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EVALUATION DE LA FIDELITE ET
DE LA PRECISIOM DES COMPTAGES
DE MICROORGANISMES DANS LES
MILIEUX NATURELS

J. BALDENSPERGER, 1981

Pour les &tudes d'écologie microbienne, on utilise souvent diverses méthodes

de comptage ayant pour résultats des nombres entiers : nombre de bactéries par
boite de Pétri, nombre de bactéries par champ wmicroscopique, etc... Afin d'uti-
liser au mieux ces résultats, il est indispensable, avant de commencer le travail
et d'étre confront® aux nombres, de définir clairerment 1l'objectif de 1l'é&tude et

le milieu qui sera échantillonné. La fréquence et la maille des prélévements, donc
en définitive la quantité d'information dont on disposera, dépendent en effet des

objectifs de 1'é&tude.

Compte tenu du nombre de résultats attendus, il est ensuite nécessaire, dans un
premier temps de 1'&tude, de déterminer la fid&lité et la précision des résultats.
Cet exposé a pour objet de sensibiliser de futurs microbiologistes 3 ces problémes
mais ne prétend nullement apporter toutes les réponses par des recettes toutes

faites.

1. - PETITS RAPPELS DE STATISTIQUE, INDISPENSABLES

Les résultats des comptages de microorganismes (nombres entiers) correspondent
aux variations d'une variable discontinue, et peuvent étre rangés par ordre de
grandeur, en général par classes (qui ne doivent pas se recouper, par exemple

de 1 3 10, de 11 3 20, de 21 2 30 etc...). En regard de chaque classe figure donc
le nombre de fois (F) oli on 1'a rencontrée : F est la fréquence de la classe.
L'ensemble des classes affectées de leurs fréquences respectives constitue la

distribution des fréquences, et peut &tre figuré par un histogramme

Plusieurs lois mathématiques peuvent &tre utilisées pour décrire la distribution
des fréquences : si un ajustement avec la distribution observée est possible,
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- la précision des comptages peut étre estimée
-~ les modifications de la densité microbienne dans 1'espace (distribution spa-
tiale dans un biotope ou comparaison de plusieurs biotopes) et dans le temps

(dynamique de la population) peuvent &tre mises en évidence.

Deux paramétres principaux sont utilisables pour rechercher un modéle convenable.

- la moyenne arithmétique, X, qul est la somme rapportée 4 leur nombre, n, des

valeurs :

2 n = Z_x
n

2

- la variance, s“, qui caractérise la dispersion des valeurs autour de la moyenne

arithmétique. A chaque valeur, Xis correspond un &cart i la moyenne, (x.l - X).

Pour que les &carts positifs et négatifs ne se compensent pas, on utilise leur
carré (xi - %)2. La variance est la somme, divisée par leur nombre, de tous les
écarts 3 la moyenne :

2

l n - 2 .
= —_ Z -—
s 5 (xi x)

La variance est donc la movenne arithmétique des carrés des écarts.

Soit p la probabilité pour qu'un événement se produise, et q la probabilité pour
que son contraire se produise (p + q = 1). Quatre types de modéles mathématiques
conviennent le plus souvent pour décrire les distributions observées, ils corres-
pondent 3 diverses relations entre moyenne et variance d'une part, entre p et q

d'autre part.

-~ Loi binomiale positive, correspond au développement de (q + p)k, si la variance

s2 est inférieure 3 la moyenne (s2 < x). Lorsque le nombre d'échantillons n est

suffisamment grand, cette famille donne naissance 3 deux types de distribution :

- Distribution Normale, pour laquelle p = q = 0.5 et la variance est indépendante

de la moyenne.



~ Distribution de Poisson : pour laquelle la probabilité d'un des &vénements

est trés faible (p +- o). Alors 32 = X.

k

- La distribution binomiale négative, correspond au développement de (q =~ p) .,

. 2 . N 2 =
et 3 la variance s~ supérieure 3 la moyenne (s~ > x).

Deux de ces modéles permettent de traiter les informations 3 l'aide de tests dits

"paramétriques", ils sont donc plus particuli&rement &tudiés.

1.1. Série_de Poisson

La série de Poisson correspond i des &vénements se produisant au hasard, soit dans
le temps (nombre d'dvénements par unitZ de temps) soit dans l'espace (répartition
au hasard de la densité& microbienne, par exemple). On cherche donc souvent 3 taestaer
1'accord entre la distribution observde et la série de Poisson gul correspond 3 la
dispersion au hasard. En fait les tests statistiques utilisables permettent &ventuel-
lement de rejeter 1'hypothdse nulle (accord avec sdrie de poisson). Ceci n'&tablit
pas que les organismes soient bien répartis au hasard mais seulement que le biais

éventuel est trop faible pour &tre mis en &vidence.

Quatre conditions doivent étre satisfaites pour que la série de Poisson soit un

modéle mathématique utilisable :

(1) = La probabilité pour qu'un organisme donné occupe un site quelconque est
constante (il n'y a pas de site privildgié ). On voit immédiatement que cette
condition est rarement remplie 3 1'échelle microscqpique, oll les microagrégats
du sol ou les particules en suspension dans 1l'eau sont autant de sites privi-
1égiés. Nous verrons plus loin que cette condition dépend de fagon &troite de

la taille de 1'échantillon.

(2) - Le nombre d'individus par &chantillon est tré&s inférieur au maximum possible.
Cette condition est pratiquement toujours satisfaite dans les milieux naturels 3
1'8chelle centimétrique, mais pourrait ne pas l'@tre 3 1'3chelle microscopique

(bactéries fixées sur des particules, par exemple).

(3) - La présence d'un individu n'influe pas sur la probabilité de la présence d'un
autre dans un méme &chantillon. Condition qui dépend 12 encore de la taille de

1'échantillon 2t de la nature des microorganismes &tudiés (phénoménes de synergie,
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antogonisme, etc...).

(4) - Les échantillons doivent &étre petits par rapport & la population totale :

condition satisfaite le plus souvent.

