CROISSANCE ET MULTIPLICATION DES BACTERIES

La croissance d'une cellule bacterienne consiste en une augmentation coordonnee de la masse des parties constituantes. Ce n'est pas un simple accroissement de la masse totale puisque celui-ci pourrait etre du, par exemple, a l'accumulation d'un produit de reserve a l'interieur de la cellule.
Habituellement, la croissance conduit a la division de la cellule. La division d’une cellule en deux cellules (semblables ou identiques) par la formation d’un septum s’appelle fission binaire. C’est le type le plus commun de division cellulaire dans le monde bacterien. Apres la division les cellules se separent habituellement de suite. Chez certaines especes la separation peut ne pas se produire immediatement, ce qui donne lieu a l’une ou l’autre des associations (diplo, strepto, tetra, etc.). 

Le bourgeonnement est une forme de division dans laquelle une cellule fille se developpe a partir de la cellule mere sous forme d’une excroissance localisee (bourgeon). On peut citer comme exemples des especes de levures et de levuriformes (Candida).

Certaines actinomycetes et les champignons se multiplient par sporulation.

La reproduction est le mode de multiplication des virus.

Chez les bacteries, croissance et multiplication sont etroitement liees, et le terme «croissance» est generalement employe pour designer les deux processus.

La croissance d'une cellule isolee


La croissance bacterienne est exponentielle car les cellules se divisent par fission binaire. Le temps entre les divisions cellulaires est appele temps de doublement ou de generation. Le temps de doublement varie selon les especes et les conditions de croissance. Pour avoir un temps de doublement minimum, il faut que les conditions de croissance soient optimales. In vitro, le temps de doublement se mesure habituellement en minutes. In vivo, la croissance est le plus souvent relentie: la physiologie bacterienne n’est pas similaire. Les bacteries doivent lutter pour leur approvisionnement en nutriments, en fer, en vitamines mais aussi contre des produits bacteriens presents dans notre organisme tels que lysozyme et complement. Il faut aussi penser que, in vivo, la plupart des bacteries sont phagocytables par les macrophages et les polynucleaires. Sous l’action des antibiotiques la croissance pourra se ralentir (bacteriostase partielle), ou s’arreter totalement (bacteriostase).

Temps de doublement in vitro et in vivo de quelques bacteries

	Bacterie 
	TG in vitro (minutes)
	TG in vivo (heures)

	Escherichia coli
	20-40
	5

	Staphylococcus aureus
	40
	3-5

	Vibrio cholerae
	10
	2-3

	Mycobacterium tuberculosis
	120-240
	24-48


La sequence d’evenements allant de la formation d’une nouvelle cellule a la division cellulaire suivante est appelee cycle cellulaire. Le processus peut etre divise en des phases distinctes: la replication d’ADN se fait durant la phase C (replication chromosomique) et la segregation chromosomique se fait durant la phase G (de latence), de duree variable. La separation des chromosomes est facilitee par l’attachement de l’ADN a la membrane au niveau des deux sites adjacents (mesosomes). La croissance membranaire entre les sites deplace les chromosomes aux poles des cellules. Finalement, un septum se cree entre les deux chromosomes et la cellule se divise en deux (phase D). La division cellulaire et la replication d’ADN doivent etre coordonees. L’initiation de la replication d’ADN depend de la masse critique de la cellule (masse d’initiation) et necessite des facteurs d’initiation proteiques. La separation de l’ADN et la division sont cependant controlees par la longueur de la cellule qui doit atteindre une certaine longueur-seuil avant que les chromosomes se soient separes et la division initiee.

      Les conditions de la croissance

Les bacteries ne croissent que si leur environnement est adequat. Si celui-ci n'est pas optimal, il peut y avoir croissance a plus faible vitesse ou pas de croissance du tout - ou encore les bacteries peuvent mourir, c'est selon les especes et les conditions.
Les exigences essentielles pour la croissance comprennent (a) une provision de nourriture adequate; (b) une source d'energie; (c) de l'eau ; (d) une temperature appropriee; (e) un pH approprie; (f) une teneur appropriee en oxygene (parfois l'absence d'oxygene), (g) une pression osmotique adequate. Evidemment, aucun de ces facteurs n'agit seul: la modification de l'un d'entre eux peut renforcer ou reduire les effets d'un autre.
  Les substances nutritives
Les substances nutritives servent de matieres premieres aux cellules pour leur croissance, leur entretien et leur division. Considerees dans leur ensemble, les bacteries utilisent pour se nourrir une vaste gamme de composes; ceux-ci incluent divers sucres et hydrates de carbone, des acides amines, des sterols, des alcools, des hydrocarbures, du methane, des sels inorganiques et du dioxyde de carbone. Cependant individuellement, aucune bacterie ne peut utiliser tous ces composes car elle ne dispose pas de toutes les enzymes requises et son enveloppe cellulaire ne contient pas tous les systemes d'absorption necessaires. Un type donne de bacterie ne recourt souvent qu'a un eventail alimentaire relativement restreint.

