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Croissance des
microorganismes




Définition de la croissance microbienne

La croissance microbienne est définie comme une augmentation
des constituants cellulaires, et peut se traduire par une
augmentation de taille ou du nembre des microorganismes.

La bactérie se reproduit par fission binaire—( 4...2n)
« Les mesures de la croissance représentent des suivis des

changements dans le nombre total de cellules ou de la masse des
cellules.

Enterococcus faecalis observées par un microscope électronique
a transmission. A: réplication de I'ADN chromosomique, B:
Augmentation de la taille et de la quantité des constituants
cellulaires, C: Apparition du septum (fléeche), D: Septum mis en
place (fleche) entre deux cellules filles,



Courbe de croissance :

La culture /bacterienne dans un milieu de culture liquide non
renouvelé, dans les conditions optimales de¢Ctoissance ; permet
d’obtenir une courbe de croissance qui reflete” I*¢volution de la
concentration cellulaire ou la biomasse en fonction du temps.



1. La phase de latence

Le taux de croissance est égal a zéro (1 = 0). Les bactéries ne se divisent pas, mais
s’adaptent aux conditions de leur milieu environnemental. Elles synthétisent les
enzymes nécessaires specifiques des substrats (nutriments) présents.

2. Lafphasede croissance expaonentielle (logarithmique)
Les cellules bacteriennes se divisent~sans arrét, tant qué"les nutriments sont

disponibles et les substances toxiques absentes et le pH est optimal.
Le taux de croissance est maximal. L’état physiologique est maximal également.
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Développement et division cellulaire a vitesse
maximale

Le-nombre et'la masse cellulaire dobiblent a
des intervalles reguliers

Population en équilibre physiologique et
biochimique

Nombre et |la masse de cellules augmente par
un facteur exponentiel (2")

— n = nombre de division ou de générations
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3. La phase stationnaire

Le taux de croissance est constant, il correspond a un equilibre entre les cellules
provenant de la multiplication et le nombre de cellules qui disparaissent par
autolyse.

Lorsque la culture est faite dans un flacon ou un tube, a ug moment donné, les
nutriments s’épuisent, les produits toxiques s’accumulent et lepH change.

Les cellules—se nourrissent du contenu libéré par. des cellties, mortes. le milieu
devient de moins au_moins favorable -a_la croissance ‘(epuisement d’un aliment
indispensable ou accumulation des metabolites toxiques).

4. La phase de declin
Les bactéries ne se divisent plus. Elles meurent par lyse cellulaire. Le taux de
croissance et négatif (u < 0).
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COURBE DE CROISSANCE BACTERIENNE
tracée & partir de lait stérile ensemencé avec Eschérichia coli
et incubé & 37°C dans un bain d'ecu (milieu liquide non rencuvelé)







Parametres de croissance
1- Temps de géenération
Le temps de genération (G) est le temps néecessaire@drie bactérie pour

se diviser. Il est calculé comme suit :

G =t/Navect: temps en minute et n : nombre de divisions.

Par exemple:

O le temps de génération de E. coli est 20 minutes (60 mn/ 3
divisions) et

 celui de Mycobacterium tuberculosis est de 800 — 900 minutes.



Parametres de croissance

2- Taux de croissance
Le taux-de:croissance (un) estdefini par le nombre{de divisions par
unite de temps. (en heure).

Il est calculé comme suit : p = N/t avec n : nombre de divisions et t =
temps connu en heure.

De ce fait, le taux de croissance d'E. coli : u = (3/1) = 3 et celui de
Mycobacterium tuberculosis est u = 0,075.
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Principales techniques de
mesure de la croissance

Lors de-la eroissance bactérienne,; le nombre et la masSe cellulaire
augmente. Il'existe plusieurs methodes qui permettentzla, mesure et le
Ssulvi de ce processus.