Le test le plus utilisé pour tester l'accord entre la distribution observée et

la série de Poisson utilise le rapport de la variance 3 la moyenne (s2 / %), qui
est le coefficient de surdispersion de FISCHER : Ce coefficient est nul pour une
distribution totalement réguliére, &gal 3 1'unité pour une distribution au hasard,
et supérieur 3 | pour une distribution '"contagieuse'. La valeur calculée

(n-1)

(n = nombre d'échantillons) est comparée pour le risque admis (par
P P q P

X 2
exemple 57) d la valeur lue dans une table duj{ ~ pour (n-1) degrés de liberté.
2

Si (n-1) est supérieur 3 la valeur lue dans la table, alors 1'hypothése

X
nulle (accord avec la série de Poisson) doit &tre rejetée. Si la valeur est infé-

rieure, cette hypoth&se ne peut pas étre rejetée et les méthodes statistiques asso-

ciBes d la série de Poisson peuvent &tre utilisées.

1.2. - Loi Normale : .

De nombreux tests statistiques (comparaison de moyennes, analyse de la variance,
coefficients de corrélation, etc...) sont associés 3 la loi normale et ne peuvent

étre appliqués sans risques d'erreur que si :

-~ les résultats se répartissent en accord avec la loi Normale
- la variance est indépendante de la moyenne

- les divers composants de la variance sont additifs.

Les caractéristiques de la loi Normale sont étudiées en détail dans les livres
classiques de statistique. Rappelons simplement que :

-~

- la distribution est symétrique par rapport 3 la moyenne

- elle est plus ou moins étalée suivant que l'Ecart-type, s, est plus ou moins
grand

- 687, 957 et 997 des valeurs sont comprises respectivement dans les intervalles

; t+ s, xt2s et x*2,6 s. Il n'y a donc que 5 chances sur 100 d'observer un

écart 3 la moyenne supérieur &3 2 s, et | chance sur 100 supérieur 3 2,6 s.

ool



Les propriétés remarquables de la loi normale sont utilisées dans les tests

classiques.

La premiére condition d'utilisation de ces tests (normalité des données) est

approximativement remplie :

- pour la distribution binomiale positive,si le nombre d'échantillons est grand
(> 30), et la variance supérieure & 3. Ceci est le plus souvent le cas des

comptages microbiens

~ pour la série de Poisson (qui est trés dissymétrique, quand X est petit)

gquand x > 20

- pour la distribution binomiale négative quand x > 20 et quand 1l'indice de

x 2_ (sz/n) )
2 -
sT - x

dispersion k (qui peut &tre calculé approximativement =

est 8galement assez grand (k > 10).

Cependant, pour ces 3 modéles mathématiques, la variance et la moyenne tendent 3
augmenter simultanément : la 28me condition d'emploi des tests (indépendance entre

moyenne est variance) n'est donc pas remplie.

Cette difficulté est levée en remplagant les '"données brutes' par des 'données

transformées' suivant une transformation adaptée. La transformation doit norma-
liser la distribution des résultats (c'est-8-dire la rendre symétrique), rendre
la variance indé&pendante de la moyenne et assurer 1l'additivité des composants de

la variance.

Plusieurs transformations classiques existent.[y ={x, y = log x, y = log (x + k/2)]

mais la loi de Taylor permet de déterminer la mieux adaptée.

1.3. Transformations par la loi _de Taylor

e e g . 2 . 5 .
Cette loi indique que la variance s , est proportionnelle 3 une puissance de la

moyenne x :

T



dome log 52 = log a + b log x

Le paramétre a dépend surtout de la taille de l'&chantillon. Le paramétre b, qui
correspond 2 un indice de dispersion, varie de O (distribution régulidre) 3 1 pour
une distribution au hasard et 3 des valeurs supérieures 3 | pour des distributions

contagieuses.

Ces paramétres a et b peuvent &tre facilement estimés si 1l'on dispose de plusieurs

groupes de résultats correspondant au méme biotope et aux mémes espéces dénombries.

. e s 2 - . - . .
L'ajustement linéaire log s“/log X est soit calculé par un programme de calculatrice
soit méme graphiquement estimé (sur papier log/log ou en prenant les lcg. des

variances et des moyennes sur papier millimétrique linéaire).

- . D N s
La transformation y = x°, ol p = 1-b/2, assure l'indépendance entre moyenne et

variance. On constate que pour la lol de Poisson (b 1, p = 0,5) la transformation
normalisante est vy = Yx, pour la loi log-normale (b = 2, p = 0) la transformation

normalisante est y = log x,

Les valeurs de b communément rencontrées dans les &tudes d'écologie microbienne
se situent au voisinage de 2 : la transformation normalisante est donc y = log x,

on constate que la distribution de log X est approximativement gaussienne.

Cette observation peut recevoir une explication biologique. En admettant que les
réponses des variables biologiques (par exemple nombre d'individus par unité de
volume) aux petites variations des paramétres physicochimiques sont de type
exponentiel, alors si ces paramétres physicochimiques ont eux-mémes une distributicn
au hasard dans l'environnement, il en sera de méme des logarithmes des variables

biologiques.

Ce raisonnement rend compte des cas ol la pente de la droite log 32 =a+ b log X
est égale 3 2. Une pente comprise entre | et 2, qui est &galement rencontrée dans

les comptages de microorganismes totaux par exemple, d8crit une situation inter-
médiaire entre la loi log~normale et la loi de Poisson. Il s'agit peut étre alors
d'un état d'équilibre entre des processus biologiques tendant 3 induire des distri-
butions log-normales et 3 une homogeénéisation du milieu par diffusion ou mouvements
turbulents. Comme indiqué plus haut, la valeur b dépend donc de la maille de 1'é&chan-

tillonnage.
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2. - EVALUATION DE LA PRECISION DES METHODES DE COMPTAGE

2.1. Les différentes méthodes de_comptage de microorganismes

- I1 faut distinguer 4 types de méthodes :

- &talement sur boites _de Pétri ou inoculation en tubes "vanille". Apr&s incubation

dans les conditions convenables, on compte directement les colonies formées sur les

boites ou dans les tubes é&troits.

On doit admettre que chaque colonie ne correspond qu'i un seul microorganisme, et
que tous les microorganismes pouvant se développer dans le milieu ont effectivement
donné une colonie visible. Ce postulat est rarement acceptable pour les numérations
de microorganismes dans les milieux naturels. Cependant pour des études qualitatives
qui supposent l'identification des espéces, il est nécessaire de recourir 3 des

étalements sur boites : cette méthode reste donc trés utile.