Quel que soit l'organisme, les cellules ont besoin de sources de carbone, d'azote, de phosphore, de soufre et d' autres matieres dont est faite la substance vivante. Certaines bacteries satisfont tous leurs besoins nutritifs avec de simples sels inorganiques et des substances comme le dioxyde de carbone et l'ammoniaque. D'autres requierent - a divers degres - des composes organiques plus ou moins complexes, provenant d'autres organismes. 
L'energie
Beaucoup des reactions chimiques essentielles qui se deroulent dans une cellule vivante consomment de l'energie. Celle-ci est egalement necessaire, par exemple, pour la mobilite flagellaire et pour l'absorption de diverses substances nutritives. Toute cette energie provient de l'une ou l'autre source offerte par le milieu. Les especes photosynthetiques tirent leur energie principalement ou exclusivement de la lumiere, tandis que les especes chimiotrophes trouvent la leur en «transformant» des produits chimiques extraits du milieu environnant. Certaines especes sont capables d'employer les deux methodes.
L’eau 

L'eau contribue a la masse d'une bacterie pour 80 % ou plus et, au cours de leur croissance, les substances nutritives et les dechets penetrent et quittent respectivement la cellule, en solution. Par consequent, les bacteries ne peuvent croître que dans ou sur des matieres contenant suffisamment d'eau libre (disponible). Dans une matiere donnee, toute l'eau n'est pas necessairement disponible pour la croissance bacterienne; une partie peut, par exemple, etre liee a des gels hydrophiles ou a des ions en solution.
Les differentes especes de bacteries tolerent, a divers degres, un fort deficit en eau (dessiccation). Beaucoup d'especes, toutefois, ne peuvent survivre longtemps a l'etat desseche. 
La temperature

Generalement, un type de bacterie donne croît plus rapidement a une certaine temperature: la temperature optimale de croissance. La vitesse de croissance se reduit lorsque la temperature s'ecarte de cet optimum. Pour toute bacterie, il y a une temperature maximum et une temperature minimum au-dela desquelles la croissance s'arrete.
Les bacteries thermophiles croissent entre 30( C et 75( C avec un optimum a 55( C. Elles se trouvent, par exemple, dans les composts, les sources chaudes et les fontaines hydrothermales des fonds marins. Les bacteries thermotolerantes peuvent survivre - mais pas necessairement croître - a des temperatures qui tueraient normalement la plupart des autres bacteries vegetatives (c'est-a-dire en croissance). En bacteriologie des produits laitiers, les bacteries «thermotolerantes» sont celles qui survivent a la pasteurisation.
Les bacteries mesophiles se multiplient a des temperatures comprises entre 15 et 45° C avec un optimun autour de 37(C. Les mesophiles colonisent une grande variete d'habitats. Les bacteries pathogenes de l'homme et des animaux en font partie.
Les bacteries psychrophiles croissent de facon optimale a ou au-dessous de 15 °C, ne croissent pas au-dessus de 20°  C environ et ont une limite inferieure de 0° C ou moins. Ils vivent notamment dans les mers polaires. Les bacteries psychrofiles de l’environnement constituent la flore dite d’alteration des aliments, se developpant dans les produits laitiers et les aliments refrigeres.
Le pH 

