curer une mei l leure appréhension des caractér ist iques de 1'hétérogénéité spat io-

temporel le drun mil ieu hydrique.

* En ce qui concerne 1'étude de cette hétérogénéité, les expérimentat ions

réal isées sur la Mosel le ont permis de mettre en évidence :

de fortes var iat ions journal ières et horaires de la concentrat ion bactér ienne,

Ies dernières étant remarquables tant par leur soudaineté que par leur ampleur,

des différences significatives entre les titres bactériens provenant de sous-

échant i l lons dist incts issus d'un même échant i l lon de 500 ml.  Le coeff ic ient

de variation caractérisant cette hétérogénéité intraéchantillon a été évalué

à L2  % env i ron ,

des var iat ions de 1a densité bactér ienne entre les échant iLlons recuei l l is s imul-

tanément en un même endroit de la rivière. Cette hétérogénéité inter.échantillon

se traduit  par un coeff ic ient de var iat ion est imê à L6 %.
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Indépendamment de la précision de la technique de t i t rage, I 'hétérogé-

néité du mi l ieu hydrique sroppose à Irextrapolat ion des résultats provenant d'un

échant i l lon unique.Aussi,  dans 1e but d 'augmenter la portée des est imations ponc-

tuel les en y intégrant les effets de I 'hétérogénéité du mi l ieu, nous préconisons

un échantillonnage à trois degrés basé sur la pluralité des échantillons analysés.

Compte tenu de nos résultats expérimentaux, le protocole analytique optimal con-

siste à réaliser un titrage unique par échantillon ; le nombre de ceux-ci étant

! ié à la précision recherchée. Bien que les composantes de la var iance analyt ique

soient probablement sujettes à des disiorsions résultant de Ia diversité des confi-

gurat ions possibles de 1'hétérogénéité,  nous sommes en droi t  de penser que la dé-

marche analyt ique proposée devrai t  bénéf ic ier d 'une certaine général i té en s 'appl i -

quant à d'autres mi l ieux hydriques.

Pour ce qui concerne Ia surveillance de la contamination bactérienne,

1 'absence d 'hé térogêné i té  f i xe ,  percept ib le  en t re  des  po in ts  s i tués  le  long d 'une

port ion l imitée du cours d'eau ne recevant pas d'émissaire, nous suggère, ar égard

au rôle prépondérant des variations temporelles, un échantillonnage méthodique

et intensif  en un nombre de points aussi  restreint que possible.

Au terme de cette étude menée conjointement au laboratoire et dans le

mil ieu naturel ,  nous pouvons aff i rmer que la méthode analyt ique proposée (échant i l -

Ionnage à trois degrés selon un protocole opt imisé et méthode de t i t rage ut i l isant

96 inoculums par di lut ion) const i tue un out i l  part icul ièrement intéressant pour

les invest igat:ons microbiologiques en potamologie.
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ANNE)CE I

LA FONCTION DE VRAISEI'tsLANCE

La probabilité, pour un microorganisme donné de se trouver dans

un inoculum de volume e, s 'exprime par le rapport  f ,oO 
V représente le volume

de la  suspens ion  à  t i t re r .  La  probab i l i té  pour  qu ' i I  en  so i t  absent  es t  par

conséquent égale à t- + .

Si b représente le nombre total  de microorganismes contenus dans

l 'échant i l lon ,  la  p robab i l i té  pour  qurun  i .nocu lum so i t  s té r i le  es t  :  ( f  -U9-  )o=  p

(probabi l i té d'  événements indépendants )  .  _ q

Le quot ient 9 étant généralement pet i t ,  1- 
f ,  o"r . ta être approché par e V ce

q u i d o n n e :  - b q

p=(1-+)bY" v

^ bComme f 
désigne la densité,  u,  de microorganismes par unité de volume, l rex-

pression de p se simpl i f ie,  et  f inalement,  la probabi l i té pour qurun inoculum

so i t  s té r i le  es t  éga le  à  p  =  ;uq .

Considérons n prélèvements de même volume q ;  Ia var iable aléatoire,

notée X, associée au nombre d' inoculums stér iLeg suit  la loi  binomiale de

p a r a m è t r e s  ( n , p ) .

7s  s  n -S
D ' o ù  P  ( X = s ) =  L n  p  ( 1 - p )

23 -uqs -uq n-S
C o m m e p = " - t Q r P ( X = s )  = L . e  ( l - e  )

La  probab i l i té  d 'ob ten i r  respec t ivement  s r ,  =2 ,  
" i  

,  . . .  
t rcupu-

les stér i les dans k niveaux de di lut ion successifs est donnée par :
k ^rF. -uq, s.  -uQ. i l .  -s.

L(u)=l lqi  e -r  ' ( t -"  ' ' ) ' t
l = I

L (u) s 'obt ient en faisant Ie produit  des probabi l i tés d'événements indépendants.

n, : nombre de cupules inoculées à la ' ième 
dilution .]-

qi  :  volume dr inoculum ensemencé dans chacune des n-cupules.