- inoculations_de tubes de dilutions successives

Aprés incubation, on compte pour chaque dilution le nombre de tubes "positifs",
révélés soit par le trouble du milieu soit par un indicateur coloré (changement

de pH, de potentiel redox).

L3 encore, on suppose que chaque tube de la dernidre dilution positive n'a regu
qu'un seul microorganisme qui a pu se multiplier jusqu'id donner un résultat

visible.

Malgré cette restriction, la méthode des dilutions successives {(Most Probable
Number) est utilis&e pour les numérations de certains ''groupes physiologiques”
particuliers (bactéries anadrobies produisant tel ou tel métabolite) en associa-

tion avec la recherche d'un composé par analyse chimique.

- Comptages directs au microscope

A l1l'aide de colorants, fluorescents ou non, associés ou non 3 une reconnaissance
sérologique, les comptages directs sont souvent indispensables pour estimer le

nombre ou la biomasse de tel ou tel groupe bactérien. C'est la seule méthode
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permettant d'évaluer la biomasse bactérienne totale, puisque seul un trés faible
pourcentage (0,1 2 3 5 2) des bactéries d'un milieu naturel forment des colonies
sur milieu "riche". La difficulté consiste 3 distinguer les bactéries 3 compter

des objets de méme taille...

Supposons qu'une espéce bactérienne (ou un groupe d'espéce) produise pendant sa
croissance dans un milieu spécifique un métabolite (m) avec un taux de production

gg) proportionnel au nombre de microorganismes présents dans le milieu (n), alors :
dt

le nombre de microorganismes (n) présent au temps t est 1ié au nombre initial (no)

au moment de 1'inoculation par 1'équation de Monod :

oll k est le taux exponentiel de croissance, que nous supposons constant.

alors : m = A. n u[t Zkt dt

Mais la quantité M de métabolite nécessaire pour estimer la croissance positive
(changement de pH, production de gaz, etc...) est constante. Alors :

log, n = A' - 1og2 (2kt -1

Le second terme 1og2 (Zkt - 1) peut étre assimilé 3 kt si 2kt >> 1, ce qui est le
cas pour la plupart des bactéries. On constate donc que le log du nombre initial

de bactéries est approximativement une fonction linéaire du temps t nécessaire pour
produire une quantité M de métabolite. Cette hypoth&se est vérifi&e expérimentale-
ment pour divers groupes bactéries (notamment bactéries du cycle du soufre) et

cette propriété est utilisée pour leur dénombrement.

En pratique, on prépare un milieu sélectif dans lequel la croissance du groupe
recherché provoque une modification de couleur, ou une production de gaz repérable

sans destruction du tube ou de la boite. On note le temps t d'incubation nécessaire

e



34 ce test positif.

A partir du tube ou de la boite positif, on prépare une culture d'enrichissement

dans un ballon (500 ml) du méme milieu. Quand la croissance est suffisante, on

évalue la densité@ bactérienne dans le ballon maintenmu alors au froid, et on réalise
immédiatement des dilutions (dans 1'eau physiologique ou dans du milieu frais) ayant
une gamme de densité assez large : par exemple 109, 5.108, 108, 5.107, etc... 102

par ml. Ces dilutions servent alors 3 inoculer le méme type de tubes ou boites que ceux

ayant servi 3 la numération : on note aprés incubation le temps nécessaire 3 1l'appari-

tion du test de croissance positive.

Sur papier semi-log., les temps d'incubation nécessaires (abscisse, échelle linéaire)
sont report@s pour chaque quantité& d'inoculum (ordonnde, &chelle log.). Cette quali-
bration reste valable pour chaque type de microorganisme dans un milieu naturel, il
convient souvent de la refaire quand on change d'environnement. Le nombre de bactéries
contenu dans 1l'inoculum provenant de 1'&chantillon est alors lu sur la droite de
calibration. Malgré la longueur de cet exposé, la méthode indiquée ici est en général
plus rapide d'emploi que les &talements sur boites ou les tubes de MPN. Mais son
intérét principal vient du fait qu'une grande quantité (108 par exemple) de bactéries

sont inoculdes : nous verrons plus loin que sa précision est trés supérieure.

Pour toutes ces méthodes, les manipulations nécessaires sont toujours :

Comme il est pratique de travailler en phase liquide, il est nécessaire pour 1l'étude
des milieux pidteux ou solides de préparer une "suspension - dilution". Pour que

cette 8tape ne comporte pas elle aussi d'&chantillonnage, il est préférable de traiter
la totalité de 1'&chantillon initialement solide, 1'8chantillon traité ainsi obtenu
contient toute 1l'information de 1'&chantillon brut. En pratique le sous-&chantillon-

nage se fait donc dans 1l'échantillon brut lui-méme s'il est liquide : la taille de

1'8chantillon brut est alors th&oriquement illimitée. Pour des milieux piteux ou
solides, il est difficile au laboratoire de préparer des suspensions 3 partir de
volumes de sol ou sédiment inférieurs 3 quelques mm3 ou supérieurs 3 quelques dm3 :
1'échantillon traité qui sera lui-méme 10 ou 20 fois plus volumineux a donc une

taille limitée.
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La taille du sous—échantillon dépend de la méthode de numération : pour les
€talements et les tubes de MPN, de 1 3 0,1 ml. Pour les comptages directs au
microscope ou les comptages indirects par production de métabolites, de plus
grands volumes sont utilis&s : si le milieu est liquide, 1l se peut que cette
8tape de sous-&chantillonnage ne soit pas nécessaire , tout l'&chantillen brut

est effectivement compté.

~ les dilutions successives

Malgré sa taille réduite (0.l ml ou moins) le sous-&chantillon contient quelque-
fois lui-mé@me trop de microorganismes pour &tre directement compt&, en particu-

lier par les méthodes d'étalement sur boites ou sur tubes de M.P.N.

I1 est alors nécessaire de diluer, ce qui se fait le plus souvent par &tape. Cha-
que &tape correspond l3 encore 3 un sous—&chantillonnage.