Le pH optimum pour la croissance de la plupart des bacteries se situe aux environs de 7 (pH neutre) et la majorite des especes ne peuvent se developper dans des milieux tres acides ou tres alcalins. Toutefois, certaines bacteries non seulement tolerent, mais «preferent» des conditions acides ou fortement acides (organismes acidophiles). Par exemple, les Lacrobacillus du vagin se multiplient mieux a pH 6 et au-dessous.
Les alcalophiles croissent de facon optimale dans les milieux alcalins - soit a des pH superieurs a 8. Les bacteries fermentant l’uree et productrices d’ammoniaque tolerent des pH tres alcalins. Certaines especes pathogenes tels les Pseudomonas, Vibrio cultivent bien en milieux alcalin. La croissance des acidophiles et des alcalophiles a pH 7 peut etre lente ou nulle.
L'oxygene

Les besoins en oxygene des bacteries varient en fonction de la nature de leur metabolisme. Les bacteries qui ne peuvent se passer d'oxygene sont dites aerobies «stricts» ou «obligatoires», pour marquer leur dependance absolue vis-a-vis de ce gaz. Leur source principale d’energie est la respiration et l’oxygene moleculaire, l’ultime accepteur d’electron, est reduit en eau. 
Les bacteries microaerophiles sont lesees par les concentrations atmospheriques d’oxygene, et ont une croissance optimale a des concentrations en oxygene (habituellement beaucoup) plus basses que celle de l'air. 

Les bacteries qui croissent normalement en presence d'oxygene mais peuvent quand meme se developper en anaerobiose (c'est-a-dire en l'absence d'oxygene) s'appellent les anaerobies facultatifs. La majorite des bacteries medicalement interessantes sont de ce type. Ils tirent de l’energie de l’oxydation des substrats mais emploient aussi la voie fermentaire. 

Les anaerobies stricts ou obligatoires ne croissent qu’en absence presque totale d'oxygene et ce gaz est le plus souvent toxique. La totalite de l’energie est produite par fermentation. La toxicite de l’oxygene serait expliquee par la production de radicaux superoxyde (O2 + e- = O2-) que les bacteries anaerobies ne semblent pas pouvoir detruire (absence de superoxyde dismutase), et par l’absence ou la faible activite enzymatique des catalases et des peroxydases des anaerobies. Parmi les bacteries presentes dans ce groupe figurent des bacteries intestinales (Flore de Veillon, Clostridium, etc.).
    Les anaerobies aerotolerants qui ignorent la presence de l’oxygene croissent independamment en sa presence ou en son absence (possedent des catalases).

La pression osmotique

Les bacteries sont assez tolerantes aux variations des concentrations ioniques. Des especes pathogenes sont osmotolerantes (staphylocoques, Vibrio cholerae): elles supportent une salinite elevee (ceci est utilise pour la realisation de milieux selectif); on les appelle aussi halotolerantes. On connait cependant des bacteries pathogenes halophiles exigeant plus de 2% de NaCl pour se multiplier (Vibrio parahaemolyticus) mais certaines especes vivant dans des saumures, tolerent des concentrations de NaCl superieures a 20-30%. 

En laboratoire, la pression osmotique et le pH sont controles par la composition du milieu. Des incubateurs sont utilises pour assurer une temperature correcte. L’aeration de la culture, pour assurer des taux d’oxygene adequats, est realisee en agitant les cultures liquides ou en utilisant de grandes surfaces de milieu solide. Des conditions anaerobies peuvent etre creees en ajoutant un agent reducteur comme le thioglycolate au milieu. Des locaux speciaux anaerobies, ou l’oxygene peut etre elimine ou remplace, sont aussi utilises.

L'adaptation 

Les bacteries qui vivent dans des environnements fort specialises - a des temperatures extremes, ou dans les cellules d'autres organismes - ne supportent habituellement pas d'autre environnement. Au contraire, beaucoup de bacteries continuent de croître (ou, tout au moins, survivent) meme lorsque des changements importants se produisent dans leur milieu ambiant. Cela signifie, soit que ces organismes ne sont pas affectes par le ou les changement(s) en question, soit qu'ils sont capables de s'adapter (c'est-a-dire de changer eux-memes), de telle sorte qu'ils tolerent les conditions nouvelles ou en tirent avantage.
Dans beaucoup de cas d'adaptation, la cellule doit synthetiser de nouvelles especes de proteines (en vue de fonctions specifiques) et supprimer la synthese d'autres. La mise en route et/ou la suppression de la synthese de proteines specifiques implique l'ouverture ou la fermeture de genes  - ou bien que leur expression soit augmentee ou diminuee - selon les nouvelles conditions. 