S'  pi  = ni-siest le nombre de réponses posit ives au niveau de di lut ion i ,

L (U) = TJÇi E
i=1

- u q .  ( n . - p .  )  - u q .  p .- 1  t ' t  ' r .  ' r
( r  -e  ) 1 )
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L'EQUATION DE VRATSEI',IBLANCE

LréNpression L(u) et son logari thme montrent toutes les deux un maximum pour la

même valeur de u qui est par déf ini t ion le N.p.p.
k k

Log L(u)  =  K  -  
"E  o ,  (n i  -  p i )  +Eo,  Loe (1  -  e  

- ' . .q i )

i=l-

K est une constante.

k
- -*,f,.

d L o g L  _ _ )  q i  ( n i - p i ) +  )  p i  q i e  - 1

du i=I i = l- 
L_ e 

-uei

Le N.P.P.  s 'ob t ien t  en  annu lan t  ce t te  dér ivée ,  e t  f ina l -ement  le  N.p .p .  es t  la
valeur de u solut ion de l 'équat ion :

k k
\., S -uei

1  q i ( . i - p i )=  1 "  P ;  Q ie  
-  

2 )
i =1  i = l  

t _e -ùa i



1 ,
|rÈ

ç-,L'équat ion (=, qi  (ni  -  pi

ANNEXE I I

RESOLUTION DE LIEQUATION DE VRAISEIItsLANCE

- 1 2 2 -

est.de la forme f(u) - x=0.\= .L' i=l-

-uq .-1

Ê  Q i e
_uq.

- - 1r . -  e

f (u l -K

En dehors des cas part icul iers où toutes les réponses sont uniformément

posit ives ou négat ives ( Ies N.P.P. associés à ces combinaisons sont alors respec-

tivement ' + so et O), 1a résolution est possible par la méthode de NEIIJTON dont

le pr incipe est i l lustré par la f igure 16.

Figure L6 : Résolution de lréquation de vraisemblance par Ia méthode de NEI,I/TON.



- L 2 3 -

Soit  11 I 'abscisse du point d ' intersect ion avec lraxe ôu de la tangente à la

courbe au  po in t  d 'absc issc  uo .

La  ré i té ra t ion  de  ce  procédé donne une su i te  de  va leurs  uer  t l , . . . ru r . , r . . .

convergente vers la solution de l'équation, à condition toutefois que la valeur ini-

t ia le uo soi t  convenablement choisie.

Si la suite ne converge pas, iI suffit de changer la valeur uoo

PROGRAMITIE DE RESOLUTION DE L'EQUATION DE

VRAISEI'tsLANCE DANS LE CAS DE TROIS DILUTIONS DE.CIMALES

EFFECTUE POUR LA CALCULATRICE HEWLETT-PACKARD 41 C

O1. LBL IINPPII

02  i lN1r f

03 PROMPT
04 sTo 1L
05 i lP  1 r l

06 PROMPT
07 sro 00
08 rfN2[

09 PROMPT
10 sTo L2
11 i lP2r l

12 PROMPT
13 ST0 0l_
14 r rN3r l

15 PROMPT
l-6 sTo L3
L7 nP3t)

1.8 PROMPT
19 STO 02
20 RCL 11
21 RCL 00
22
23 F.CL L2
24 RCL 01
25
2 6  0 . 1
2 7 *
28 '+

29 RCL l-3
30 RCL 02
3 L -
3 2  0 . 0 1
3 3 *
3 4 +
35 ST0 03

36 I I INITIALE'I

37 PROMPT
38 STO 04
39 LBt O1_
40 CHS
4 t  E / r X
42 STO 05
43 RCL 04
4 4  0 . t
4 5 *
46 CHS
4 7  E I X
48 STO 06
49 RCL 04
50 0 .01_
5 L *
52 CHS
53 E, '  X
54 STO 07
55 RCL OO
56 RCL 05
5 7 *
5 8 L
59 RCL 05
6 0 -
61 /
62 RCL 01
63 RCL 06
6 4 *
6 5  0 . 1
6 6 *
6 7 L
68 RCL 06
6 9 -
7 0 /

106 0. oool-
LO7 *
1_O8 L
Log RcL 07
t_r.o
11_ l_  XV2
LL2 /
1l_3
LLA STO 09
1L5 RCL 03
116 RCL 08
LL7.
118 RCL 04
119 RCL 09
L20 n

Lzl +
L22 RCL 09
L23 /
L24 STO 10
L28 RCL 04
LZO

L27 ABS
rza o.oL
L 2 9  X > Y  ?
130 c10 02
131 RCL 1_O
t32 STO 04
133 GTO 01
L34 LBL 02
135 RCL t-0

7 L +
72 RCL 02
73 RCL 07
7 4 *
7 5  0 . O 1
7 6 *
7 7 L
78 RCL 07
7 9 -
8 0 /
81 +
82 STO 08
83 RCL OO
84 RCL 05
8 5 n
86 1
87 RCL 05
8 8 -
89 X /12
eo/
91_ CHS
92 RCL 0L
93 RCL 06
9 4 *
9 5  o . O L
9 6 *
9 7 L
98 RCL 06
9 9 -

LOO Xv 2
LOL /
toz -
103 RCL 02
Lo4 RcL 07
105 *
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MODE DI UÎTLISATION

Le chargement du programme ayant été effectué directement à partir du

listage ou bien par carte magnétique, le nombre le plus probable associé par

exemple au tr ip le* (31 ,  
38 '  -a)u"t  calculé de Ia manière suivante.\ 9 6  9 5  8 4  t

(les chiffres figurant au dénoùinateur représentent le nombre de cupules inocu-

1ées à chaque niveau de di lut ion).

Séquence de touches Affichage

Nl_tr @N'P'P@
e6 11/-61

e6 F/3

e5 friæl

38 fRfs-l

s4 Ffs'Ï

4 fRTSl

1 IEFI

après quelques secondes d'at tente, le résultat  est af f iché sur L'-écran :  5,3g.

Ltaffichage de la mention "OUT OF RANGE" suggère le choix drune autre valeur

ini t ia le,  la précédente ntayant pas engendré une suite convergente.

PL

N2

P2

N3

È,5

INITIALE demande drune va-
leur initiale per-
mettant drengager
le processus i té-
ra t i f .