Comment évalue£ les erreurs dues 3 ces différentes manipulations ? Cette é&valua-
tion est cependant nécessaire pour comnaftre l'intervalle de confiance, au ris=-
que admis, des résultats obtenus. Ce travail fastidieux doit étre fait pour cha-
que méthode puisque les processus opératoires sont différents, mais les indica-
tions obtenues pour une &tape (par exemple dilution 1/10, &talement de 0,2 ml

sur une boite, etc...) peuvent servir 3 calculer les erreurs associées & d'au-

es méthode i le €mes & es re uvent.
tr thodes si les mémes Eta s'y retro t

On établit donc un diagramme, décomposant le mode opé&ratoire en plusieurs E&tapes,
pour chacune on estimera les erreurs syst@matiques. L'optimisation de la méthode
est alors possible, en tenant compte pour chaque &tape 3 la fois de l'erreur re-
lative et du coiit (en matériel et en temps de travail) qui sont tous deux fonc-

tion du nombre de répétition. Deux exemples illustrent cette recherche d'optimi-

sation.

2.2.- Précision des comptages par &talement sur bolte

Le schéma opérationnel est le suivant :



[:] .11
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Sous—é&chantillonnage de 1 ml

//“\\’/—\\ et dilutions successives

Etalement sur boites de Pétri
3 partir de la derniére dilution

O0OOO0O0O0

erreurs_associées 3 la derniére &tape (&talement)

Dans un tube de 10 ml d'une dilution convenable (par exemple 10-5) on pipette
30 fois 0,2 ml (en agitant le tube au Vortex entre chaque pipettage) que l'on
étale donc sur 30 boltes de Pétri. Bien que la suspension soit supposée homo-
géne, le tirage n'est pas au hasard : en effet les paramétres statistiques

correspondant sont :

effectif total n = 30
moyenne arithmétique X = 67
variance s2 =300
indice de surdispersion k = 19
estimation de
2
X2 _ s (E 1) X2= 130
x
Cette valeur est trés supérieure a la valeur lue dans la table pour n -1 =29 de-

grés de liberté =les comptages ne sont donc pas distribués au hasard et 1l'accord
avec une distribution de Poisson doit &tre rejeté. Une transformation normalisante

est nécessaire.

Pour sa recherche, on utilise la loi de Taylor appliquée 3 tous les groupes de don-
nées provenant de tous les comptages de dilutions du méme ordre :1l est en effet
possible d'utiliser des résultats d'expériences différentes si les conditions opé-

ratoires sont similaires.

89 groupes de 5 boites, chaque groupe &tant &talé 3 partir d'ume dilution, ncus

. . - . 2 -
fournissent donc 89 couples de moyennes et variances. La régression log s / log x
est calculée 3 partir de ces 89 points par un programme d'ajustement linéaire sur

une calculatrice HP 97.
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On obtient :

log s2 = - 0,14 + 1,24 log ;, avec r = 0,69 (coefficient de corrélation, signi-

1,24
2
formation normalisante est donc y = x0.38, Elle est appliquée (en utilisant un

ficatif 3 1Z pour 89 points). Donc b = 1,24 et p =1 -

= 0,38. La trans-

petit prograrme de la HP 97) 3 chaque donnée brute. On peut alors vérifier(test

X2 par-exemple) que les données transformées sont bien normalement distribuées.

Le test de F (analyse de la variance) est appliqué aux données transformées cor-

respondant 3 6 groupes de 5 boites provenant de la méme suspension-dilution.

5
F24 = 2,17 est inférieur 3 la valeur lue dans la table pour le point 5%, ce qui

signifie que 1l'on a 95% de chances de se tromper en rejetant l'hypothé&se nulle
qui est que les 6 groupes de résultats proviennent de la méme population normale

par tirage au hasard.

La moyenne des données transformées, y, peut donc &tre calculée ainsi que son

erreur standard

2 . - -
—-— ou sy est la variance des données transformées.

On préfére souvent estimer l'intervalle de confiance au risque admis (par exemple

95Z), en le rapportant i la moyenne!

100

D = intervalle de confiance en % de la moyenne = t.
ny
ol t est le coefficient de STUDENT, donné dans les tables en fonction du risque

admis. Pour 957, t ~ 2.

On revient alors aux données réelles (nombre de colonies) par la transformation

inverse appliquée 3 la moyenne des données transformées

_ LN y/0.38
1 - - .
x (moyenne dérivée) = e

Il convient théoriquement de corriger les &valuations de l'erreur standard et de

1'intervalle de confiance 3 957 puisqu'ils ont &t& évaluds sur les données trans-—
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formées. Les limites de ces intervalles sont dissymétriques par rapport 3 la
moyenne. En fait pour la transformation considérée y = x9:38 les limites de
1l'intervalle de confiance ne sont que trés peu modifiées par la transformation,

le calcul fastidieux des limites exactes ne se justifie pas.
Dans notre exemple, on trouve que l'intervalle de confiance & 957 autour de la
moyenne de 5 boites est de * 127, et autour de la moyenne de 10 boites de * 77

si la moyenne (nombre de colonies par boites) est d'environ 50.

erreurs dues aux dilutions_successives.

Pour obtenir la derniére dilution utile 10_5, nous avons utilisé le protocole
habituel des dilutions successives. 1 ml de l'échantillon traité (voir plus
haut) est ajout& & 9 ml d'une solution saline sté&rile dans un tube 3 essai,
aprés agitation au Vortex, ! ml de cette dilution 10—I est dilué dans 9 ml
dans le 2&me tube, etc... Quelle est l'erreur associée 3 ce protocole ? Il est
nécessaire pour l'estimer de préparer plusieurs séries de dilutions & partir
du méme &chantillon. Nombre de séries, n = 24, pour chaque série on é&tale 5
boites de la derniére dilution (10-5) et on calcule la moyenne aprés la trans-
formation y = x0-38 (voir plus haut). On dispose donc de 24 résultats. Les pa-

ramétres de la distribution de ces 24 résultats sont :

n =24
% = 128
s2= 108
k = o

On constate que x ~ 52, donc que les 24 moyennes peuvent &tre issues par tirage
au hasard dans une méme population normale. )‘2= 52 (n-1) = 1,94 est inférieur

x
3 la valeur lue dans la table, donc l'accord avec une série de Poisson ne peut

pas étre rejeté.Comme x > 30, la distribution de Poisson est assimilable 3 une
loi normale, pour laquelle (voir plus haut) 957 des valeurs estimant la moyenne
réelle sont comprises dans 1l'intervalle * 1.96 s (loi normale) avec s2 = X (loi
de Poisson). L'intervalle de confiance 3 957 autour du résultat d'une seule série

de dilution est donc A'environ 1,96.100, x' &tant la moyenne dérivée unique cor-

x
respondant aux 5 boites &talées.

