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Probiotiques, bactéries probiotiques, levains

Action sur la flore intestinale de laits fermentés
au Bifidobacterium

J Ballongue, JP Grill, P Baratte-Euloge

Laboratoire de chimie biologique, Université de Nancy t,
BP 239, 54506 Vandœuvre-lès-Nancy Cedex, France

Résumé - Depuis l'apparition des laits fermentés au «Bifidus", de nombreuses études tendant à
montrer le rôle probiotique des bifidobactéries ont été entreprises. Nous avons étudié sur une popu-
lation de 93 volontaires l'action de 3 laits fermentés du commerce sur certains genres bactériens
hôtes habituels de l'intestin de l'homme. Après identification des espèces bifides utilisées, nous
avons montré que seul un des laits fermentés contenant Bifidobacterium longum agit sur les popula-
tions étudiées. La sélection de souches de Bifidobacterium longum, résistantes au 5-fluorouracile
nous a permis de montrer que toutes les souches d'une même espèce ne sont pas douées du
même potentiel probiotique et que certaines souches industrielles sont capables de coloniser et de
se multiplier dans le gros intestin de l'homme.

Bifidobacterium 1 flore intestinale liait fermenté 1 marquage de souche

Summary - Effects of Bifidobacterium fermented milks on human intestinal flora. The action
of 3 commercial Bifidobacterium fermented milks was studied on intestinal flora. The effect of Bifido-
bacterium species differed according to whether it was of human or animal origin. The consumption
of human origin Bifidobacterium fermented milk (HBFM) induced a 8 OOO-fold increase in intestinal
Bifidobacterium flora. No growth was seen with the consumption of animal origin Bifidobacterium fer-
mented milk (ABFM). Moreover, HBFM consumption decreased Clostridium, Bacteroides and coli-
form flora respectively by 250-, 16000- and 400-fold. 5-Fluorouracil resistant-strains of Bifidobacte-
rium longum BB 536 were shown to be able to colonize and to grow in the large intestine. Most of
the observed increase of Bifidobacterium flora was due to this strain, which represented 80% of the
total Bifidobacterium flora.
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INTRODUCTION

Depuis leur découverte en 1899 (Moro,
1990; Tissier, 1899; Tissier, 1900) la posi-
tion taxonomique des bifidobactéries a
connu de nombreux changements (Mitsuo-
ka, 1984; Rasic et Kurmann, 1983). Leurs
effets probiotiques évoqués au début du
siècle (Tissier, 1900) ont reçu une pre-
mière démonstration dans les années 50
(Manciaux,1958). En raison de ces effets,
les industriels japonais se sont lancés
dans le développement des applications
agroalimentaires des bifidobactéries (Ebis-
sawa et al, 1897; Mitsuoka, 1982; Yama-
saki et al, 1985). C'est en 1986 que fut
lancé le premier lait fermenté au bifidus en
France; il s'en suivit la publication d'un cer-
tain nombre d'articles évoquant les pro-
priétés probiotiques de ces produits
(Hamzé, 1984; Fernandes et al, 1987; As-
selin, 1988; Romond, 1988; Botazzi,
1990). Plus récemment, il a été fait men-
tion d'un effet anti-microbien chez l'animal
(Faure et al, 1982; Yamasaki et al, 1982)
et il a été démontré in vitro la production
de bactériocine par certaines souches
(Meghrous et al, 1990).

Dans le but de démontrer J'effetprobioti-
que des Bifidobacterium chez l'homme,
nous avons testé les 3 principaux laits fer-
mentés commerciaux vendus en France
et, dans un second temps, nous avons
étudié J'actionde laits fermentés contenant
des souches identifiées de Bifidobacterium
longum. Ces études ont porté sur 93 vo-
lontaires qui ont ingéré 3 fois par jour
125 g de lait fermenté. Nous avons suivi
l'action de cette consommation sur les po-
pulations endogènes en anaérobie, Clos-
tridium, Bacteroides, coliformes et naturel-
lement Bifidobacterium. La mise au point
d'une méthode de marquage nous a per-
mis de faire la distinction entre les bifido-
bactéries ingérées et endogènes au ni-
veau des fécès. Cette étude a reçu
l'approbation du comité local d'éthique.

MATERIELS ET METHODES

Essais cliniques

Les tests cliniques que nous avons réalisés se
sont déroulés sur 10 sem, période qui a été divi-
sée en 4 étapes :

Première étape (2 sem)

Les volontaires (48 pour la première série et 45
pour la seconde) se sont abstenus de consom-
mer des produits laitiers fermentés.

Deuxième étape (2 sem)

Les volontaires continuent à s'abstenir de
consommer des produits fermentés et nous pro-
cédons à l'analyse des fécès tous les 2 jours.

Troisième étape (3 sem)

Les volontaires sont répartis selon les séries en
différents groupes.

Première série

Quarante-huit volontaires répartis en 4 groupes
de 12:
- le premier groupe A sert de témoin et ne reçoit
aucun lait fermenté;
-les autres groupes B,C,D reçoivent chaque jour
3 fois 125 g de lait fermenté (1, 2 ou 3) contenant
au minimum 107 bifidobacteries par g de produit.

