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   La Viabilité chez les Bactéries : Un concept dépendant de la méthode utilisée 

Capacité à former une colonie 

= 

→     Notions Fondamentales associées à la Cultivabilité : 3 
Métaboliser 

Grandir 

Se diviser 

Vivant  ≈ Viable 



 

   La Viabilité chez les Bactéries : Un concept dépendant de la méthode utilisée 

Capacité à former une colonie 

Capacité à Infecter un Hôte  

Capacité à s’allonger 

Activité Métabolique 

Respiration Cellulaire 

Intégrité membranaire 

Sensibilité 

Pertinence 

Viabilité 

Intégrité Physique 

Se diviser + G + M 

Métaboliser (M) 

Grandir (G) + M 

M.I. DVC CV6® BacLight® UFC Total 



L’état Viable Mais Non Cultivable (VBNC)  

Oliver JD (2005) J. Microbiol. 



 

   Etat VBNC : Origines Proposées 

Marqueur de Cultivabilité 

Sous-estime le nombre de Bactéries « Vivantes » 

Cas 3 

Etat Physiologique Contrôlé 

Cas 2 

Marqueurs de viabilité  

Surestiment le nombre de Bactéries « Vivantes » 

Cas 1 

Viable Non Cultivable mais 



 

   La Non-cultivabilité : origines multiples  

(Haefner K., 1968 ; Dukan et al., 1999, BBA, Cuny et al. 2007, AEM) 

Viable Non Cultivable mais 

Colonie Colonie Colonie Colonie Colonie 

Etalement 

Cellules Initialement Vivantes 



1 --- Escherichia coli – Létalité sur la boite de Pétri après désinfection à HOCl 

→ Après désinfection, des bactéries perdent leur capacité à former des colonies visibles par l’observateur. 

Existence d’une létalité conditionnée sur boite de Pétri 

Dénombrement en anaérobie 

Dénombrement en aérobie 

Dukan et al. (1999) BBA 



1 h 

37°C / 160 rpm 

PBS pH 7.4 

108 Cells/ml 

M.I. DVC CV6® BacLight® BCYE Total BCYES 

2--- Legionella pneumophila – Etat VBNC ? 

HOCl 



Capacité à former une colonie (BCYE) 

Capacité à se Diviser 

Capacité Enzymatique Intracellulaire 

Intégrité Membranaire 

Intégrité Physique 
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   2--- Legionella pneumophila : Etat VBNC ? 

→ L’analyse au niveau de la population confirme la processivité 

      dans l’altération des différents marqueurs de viabilité 



 

   2--- Legionella pneumophila : Etat VBNC ? 

→ Après désinfection, des bactéries perdent leur capacité à former des colonies visibles par l’observateur 

sur le milieu BCYE. Existence d’une létalité conditionnée sur boite de Pétri 



 

   

→  Carence Nutritive  = Perte progressive de la cultivabilité 

+ Amibes 

↘ Mise en contact avec les amibes : 

↘ Ré-augmentation du nombre de bactéries cultivables 

2--- Legionella pneumophila : Etat VBNC ? 

(Steinert et al., 1997, AEM)  

→ Aucune résurrection observée 

en utilisant le milieu BCYES 

→ Résurrection des bactéries VBNC 

 



Apport de la microfluidique et du time lapse dans l’étude de l’état VBNC 

→  Suivi au cours du temps de cellules individuelles = Devenir de l’individu 



E. coli 

37°C, 200 rpm 

24h de culture (phase stationnaire)   

Mise en place du protocole de suivi de la multiplication des bactéries par microscopie 
3--- Suivi de la multiplication des bactéries sur milieu gélosé 



3--- Legionella pneumophila – suivi de la multiplication des bactéries sur milieu gélosé 

L. pneumophila souche Paris 24h  
(phase stationnaire) 
 
 
Ajout 0 ou 0,5 1 et 5 mM HOCl 1h 
à 37°C 
 
2,6 109  CFU/ml (0 mM) 

1,2 108 CFU/ml (0,5 mM) 
0 CFU/ml (1 mM) 
0 CFU/ml (5mM) 

→ Après stress, des bactéries perdent leur capacité à former des colonies visibles par l’observateur 

MAIS forment des micro-colonies. 

Existence d’une létalité conditionnée sur boite de Pétri 

Nbre totale de cellules 8 109 bactéries/ml 0 0,5 mM 1 mM 5 mM 

CFU/ml (%) 32% 1,5% 0% 0% 

Multiplication (%) 81% 21% 0% 0% 



 

   EN RESUME 

→ La présence de bactéries dites « VBNC » pourrait s’expliquer au moins en partie par 

l’existence d’une létalité conditionnée sur la boite de Pétri ! 

 

→ L’utilisation d’un milieu de culture mieux adapté révèle l’existence de ces bactéries 

 

→ A priori, toutes les expériences publiées dans la littérature de type résurrection sont 

critiquables 



4--- Les marqueurs de viabilité sont-ils fiables ?  

→ Possibilité de suivre 

le devenir de chaque individu 



4--- Les marqueurs de viabilité sont-ils fiables ?  

→  Plus les bactéries sont CV6+ moins elles sont capables de s’allonger ! 



Mise en place du protocole de suivi de la multiplication des bactéries par microscopie 
5--- Nouveau marqueur de viabilité 

Dumont et al., (2012) Angew. Chem. Int. Ed. 

→  Spécificité des bactéries Gram – VIVANTES 



 

   EN RESUME 

→ L’analyse au niveau de chaque individu des marqueurs de viabilité révèle des 

incohérences après désinfection à HOCl 

 

 

→ Mise au point d’un nouveau marqueur de viabilité permettant simultanément d’identifier 

les bactéries vivantes et le type de bactéries 
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