Si x ~ 100, 1'intervalle de confiance 3 95% est donc d'environ + 207 pour une

seule série de dilutionms.
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. 1 p
I1 faut remarquer que l'erreur est proportionnelle 3 ffFrz par conséquent dans une
\
X

série de dilutions successives les erreurs associfes aux premiéres dilutionms
-1 -2 P . . P
(10 et 10 7) sont négligeables puisque le nombre d'organismes présent est alors

trés important (de l'ordre de 105 au moins).

2.3. Précision_des_comptages directs_au_microscope

Le schéma du protocole expérimental est le suivant :

]

Sous—échantillonnage et filtration
aprés traitement 3 1'Acridine-Orange

+ Tirage au hasard des champs

s T microscopiques comptés

[nosne T
e . ne

Pour estimer le nombre total de bactéries dans un é&chantillon traité (voir plus haut)
on filtre un certain volume de cet échantillon, soit directement, soit apré&s une
dilution convenable, sur une membrane de porosité suffisamment faible pour retenir
toutes les bactéries (par exemple 0,1 11). Aprés traitement par un fluorochrome

(par exemple Acridine - Orange) on observe le filtre montré en l'éclairant en lumi&re
incidente aux faibles longueurs d'onde (U.V.). Les bactéries, comme d'ailleurs toutes
les cellules, ont retenu le colorant et fluorescent en vert ou jaune, ce qui
permet de mieux les distinguer des particules inertes. Le comptage se fait en dénom
brant les bactéries dispersées dans une aire délimitée dans le champs microscopique

par une grille de l'oculaire.

Si l'échantillon provient d'un milieu naturel et n'a pas &té vigoureusement agité,

on observera sur la préparation 3 types d'associations entre les microorganismes :
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'~ Des bactéries isolées, réparties dans tout le champ

- Des petits agrégats, formés de 5 & 50 bactéries, correspondent & des microcolonies
ou 3 des bactéries adsorbées sur des particules solides

- Quelques rares agrégats trés importants (500 bactéries) qui sont toujours de

grosses particules organiques couvertes de bactéries.

Dans 1'&tude considérée, il &tait important de connaitre la proportion entre bactéries
"libres" et bactéries "fixées", cette proportion ayant une signification biologique.
C'est pourquoi l'échantillon n'était pas agité violemment avant le sous—&chantillon-

nage.

Nombre _de champs microscopiques_3 compter

Si 1'on compte 34 champs microscopiques sur un méme filtre provenant d'un méme

échantillon, 1les résultats ne sont pas distribué&s suivant une loi normale :
n = 34
x = 134
s = 344
k = 86
Xz = 85, valeur tré&s supérieure 3 la valeur lue dans la

table. On a alors testé l'effet d'une transformation logarithmique y = log x.

On peut, pour ce faire,utiliser une méthode graphique simple = la droite de Henri.

En effet, si 1'on &tablit le tableau des fréquences observé@es pour chaque classe

de données transformées (voir plus haut) et que l'on calcule pour chaque classe dans
1'ordre croissant les "fréquences cumulées', on associe 3 chaque fréquence cumulée
la valeur correspondant au centre de la classe, et 1'on reporte sur un papier

gausso-logarithmique (papier "probit") les couples de points obtenus :

- en abscisse et en &chelle logarithmique les centres des classes

- en ordonnée et en échelle gaussienne les fréquences cumulées.

La distribution log-normale correspond alors 3@ ume droite, appelée droite de
Henri. Les points expérimentaux peuvent donc &tre graphiquement rapprochés de
cette droite théorique, ou mieux encore 1'adéquation peut étre testée avec un

programme d'ajustement linéaire.



On vérifie ainsi que la distribution log-normale ne peut pas &tre rejetée comme un
modé&le mathématique de la distribution des 34 comptages provenant d'un méme
filtre.

La transformation y = log x est donc appliquée & chaque résultat, la moyenne

transformée y est calculée, puis la moyenne dérivée x' = antilog (¥).

Le calcul des limites de l'intervalle de confiance (3 95 Z) autour de la moyenne
dérivée est plus complexe, car cet intervalle est tout de m@me assez dissymétrique
dans le cas de la loi log-normale. Il est poﬁrtant indispensable de connaitre ces
limites pour comparer des séries de comptages entre elles. Ce probléme a &té &tudié

par différents auteurs et un programme pour HP 97 a &té& mis au point (voir annexe).

Si 1'on ne dispose pas de ces moyens de calcul, on peut estimer 1l'intervalle de

confiance 3 95 7 par la formule :

D 100 x t (en %)

Dans 1l'exemple donné ici, le calcul montre que 1l'intervalle de confiance est de 11 Z
et 8 7 autour de la moyenne de 10 champs microscopiques contenant respectivement 50
et 350 bactéries. On constate que le surcroit de travail correspondant au comptage
d'une suspension dense (3500 bactéries d&nombrées) ne diminue que faiblement la

précision par rapport 3 une suspension moins dense (500 bactéries comptées).

En filtrant le sous—-&chantillon sans agitation violente, on a donc mis en é&vidence
une distribution contagieuse 3 1'échelle millimétrique mais on a bien entendu dimi-

nué fortement la précision du comptage.

Si le pourcentage de bactéries agré&gdes n'est pas un paramdtre int&ressant, on aura
int&rét au contraire 3 agiter fortement 1'é&chantillon traité avant le sous—é&chantil-
lonnage, on retrouvera alors une distribution de Poisson correspondant au tirage au

hasard dans une population normale.

Si 1l'on prépare 31 filtres 3 partir du méme Echantillon traité&, les 31 moyennes

dérivées (aprés la transformation log) seront distribuées suivant une loi de

o/
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Poisson. Comme x > 30, la normalité est admise et il est facile de calculer
1'intervalle de confiance autour des moyennes suivant le nombre de filtres
préparés et le nombre de bactéries comptées dans chaque champ (on compte
10 champs par filtre). Le calcul montre que l'intervalle de confiance 3 .