LES MILIEUX BACTERIOLOGIQUES
Puisque apres la division cellulaire chaque cellule fille peut elle-meme croître et se diviser, une cellule est capable de donner naissance rapidement a une grande population de cellules, pour autant que les conditions soient favorables. Dans des conditions adequates, de telles populations peuvent se developper aussi bien in vivo, qu’in vitro. En bacteriologie, toute preparation solide ou liquide specialement elaboree pour la croissance, le stockage ou le transport des bacteries est appelee milieu de culture. Un milieu de culture est compose d’un melange de substances  requises pour la croissance (eau, source d’energie, carbone, azote, soufre, phosphore, ions inorganiques) et d’un systeme tampon evitant les variations de pH. Diverses adjonctions peuvent etre faites pour favoriser la croissance des bacteries auxotrophes, exigeant des facteurs de croissance (vitamines, acides amines, bases azotees). Avant l'emploi, un milieu doit etre sterile, c'est-a-dire qu'il ne doit pas contenir d'organismes vivants.
Les differents types de milieux

Les milieux de culture les plus communement utilises appartiennent a deux categories principales:

· d’une part, les milieux synthetiques pour lesquels on connait parfaitement la nature et la quantite des divers ingredients correspondant souvent aux besoins de base pour la croissance d’un microbe;

· d’autre part, les milieux complexes, dont la composition ne peut etre connue avec exactitude. Ils derivent des produits proteolytiques de la viande (peptones) et des extraits de viande et de levure apportant suffisamment d’ingredients pour assurer la croissance d’un grand nombre de microbes.
Selon la consistence un milieu peut etre liquide, solide ou semi-solide.
Un milieu liquide (ou bouillon) peut etre utilise dans un tube a essai (ferme par un bouchon d'ouate sterile, ou pourvu d'un simple capuchon metallique) ou dans une bouteille en verre avec capuchon a visser. Un flacon universel est une bouteille cylindrique d'une capacite de 250 ml environ, tandis qu'un « bijou » est plus petit (5-7 ml environ).
Un milieu liquide peut etre transforme en milieu solide (gelose) en ajoutant de la gelatine ou de l’agar-agar. Ce dernier (polymere de polysaccharide isole a partir d’algues marines) est la plus courrament employe parce que: a) une fois liquefie par ebullition, il ne se solidifie que s’il se refroidit en dessous de 40-42(C, ce qui permet l’addition d’ingredients thermosensibles comme les proteines; b) une fois solide, il ne peut etre fondu qu’au-dessus de 80-90(C; c) l’agar n’est pas degrade par les bacteries. Au contraire, la gelatine se fait liquefier par certaines bacteries et est liquide a 37( C. Les concentrations d’agar-agar sont de l’ordre 1,5-2 % pour obtenir un milieu solide, 0,2-0,5 % pour fabriquer une gelose molle. D'habitude, le milieu solide est utilise en boîte de Petri en plastique ou en verre. Le milieu a l'etat liquide (fondu) est verse dans la boîte de Petri et laisse au repos jusqu'a solidification. Les boîtes de Petri contenant de milieu solide (gelose, agar) sont souvent appelees plateaux d’agar (on parle en raccourci d'une «boîte»). Pour preparer une pente de gelose (ou gelose inclinee), on laisse solidifier le milieu gelose fondu dans une bouteille ou un tube a essai, incline par rapport a l’orizontale.   
Normalement, pour isoler un grand nombre de microbes ou leurs produits, on utilise la culture liquide, alors que la culture solide en boite de Petri est utilisee pour l’isolement individuel (culture pure) des bacteries. La pente est utilisee pour l’accumulation de la culture pure et la gelose semi-solide en colonne sert a l’etude de certaines activites biochimiques des bacteries.

Selon la composition on distingue:

1) Milieux de base (simples)

a) eau peptonee (peptone – produits solubles de l’hydrolyse de proteines - 1%, NaCl 0,5%);
b) bouillon nutritif (peptone 1%, NaCl 0,5%, extrait de viande 0,5 a 1%);
c) gelose nutritive (bouillon nutritif solidifie par 1,5 a  2% de gelose).
Dans ces milieux ne se developpent que les heterotrophes sans exigences nutritives (comme E. coli). Ceux-ci n'ont besoin que de substances organiques banales qu'on trouve dans les milieux de base.  
2) Milieux enrichis (electifs) (gelose au sang, gelose au serum, gelose chocolat (gelose au sang chauffee a 70-80( C jusqu’a ce que sa couleur passe au brun chocolat)). Ils sont utilises pour la culture de bacteries “exigeantes” pour leur nutrition (Streptococcus, Bordetella, Neisseria).