1. Mesure du nombre : comptage total des particules
2. Dénombrement des bactéries cultivables
3. Mesure de la masse



I. Mesure du nombre : comptage total
des particules

&
1/ Chambre de comptage de Petroff-Hausser, hemocytometrgs, hematimetre
Une technique de_comptage direct des bactéries. Elle est plus adaptée pour les
microorganismes de grandes tailles (plusieurs um). s

Le comptage se fait sous observation microscopique en utilisant des lames spécifigues
ayant des quadrillages et des puits microscopiques permettant de dénombrer le
nombre de cellules se trouvant dans une surface et un volume donne

Comptage des cellules vivantes+ des cellules mortes.
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* Calculer le volume d’un carré:
=0.1cm X 0.1cm X 0.01cm=1 X 104cm3 ou ml

* Diviser le nb moyen de cellules par le volume d’un
carré

—Donc7/1X10°%ml=7X10*cellules/ml




Mesure du nombre : comptage total
des particules

1/ Chambre de comptage de Petroff-Hausser, hémocytometres, hématimetre
— rapide, peu sensible, pas de distinction vivante/morte (sauf'Si coloration) - plus
facile si coloration — besoin de concentration importante (=2@%cellules /ml)

2/ Compteurs électriques de particules de type Coulter — pour grands

microorganismes (levures non filamenteuses, protozoaires, algues)

- Réalise automatiquement le dénombrement des particules ou cellules en
suspension dans une solution d’¢électrolytes.

- —tube cylindrigue (microorifice) —pas de distinction vivante/morte ...
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1. Dénombrement des bactéries cultivables

Dénombrement apres culture
Le dénombrement apres culture est une methode classique appliguée en
routine-dans les laboratoires/de ' microbiologie.

Elle présente l'avantage de denombrer uniquement4es-Cellules vivantes
qui peuvent former des colonies visibles a I'oeil nu.

une série de dilutions est réalisee a partir des échantillons, puis
ensemencée en surface ou en profondeur sur la gélose, le nombre
bacteérien unité formant la colonie UFC se traduit par le nombre des
colonies obtenues multiplié fois le facteur de dilution.

e nombre total de bactéries est calculé par le nombre d'UFC
multiplié par le volume ensemencé et I'ensemble est divisé par la
dilution dans laquelle le nombre d'UFC est calcule.



Dénombrement apres culture des bactéries

1- Dilutions
décimales

1ml

A

1ml

Solution meére
(baciéries) lln'“

2- Isolement
(en surface ou
en masse)

3- Incubation

4-Dénombrement &8

Nomhra v 1

S
9ml d'eau physiologique
J 1ml

Naoamhrae v 100

(04

Nomhbra v 1000



LLa numération des cellules viables apres culture

Apres incubation réalisée dans des conditions convenables, on compte les colonies
bactériennes apparues sur ou dans le milieu de culture. L'analyse est réalisée en
triple exemplaires et le comptage est effectuée sur les boites renfermant entre 30 et
300 colonies:

les résultats ne sont pas donnés.en nombre de cellules ais-em unités formant
colonies (UFC ou CFU pour colony forming unit).




Calcul du nombre des microorganismes

2.C 3
“Vx[n1+0,1x n2)] x d ‘»é}

N : nombre de microorganismes/ml de suspension

N

¢ : la somme des colonies comptees sur toutes les boites retenues de 2 dilutions
successives (les bortes retenues dotvent avorr entre 13 et 300 CFU).

V' le volume de I'moculum ensemence en ml. (Geéneralement | ml)

nl: le nombre de boites retenues a la premuere dilution

n2 : le nombre de boites retenues a la deuxieme dilution

d: la dilution correspondant a la premuere dilution retenue
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111/ Mesure de la biomasse :

1/ Détermination de poids sec : c’est le poids de la matiere seche
obtenu par une simple pesée apres separation des cellules du milieu
de culture (centrifugation, filtration fine), puis lavage et séchage de
ces cellules.

les bactéries sont tuées, lavees, sechees au four at105%C puis pesees
avec precision en gramme de MS/litre
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« 2/ La mesure de la turbidimétrie :

la spectrophotométrie (La mesure de la densité optique) est utilisee pour mesurer la
turbidimétrie, une technique plus simple, plus rapide et plus utilisée.

Elle consiste a mesurer la lumiere absorbée par une suspen%m bactérienne a une
longueur-d'onde de-620 nm (longueur d'onde-pour laquelle I rption de la lumiere
par les constituants cellulaires est la plus faible). %
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