95 % est de + 40 7Z et + 28 7 si 1'on prépare respectivement 1 et 2 filtres.

Remarquons au passage que l'échantillon n'&tait pas agité violemment avant le
prélévement : aucune agrégation 3 1'échelle centimétrique n'a donc pu étre

décelée en sous—é&chantillonnant 5 ml.

3. - HETEROGENEITE SPATIALE ET PRECISION DES COMPTAGES

Nous avons travaillé sur des &chantillons traités, correspondant soit 3 des
prélévements liquides (eaux douces, eaux de mer, etc...) soit a des préléve-
ments solides (par carottier) qui sont dilués dans leur totalité en général

au 1/10&me (voir plus haut).

Quelle signification donmer aux résultats ainsi obtenus ?

Tout dépendra de la maille de l'échantillonnage (rapport entre le volume &chan-
tillonné et le volume total) et du volume &chantillomné. Il n'est pas possible

d'examiner tous les cas possibles, nous donnerons 2 exemples significatifs.

3.1. Recherche de la _densité bactérienne dans 1l'eau de submersion d'une rizidre

Cette &tude avait pour 6bjectif de mettre en &vidence les fluctuations &ventuelles
de la biomasse bactérienne dans la lame d'eau (15 cm) au-dessus d'une rizidre en
fonction des variations de certains paramétres physicochimiques et biologiques.
Ces paramétres sont principalement dépendants de l'alternance nuit-jour (rythme
nycthéméral) et de la croissance de riz au cours de la saison. Comme 1l'&tude
qualitative de la microflore bactérienne était également envisagée, 2 méthodes

de numération ont &té simultanément utilisées : comptages microscopiques aprés
traitement Acridine - Orange, comptages des colonies formées sur boites de milieu

riche incubées en aérobiose.

Nous avons déja détecté dans cette lame d'eau une hétérogénéité 3 1'échelle milli-
métrique lors de 1'évaluation de la précision des comptages microscopiques, mais

des sous—&chantillons de 5 ml sont homogénes.

eolae
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Existe t-il dans une parcelle dont la surface est généralement voisine de 1 ha.
une hétérogénéité spatiale 2 1'échelle métrique ? Dans l'affirmative, quelle

densité d'échantillonnage est nécessaire pour obtenir une précision donnée ?

La réponse dépend en premier lieu du volume de 1'échantillon. Pour des raisonms
pratiques, ce volume peut difficilement dépasser 1 1, car il faudra transporter

au moins 30 &chantillons au labo pour &tudier la dispersion spatiale de la population.
On a choisi des flacons de 60 ml, chaque prélévement étant effectué de la méme

manidre au méme niveau de la lame d'eau pour chaque site.

On peut a priori craindre que des gradients (de salinité, de texture du sol, etc...)
ne créent dans une parcelle de 1 ha. une zonation 2 1'échelle des 10 m qui agisse
également sur les param@tres dont on souhaite &tudier l'influence dans le temps. Le
premier réflexe est donc d'échantillonner dans toute la rizidre, suivant un tirage
"au hasard'". Aprés avoir &€liminé des bordures de 10 m de chaque cdté, il convient

de s'assurer qu'un tirage enti&rement au hasard ne biaise en fait les résultats, en
aboutissant par exemple & situer la plupart des sites dans une méme portion. Le
tirage "stratifié" permet d'8liminer ce risque : sur un plan la rizidre est divisée
en strates (42) d'égale surface et c'est dans chacune de ces strates que 1l'on
effectue le tirage au sort du site de prélé&vement. Pour &viter que 2 sites ne soient
confondus s'ils sont tirés tous deux 3 la lisiBre entre 2 strates adjacentes, on
élimine encore une bordure de 1 m autour de chaque strate. De cette manid&re 2 points
consécutifs de prélévements ne peuvent pas &tre distants de moins de 2 m et de plus
de 32 m.

Les 42 échantillons sont individuellement traités et les résultats suivants ont été

obtenus :

(1) - Comptages microscopiques (2 filtres préparés par €chantillon, 10 champs

comptés par filtres)

n = 40 (2 &chantillons perdus)
x = 313
s2 = 18 524

= 5

On constate que s2 >> X, la population n'est visiblement pas répartie de fagon

homogé&ne dans toute la riziére.

el
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La transformation y = log x assure la normalisation des ré&sultats (ce qui est
vérifié sur papier "probit"). Le calcul montre que pour réduire l'intervalle de
confiance (au risque 95 %) 3 + 25 7 autour de la moyenne dérivée il faut traiter

individuellement 15 &chantillons (provenant de 15 sites différents),

Ce processus est malheureusement beaucoup trop coliteux en temps (préparation des

filtres, comptage de 15 x 2 x 10 = 300 champs microscopiques pour chaque série).

Que faire ? Se rappeler de la remarque faite ci-dessus que les premiéres é&tapes
de dilution induisent des erreurs négligeables &tant donné le nombre de microorga-—

nismes présents.

En mélangeant les 15 &chantillons individuels de 60 ml on prépare un &chantillon
moyen de 60 x 15 = 900 ml que l'on agite. Le tirage 3 partir de cet échantillon
moyen correspond au tirage au hasard dans une suspension homogéne (loi normale)

avec x trds grand : l'erreur autour d'un tirage unique y est négligeable.

Sous-échantillonner dans 1'é&chantillon moyen correspond donc 3 ajouter 3 1'hétéro-~
généité entre les 15 &chantillons individuels une trés faible erreur méthodologique,

en fait tout 3 fait négligeable 3 ce stade de dilution (puisque proportionnelle i

— ).
xl

On peut donc prélever des &chantillons représentatifs de toute la rizid&re pour

rendre compte de son hétérogénéité mais ne traiter que 1'échantillon moyen.

Pour le choix du processus expérimental final, on doit réaliser un compromis
entre la nécessité de diminuer 3 la fois la variance totale associée au protocole

et le coidt opérationnel.