3) Milieux selectifs (d’enrichissement). Un milieu selectif est un milieu qui favorise la croissance de certaines bacteries au detriment des autres. Ils contiennent pour cela des ingredients qui inhibent la croissance des bacteries non desirees. Par consequent, si un inoculum ne contient que quelques cellules de l'espece requise (parmi une importante population d'organismes non souhaites), la croissance dans un milieu d'enrichissement approprie peut augmenter (« enrichir ») la proportion des organismes voulus. Par exemple, le bouillon selenite et le bouillon au tetrathionate inhibent de nombreux types de bacteries enteriques, mais pas Salmonella typhi, l’agent causal de la typhoide; eau peptonee alcaline (selective pour Vibrio cholerae), milieu de Kitt-Tarozzi (selectif pour les anaerobies). Dans une certaine mesure, tous les milieux sont selectifs: il n'en existe aucun qui assure une croissance identique de tous les types de bacteries.
4) Milieux differentiels. Sur ces milieux on peut distinguer differentes especes de bacteries l’une de l’autre d’apres leurs activites enzymatiques. D’habitude ils sont composes d’un substrat nutritif (gelose) auquel on ajoute des substances diverses (sucres, acides amines, sels mineraux)  et (souvent) un indicateur de pH (rouge de phenol, bromcresol pourpre, bleu de bromthymol, rouge neutre). Ainsi, sous l’action du metabolisme des germes qui croissent sur ces milieux, des reactions colorees permettent de reconnaitre les differentes especes les unes des autres. Par exemple, sur les milieux lactoses (Endo, Levine, Ploskirev) les bacteries enteriques qui utilisent le lactose (comme E. coli) forment des colonies colorees (en rouge sur le milieu d’Endo, en jaune sur le milieu de Ploskirev, en violet sur celui de Levine) parce qu'elles donnent, a partir du lactose, des produits acides qui affectent l'indicateur de pH present dans le milieu. Les especes enteriques qui n'emploient pas le lactose (comme la plupart des souches de Salmonella et de Shigella) donnent naissance a des colonies incolores. La gelose au sang permettrait la detection des bacteries (comme les streptocoques), capables de lyser des globules rouges, mis en evidence par des zones claires (hemolyse) autour des colonies.
5) Milieux speciaux. Ils sont particulierement elabores pour faire croitre un microorganisme donne (par exemple, milieu de Lowenstein-Jensen pour Mycobacterium tuberculosis).
6) Milieux de transport. Ils servent a l'expedition ou au stockage temporaire de materiel (tel qu'un prelevement) qui sera examine ulterieurement pour la presence de certains organismes. La fonction principale du milieu est de maintenir ces organismes en vie, au cas ou ils seraient presents. Il n'est pas necessaire qu'un milieu de transport permette la croissance; en fait, celle-ci peut etre un desavantage puisque les dechets formes sont susceptibles d'avoir un effet defavorable sur la survie des organismes. Le milieu de transport de Stuart (sels, gelose 0,5%, thyoglycollate sodique, bleu de methylene) convient pour toute une gamme de bacteries anaerobies et pour des organismes «fragiles», comme Neisseria gonorrhoeae. 

Pour faire croitre un microorganisme le bacteriologiste prend un milieu sterile approprie et y ajoute une petite quantite de materiel qui contient des cellules vivantes de cette espece. La «petite quantite de materiel» s'appelle un inoculum et le fait d'ajouter l'inoculum au milieu constitue  l’inoculation. Les outils et les procedes employes pour l'inoculation sont decrits plus loin. Le milieu inocule est alors incube, c'est-a-dire place dans des conditions appropriees de temperature, humidite, teneur en oxygene pendant le temps suffisant. L'incubation se fait generalement dans une armoire thermostatisee qu'on appelle un incubateur. Pendant l'incubation les bacteries grandissent et se divisent - donnant naissance a une culture. Une culture est donc un milieu contenant des organismes qui s'y sont developpes (ou y sont encore en croissance). Cette croissance peut se faire en surface ou au sein du milieu.

Les bacteries croissent normalement sous forme de melanges complexes de microorganismes (cultures mixtes). Cependant, en laboratoire, on souhaite travailler avec des cultures pures de bacteries ou toutes les cellules sont issues d’une seule bacterie originale. La methode courante pour isoler une souche unique est d’inoculer le prelevement sur des boites en l’etalant.

La croissance en milieu liquide
Les bacteries peuvent se deplacer librement dans un milieu liquide, soit par diffusion, soit, pour les especes mobiles, par locomotion active. Ainsi, au fur et a mesure que les cellules croissent et se divisent, la descendance se disperse generalement dans tout le milieu. Habituellement, lorsque la concentration en cellules augmente, le milieu devient de plus en plus trouble. Certaines bacteries font exception et tendent a former une couche (une pellicule) a la surface du milieu. Sous cette pellicule, le milieu peut etre pratiquement depourvu de cellules. D’autres bacteries peuvent former du sediment.

La croissance sur milieu solide
Supposons qu'une seule cellule bacterienne soit deposee a la surface d'un tel milieu et recoive tout ce qui lui est necessaire pour croître et se diviser. La cellule grandit, se divise en deux cellules et chaque cellule fille fait de meme. Si croissance et division continuent, la descendance de la cellule originelle atteindra finalement un nombre tellement grand qu'il se formera un amas de cellules visible a l'oeil nu. Cette masse de cellules s'appelle une colonie.
Dans des conditions donnees, chaque espece developpe des colonies de taille, de forme, de couleur et de consistance caracteristiques. L’aspect des colonies est le caractere primaire utilise par les bacteriologistes pour orienter leur diagnostic. 

Par rapport a leur taille on distingue des colonies petites (0,1-1 mm de diametre), de taille moyenne (1-2 mm) et grandes (2-3 mm). La taille d'une colonie peut etre limitee par l'epuisement local des substances nutritives. C'est pour cette raison que des colonies tres rapprochees sont generalement plus petites que des colonies bien espacees. La forme (le contour) des colonies peut etre ronde, irreguliere, crenelee, lobee, dentee, etc., sa surface peut etre lisse ou rugueuse, plate, convexe, ombiliquee, etc. Les bacteries qui produisent des pigments forment generalement des colonies brillamment colorees (rouge, jaune, violet, par exemple) tandis que les bacteries non pigmentees ont habituellement un aspect gris, blanchâtre ou creme. La consistance d'une colonie peut etre mucoide (visqueuse), butyreuse (apparence de beurre), friable, etc.

 Les colonies bacteriennes se repartissent en 2 types principaux: type S (ou Smooth = lisse) et  type R (ou Rough = rugueux).
Au lieu de partir d'une seule cellule, supposons cette fois qu’un tres grand nombre de cellules soient repandues a la surface du milieu. Dans ce cas, l'espace peut manquer pour le developpement de colonies individualisees. En consequence, la descendance de toutes ces cellules formera une couche continue de bacteries qui couvrira toute la surface du milieu. Une telle croissance est appelee croissance confluante. Il peut aussi y avoir croissance confluante lorsqu'une ou quelques cellules bacteriennes mobiles sont deposees sur le milieu. La nombreuse descendance de ces cellules peut se deplacer dans le film d'humidite superficielle et finalement couvrir la surface entiere du milieu.