La variance totale peut se calculer si 1l'on connait les variances assocides 2

chaque é&tape :

s2 52 52
52’= a + b * ceees *+ ; 2
t n n, n M Moo D

PN

si et naétant les variances et nombre de répétition pour la 18re &tape de la mani-

pulation (prél&vement), s2

b et n, pour la 28me étape (sous—&chantillonnage et filtra-

tion), etc...

el



Le Tableau ci-dessous est un exemple de recherche d'obtimisation { il indique 1'in-
tervalle de confiance 2 95 7 autour de la -moyenne des comptages en fonction du nombre

d'échantillons prélevés et du nombre moyen de bactéries dans chaque champ,

Nombre Nombre moyen Nombre total Intervalle de
d'&chan~ de bactéries de bactéries confiance 3 95 2
tillons par champ conptées (Z de la moyenne)

1 350 3500 + 40 %

15 50 7500 +26 %

15 150 22500 + 25 %

15 350 - 52500 + 25 %

40 50 " 20000 + 15 %

40 150 . 60000 + 18 %

40 B0 140000 + 14 %

On constate que l'intervalle de confiance 3 95 7 n'est pratiquement pas ré&duit, pour
40 &chantillons prélevés et mélangés, si l'on compte en moyenne 350 bactéries par
champ microscopique au lieu de 50 : cela correspond pourtant & 7 fois plus de temps
de comptage ! Pour 15 échantillons seulement, méme remarque : On a donc tout intérét
3 multiplier le nombre d'échantillons, de filtres préparés, ou de champs comptés en
ne filtrant qu'un volume permettant d'obtenir environ 50 objets par champ. Il ne faut
par contre pas descendre en-dessous de cette valeur, car l'adéquation loi de Poisson

= loi normale ne serait plus acceptable.

Le protocole expérimental choisi a donc &té le suivant :

- prélévement de 15 échantillons de 60 ml dans des sites tiré&s au hasard sur plan

(tirage stratifié, voir plus haut) -+ intervalle de confiance = + 25 7

- mélange pour obtenir un &chantillon moyen (erreur négligeable)
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- filtration de 2 sous-8chantillons d'environ 5 ml de l'&chantillon moyen + intervalle

de confiance = + 28 7

- Comptage des bactéries dans 10 champs microscopiques de chaque filtre -+ intervalle

de confiance = + 8 Z.

Total : 25 + 28 + 8 = + 61 Z autour de la moyenne derivée pour environ 1000 objets

comptés.

Cette faible précision est due, rappelons-le, au fait que 1'&chantillon moyen conser-

vait sa structure agrégée 3 1'échelle millimétrique.

(2) - Comptages des colonies sur boltes

On peut s'attendre 3 retrouver 2 peu prds la méme hétérogénéité spatiale 3 1'échelle

de la parcelle.

36 échantillons de 60 ml ont &té prélevés, poiir chacun | série de dilution permet
d'obtenir finalement 10 boites de Pétri. Les colonies sont dénombrées aprds 20 jours

d'incubation 3 30°.

n = 36
x = 57
s? = 479
k = 8
x2 = 294, trés supérieur 3 la valeur lue dans la table. L'accord

avec une distribution de Poisson doit &tre rejeté :

La transformation y = log x est normalisante (vérification graphique sur papier
"probit"), les intervalles de confiance 3 95 7 peuvent alors &tre calculés par le
programme HP 97. On trouve respectivement + 12 7 et + 20 7 autour de la moyenne

dérivée pour 36 échantillons et 15 &chantillons respectivement.

Le choix du protocole expérimental est maintenant possible, puisque l'on connait les
variances associBes 3 chaque étape : le tableau ci-dessous montre que la diminution

de la variance totale est bien supérieure, pour un méme nombre de boites, en augmentant
le nombre d'échantillons prélevés plutdt que le nombre de boites &talées pour la

dernidre dilution.

O./"
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Nombre Nombre de Nomhre de Nombre total Variance diminution par
d'échan—~ séries de groupes de de boites totale rappert 3 la
tillons dilutions 5 boites comptées ~variance maxinur
2
n n, ns N St (%)

1 1 ) 1 5 700 0%

1 1 15 75 610 12 %

1 15 1 75 606 13 %

15 . 1 1 75 233 66 %

L'idéal serait en fait de prélever 75 échantillons et de n'étaler qu'une boite pour
chacune des 75 dilutions finales ainsi obtenues. Mais il est &vident que le cofit en

temps opératoire serait beaucoup trop important. Le compromis suivant a &t& adopté :

- prélévement de 15 &chantillons et mélange pour former un &chantillon moyen - inter-

valle de confiance = + 20 %

X . -4
- sous-échantillonnage d'1 ml et dilutions successives (jusqu'a 10 ~ par exemple)

~+ intervalle de confiance + 20 7.

- &talement de 10 boites de Pétri et comptage d'environ 50 colonies par boite

- intervalle de confiance + 7 Z.
Total : 20 + 20 + 7 = + 47 7 pour 500 objets comptés.

La précision des comptages sur boftes semble donc meilleure, mais pour cela il a &té&
nécessaire de briser la structure spatiale de la population en agitant fortement les

tubes pendant les dilutions : on a donc perdu de l'informatiom.

De plus les numérations pratiqués sur les mémes échantillons ont montré que 7 2
seulement des bactéries totales dénombrées au microscope forment des colonies sur
un milieu riche : l'estimation de la biomasse ne peut donc se faire que par comptage

microscopique.

Il a donc &té possible de connaitre les variations significatives de la population
bactérienne totale dans la lame d'eau au cours de l'alternance nuit - jour 3 différentes

périodes de la saison culturale. Mais on peut se demander a posteriori si la stratégie

ool
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de 1'échantillonnage é&tait bien la meilleure, Parcourir la parcelle d4'l ha. dans
sa totalité pour y récolter 15 &chantillons présente des incomvénients : perte de
temps et surtout piétinements rép&tés pouvant disturber le biotope si les prél&vements

sont trop rapprochés dans le temps.

Serait-il possible par exemple d'installer sur une passerelle 15 stations fixes aussi
représentatives de 1'ensemble de la parcelle ? La distance séparant 2 stations conti-
gués serait alors plus petite. Pourrait-on rendre compte dans ces conditions de

-

1'héterogénéité d 1'échelle de la parcelle ?