LES METHODES D'INOCULATION
L'inoculation d'un milieu liquide      
Pour inoculer un milieu liquide avec un inoculum liquide, on trempe simplement la boucle (ou le fil droit) portant l'inoculum, dans le milieu ; on l'agite un peu, puis on la retire. L'inoculation peut aussi s'effectuer au moyen d'une pipette Pasteur. Pour un inoculum solide, on frotte legerement la boucle ou le fil droit contre la paroi interieure du recipient - pour s'assurer qu'une partie au moins de l'inoculum soit abandonnee quand on retire l'instrument.
L'inoculation d'un milieu solide
Les milieux solides peuvent etre inocules de diverses manieres, en fonction du but poursuivi. On recourt a l'ensemencement en stries ou striation  quand on veut obtenir des colonies distinctes, bien separees l'une de l'autre, et qu'on sait que l'inoculum (liquide ou solide) contient un grand nombre de cellules. Dans cette methode, l'inoculum est depose pres du bord de la boite a l’aide d’une boucle. On realise des stries paralleles qui parcurent la surface de la boite d’un bord a l’autre. Ainsi l’inoculum est progressivement «epuise» de telle sorte que, sur une partie au moins de la surface de la boîte, des cellules soient deposees individuellement et bien separees. On arrive habituellement a ce resultat dans la troisieme, quatrieme ou cinquieme serie de stries. A l'incubation, chacune de ces cellules isolees donne naissance a une colonie distincte. Afin d’effectuer l’ensemencement en quadrant l’inoculum est depose pres du bord de la boite de Petri. A partir du depot, avec une boucle  (ou une pipette boutonnee) on realise des stries tres serrees jusqu’a ce que l’ensemenceur ait atteint le diametre horizontal de la boite. On a donc recouvert les quadrants A et B. Apres avoir flambe la boucle et fait tourner la boite de 90(, on realise la meme operation. La semence precedemment deposee sur le quadrant B est etiree sur le quadrant C. On refait tourner la boite de 90(, et la semence de C est epuisee sur le quadrant D. Apres culture, on obtient en D des colonies isolees, faciles a prelever. La boite peut aussi etre inoculee au moyen d’un ecouvillon: petite boule d’ouate compacte, bien fixee a l’extremite d’une mince tige de bois, de plastique ou de metal. On utilise un ecouvillon sterile pour prelever un echantillon a un endroit donne (dans la gorge, par exemple). Une fois charge, l’ecouvillon est promene delicatement sur toute la surface d’une boite d’un milieu adequat – en veillant a ce que tous les cotes de la boule d’ouate soient mis en contact avec le milieu. On peut ainsi inoculer toute la surface de la boite ou se contenter d’une petite zone peripherique d’ou l’inoculum est ensuite repandu par striation (ou en quadrant). Un etalement sur boîte consiste a etaler un petit volume d'inoculum liquide (0,05 a 0,1 ml par exemple) a la surface du milieu solide au moyen d'une tige de verre sterile en forme de L (un «etaloir»). On peut encore ensemencer une boîte de Petri en inondant la surface de la gelose avec un inoculum liquide dont l'exces est enleve a la pipette Pasteur sterile. Dans ce dernier procede et dans l'etalement, si l'inoculum contient suffisamment de cellules, l'incubation fait apparaître un gazon bacterien: couche de croissance confluante qui recouvre toute la surface du milieu. Une pente de gelose est ensemencee en realisant des stries transversales du fond du tube vers le sommet de la tranche gelosee. La piqure en gelose profonde consiste a ensemencer un milieu solide (ou semi-solide) - par exemple, le fond d'une colonne     - en plongeant le fil droit, verticalement dans le milieu. L'inoculum (a la pointe du fil) est ainsi distribue tout le long du trajet dans la gelose. On utilise ce procede pour inoculer en profondeur les zones microaerobies ou anaerobies du milieu ou pour l’identification biochimique des bacteries. 
LA CROISSANCE DES POPULATIONS BACTERIENNES (La courbe de croissance bacterienne)
La culture en «batch» (discontinue)
Imaginons que quelques cellules bacteriennes soient introduites dans un milieu liquide adequat qui est alors maintenu a la temperature optimale de croissance de l'espece. A intervalles reguliers, on peut prelever un petit volume du milieu et faire le compte des cellules qu'il contient. De cette facon, on peut suivre le developpement d'une population, c'est-a-dire l'augmentation du nombre de cellules avec le temps. En portant le nombre de cellules en fonction du temps, on obtient une courbe de croissance qui, pour une espece donnee, mise dans des conditions donnees, prend une forme caracteristique, en revelant quatre phases de croissance. 

Quand des bacteries sont introduites dans un milieu liquide frais, la division cellulaire peut ne pas commencer immediatement. Il peut y avoir une phase de latence initiale au cours de laquelle ne se produisent que peu (ou pas) de divisions. Pendant la phase de latence, les cellules s'adaptent a leur nouvel environnement - par exemple, en fabriquant les enzymes requises pour utiliser la nourriture nouvellement disponible. La duree de la phase de latence dependra beaucoup des conditions dans lesquelles les cellules se trouvaient avant d'etre introduites dans le nouveau milieu. La phase de latence sera souvent longue si les cellules ont prealablement ete soumises a de dures conditions, ou si elles ont ete cultivees avec des substances nutritives differentes ou a une autre temperature. La phase de latence sera courte (ou meme absente) si les cellules proviennent d'un milieu similaire ou identique, incube a la meme temperature. Au cours de la phase de latence (adaptative), des molecules sont synthetisees, mais l'augmentation de la masse totale de la population cellulaire ne s'accompagne pas d'une augmentation du nombre de cellules. On dit que les cellules sont en croissance non equilibree.  Une fois adaptees au nouveau milieu, les cellules commencent a grandir et a se diviser a la vitesse maximum pour l'espece, dans les conditions offertes. C'est la phase de croissance logarithmique (= log) ou exponentielle. Pendant cette phase, la population de cellules double en nombre a vitesse constante - et double en masse a la meme vitesse. Ceci est la marque d'une croissance equilibree. Pendant la phase de croissance logarithmique, quand on porte sur une simple echelle arithmetique le nombre de cellules en fonction du temps, on obtient une courbe qui s'eleve de facon abrupte.  A mesure qu'elles grandissent, les cellules consomment les substances nutritives du milieu et produisent des dechets qui s'y accumulent. Par consequent, la croissance finit par ralentir et s'arreter a cause, soit d'un manque de nourriture, soit de l'accumulation des dechets (ou des deux a la fois). Lorsque le nombre total de cellules vivantes n'augmente plus, on dit que la culture est en phase stationnaire. Elle se caracterise par un plateau sur la courbe. Il existe une petite mort cellulaire contrebalancee par un taux faible de division cellulaire.Apres la phase stationnaire, on arrive finalement a la phase de letalite (declin), au cours de laquelle le nombre de cellules vivantes decroît progressivement. Les cellules se lysent et la culture devient moins trouble.
Ces sont les phases de croissance d'une culture en «batch». La culture en « batch » est appelee ainsi parce que la croissance se deroule, de la phase de latence a la phase de letalite, dans une seule et meme quantite de milieu.
Au cours des differentes phases de croissance, les cellules peuvent subir des changements marques dans leur biologie generale et leur metabolisme. Ainsi, les cellules en croissance sont normalement tuees par la penicilline mais deviennent resistantes a cet antibiotique lorsque la croissance cesse.
Quand il n'y a pas croissance ou quand la croissance est limitee, les sous-produits du metabolisme primaire (lie a la croissance) peuvent etre utilises par la cellule pour synthetiser ce qu'on appelle les « metabolites secondaires » (idiolites) qui ne servent pas a la croissance. Chez certaines especes, les idiolites comprennent des toxines et des antibiotiques importants.
La production de certaines substances au cours d'une phase de croissance particuliere peut etre optimisee par l'addition d'elements nutritifs aux moments voulus. Certains processus industriels ont recours a ces «cultures en batch enrichies».
La culture continue

Quand les bacteries sont cultivees dans un volume donne de milieu liquide (comme dans la culture en «batch»), la composition de ce milieu change continuellement : les substances nutritives sont consommees et les dechets s'accumulent. Ce type de culture convient pour de nombreuses etudes, mais il est parfois preferable que les cellules croissent dans des conditions definies, controlees et constantes. Pour ce faire, on recourt a la culture continue (culture en flux continu, culture ouverte). Dans une telle culture, les bacteries sont mises a croître en milieu liquide dans un appareil appele chimiostat. Il y a, pendant la croissance, entree continue de milieu sterile frais et sortie simultanee - a la meme vitesse - de culture (c'est-a-dire de milieu et de cellules). Dans ces conditions, les cellules sont maintenues continument en croissance logarithmique, c'est-a-dire en croissance equilibree, sur une longue periode de temps. Parce que la croissance s'y deroule dans des conditions definies et constantes, cette forme de culture est utile pour l'etude du metabolisme bacterien, par exemple. Dans  l’industrie ce procede est utilise pour obtenir des cultures ou des metabolites microbiens en grande quantite. 

La croissance synchrone

Dans une population de bacteries en croissance, toutes les cellules ne se divisent pas au meme instant. Cependant, au laboratoire, on peut obtenir des populations ou tous les individus se divisent a peu pres en meme temps. Dans de telles cultures synchrones, la partie logarithmique de la courbe de croissance prend un aspect d'escalier, ou chaque marche represente un doublement brusque du nombre de cellules.
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