La réponse 3 cette question pourrait étre donnée par une &tude de 1'influence de la
distance entre les prélévements sur la variance (pour des échantillons de méme
taille). Si les &chantillons sont trés proches, 1'h&térogénéité 3 1'échelle de la
parcelle n'est pas appréhendée et les échantillons sont distribués suivant une loi

normale 52 =x (si x > 30).

o = . . 2 . . . -
A partir d'une certaine distance s“ augmente avec la distance, mais jusqu'd une

certaine limite qui rend compte totalement de 1'h&térogénéité du milieu.

2\

S

Dm = Distance minimum

x|

s En e e e e e e Gt W S e e S -

>

D distance entre
échantillons

La distance minimum & adopter correspond 3 cette limite. Si une &tude de longue
durée est prévue dans un biotope, la détermination de cette distance minimum

(fonction de la taille de 1'échantillon) peut &tre rentable.
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3.2, Recherche de_la_densité bactérienne dans le sol planté en riziére

Cet exemple illustrera 1'influence de la taille de 1'échantillon sur la mise en

évidence de la structure de la population.

On préléve dans le systéme racinaire d'un méme pied de riz 11 &chantillons de sol
de 10 ml, avec un carottier en métal. Chaque &chantillon est amen& 3 une suspension
homogéne de 100 ml (&chantillon traité&). A chaque &chantillon traité& correspond

10 boites d'étalement de la dilution finale utile (10—5), on a donc 11 moyennes qui

sont distribues suivant une loil dont les paramétres sont :

x = 23
B 52 =19
k> o

X = 52 (n -1) = 8,2, ce qui est inférieur i la valeur lue dans

X

la table : la distribution de Poisson ne peut pas &tre rejetée.

Les échantillons de 10 ml de sol n'ont donc pas mis en évidence une hé&térogénéité

spatiale dans le systéme racinaire du riz.

Si au contraire on &chantillonne des tré@s petits volumes (en pratique on pése des

microagrégats d'environ 10 mg récoltés au contact des racines) on obtient :

n =29
-/

x = 41
52 = 82
k = 4]

XZ = 56, trds supérieur 3 la valeur lue dans la table. L'hypothése

d'une distribution au hasard doit donc étre rejetée, et 1'hétérogénéité spatiale

apparait avec des &chantillons petits.

Une distribution agrégée (ou contagieuse) peut donc &tre masquée par une taille trop
grande de l'&chantillon :on constate dans la figure suivante que le rapport 52/;
caractérisant la population schématisée 3 gauche varie avec la taille de 1'échantillon

figuré 3 droite.

ool
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. . . . 2= < -
Pour une distribution parfaitement au hasard, le rapport s /x reste &gal i 1 quelque

soit la taille de 1'échantillon.
Il y a bien entendu une limite inf&rieure pratique & la taille d'un &chantillon, 13

encore la taille optimale est un compromis entre le souci de mettre en &vidence la

structure de la population et les problémes pratiques.

00. 00
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Indépendamment des ouvrages classiques traitant de l'application des méthodes

statistiques aux &tudes biologiques, on doit recommander un petit fascicule,

(en anglais) d'un usage extrémement précieux pour ré&soudre les problimes

courants d'écologie :

I1 s'agit d'un guide pratique oll chaque exemple est parfaitement expliqué.

J.M. ELLIOT
Some methods for the Statistical Analysis

of samples of benthic invertebrates

Freshwater Biological Associationm,

Scientific Publication n° 25

1977 (28me é&dition)

peut étre commandé aux Librairies Lavoisier

11 Rue Lavoisier
75008 PARIS
Tél. : 265-24-50

1l et 2:
3 :
4 :
5 et 6

ANNEXES

Effet de la transformation y = x0'38 sur la relation moyenne/variance pour

89 groupes de 5 boites de Pétri &talées 3 partir d'une méme dilution.

Effet de la transformation y = log x sur 1l'histogramme des fréquences de la
distribution des 40 moyennes dérivées correspondants 3 40 prélévements de

60 ml dans l'eau de la rizigre.

Vérification graphique de la normalité aprés transformation y = log x sur
papier "probit" (droite de Henri). Méme exemple que ci~dessus.

¢ Instructions et listing du programme de calcul de l'inter-
valle de confiance autour de la moyenne , loi normale et
loi log-normale , avec calculatrice HP 97 .
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ANNEXE 5

User Instruections :.:. -,

CALCUL DE L'INTERVALLE DE CONFIANCE AU RISQUE
CHOISI AUTOUR DE LA MOYENNE DE DONNEES DISTRIBURES

SUIVANT UNE LOI NORMALE ET UNE LOI LOG~NORMALE

INPUT OUTPUT

STEP INSTRUCTIONS DATA/UNITS KEYS DATA/UNITS
n_| AVANT LE PREMIER CALCUL, VIDER LES 0.0000
REGISTRES
2 | ITNTRODUIRE CHAQUE DONNEE EN A > 91
(FRAPPER A APRES CHAQUE)
3 | QUAND TOUTES LES DONNEES ONT ETE n-1

INTRODUITES , FRAPPER B, LA MACHINE

IMPRIME 1E NOMBRE DE DEGRES DE LIBERTE

INTRODUIRE EN C LA VALEUR DE ¢ t

(STUDENT) CORRESPONDANT A n-1 ET

AU RISQUE CHOISI . LA MACHINE IMPRIME

SUCCESSTVEMENT : %
LIMITE SUPERTEURE 1 1s
MOYENNE x X

LIMITE INFERIEURE 1;

POUR LA LOI NORMALE , PUIS

LIMITE SUPERIEURE L

MOYENNE x /

LIMITE INFERTEURE L.

POUR 1A LOI LOG-NORMALE , PUIS

UN RAPPORT DE 2 COEFFICIENTS QUI

DOIT ETRE COMPRIS ENTRE 0.66 ET

1.33 POUR QUE LA TRANSFORMATION

y=leg X SOIT VALABLE

LES REGISTRES SONT ENSUITE VIDES,

LA MACHINE IMPRIME 0,0000 , ET POUR 00,0000

UN NOUVEAU CAS ALLER EN 2
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ANNEXE 6 LISTING DU PROGRAMME DE CALCUL DE
' L'INTERVALLE DE CONFIANCE AUTOUR DE LA MOYENNE , H.P. 9T .
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