Deuxième série

Quarante-cinq volontaires répartis en 5 groupes
de 9:
- le groupe 1 reçoit un lait fermenté à Bifidobac-
terium longum souche BB536;
- le groupe Il reçoit un lait fermenté à Bifidobac-
terium longum souche BB536 S 15 (voir para-
graphe suivant);
-le groupe III reçoit un lait fermenté à Bifidobac-
terium longum souche ATCC 15707;
- le groupe IV reçoit un lait fermenté à Bifido-
bacterium longum souche ATCC 15707 S 42;



Bifidobacterium et flore intestinale 251

- le groupe V reçoit un yaourt fermenté avec les
levains yaourt utilisés pour fabriquer les pro-
duits ci-dessus.

Pendant cette troisième étape la numération
des genres bactériens sélectionnés est réalisée
dans les mêmes conditions que dans l'étape
précédente.

Quatrième étape (3 sem)

Les volontaires cessent toute consommation de
lait fermenté et les analyses des fécès sont réa-
lisées dans les mêmes conditions que pendant
la seconde étape.

Identification des espèces présentes
dans les produits testés

Les souches que nous avons isolées dans les 3
laits fermentés au Bifidobacterium ont été identi-
fiées par deux approches : la méthode phénoty-
pique décrite par Mistuoka (1969) et nous avons
mis au point une méthode d'extraction de l'ADN
dérivée de celle de Sambrook et al (1989) per-
mettant l'identification génotypique des bifido-
bactéries (Kelly et al, 1970; Maniatis et al,
1982).

Isolement et utilisation
de souches marquées

Nous avons opté pour une stratégie visant à sé-
lectionner des souches résistantes à un substrat
toxique pour l'ensemble de la flore intestinale,
notre choix s'est porté sur le 5-f1uorouracile (5-
FU). Nous avons mesuré le seuil de toxicité de
ce produit pour la flore et nous avons montré
qu'à 1 gll, aucune colonie ne pouvait être obte-
nue à partir de plusieurs échantillons de fécès.
Nous avons alors recherché des mutants des
souches BB536 etATCC15707 sur des milieux
contenant des concentrations croissantes de 5-
FU.

Les souches mères ont été étalées sur un
milieu contenant des concentrations de 5-FU
comprises entre 0 et 1 g/l. Les colonies que
nous avons obtenues' ont été repiquées sur le
même milieu contenant de 0,5 à 1 g/l de 5-FU,

et ainsi de suite jusqu'à atteindre des concentra-
tions supérieures de 3 fois au minimum toxique.

Nous avons ainsi obtenu une souche de
BB536 résistante à 5 gli de 5-FU, que nous
avons appelée BB536S15, et une souche de
ATCC15707 résistante à 3 g/l de 5-FU, appelée
ATCC15707S42.

Analyse bactériologique des fecès

Un gramme de chaque échantillon de matière
fécale est suspendu dans des conditions anaé-
robies ou non, selon le genre bactérien recher-
ché, dans 10 ml de tampon tryptone/NaCI : L-
cystéine ( 1 1 8,5 1 0,5 g/l). La suspension obte-
nue est diluée 10 fois en série dans le même mi-
lieu. 100 1.11de chaque dilution sont étalés sur
les milieux appropriés. Les cultures anaérobies
sont réalisées dans une chambre anaérobie.
Chaque numération est réalisée 3 fois. Les mé-
thodes utilisées étaient les suivantes:

- flore anaérobie totale : les numérations ont
lieu sur BL et EG Agar selon la méthode décrite
par Mitsuoka et al (1967);

- Bacteroides : nous avons utilisé la méthode
décrite par Mevissen-Verhage et al (1987);

- Bifidobacterium : nous avons utilisé la mé-
thode classique décrite par Bennot et al (1984)
de préférence à celle plus récente de Beerens
(1990), qui est difficilement applicable aux bifi-
dobactéries d'origine humaine. Pour les
souches ATCC15707S42 et BB536S15, nous
avons ajouté au milieu de base 3 gll de 5 fluo-
rouracile;

- Clostridium : leur population est suivie selon la
méthodologie de De Vos et al (1982);

- Coliformes : ces bactéries sont dénombrées
en suivant la méthodologie de Leclerc et Moria-
mez (1980).

RÉSULTATS

Identification des souches présentes
dans les 3 laits fermentés étudiés

L'étude phénotypique nous a permis de
classer les souches des laits fermentés 1,
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2 et 3 dans les espèces Bifidobacterium
longum et Bifidobacterium animalis, sans
pour autant avoir de certitude. Les résul-
tats de l'étude génotypique présentés
dans le tableau 1 nous permettent d'affir-
mer que la souche isolée du lait fermenté
3 appartient au genre Bifidobacterium lon-
gum, puisque les pourcentages d'homolo-
gie sont de 98 et 99%. Cette identification
nous a été confirmée par la suite par le
producteur du lait fermenté 3, la souche
en question étant celle décrite par Mo-
mose et al (1979) et correspondant à l'ap-
pellation 88536. Pour les souches des
laits fermentés 1 et 2, nous pouvons
conclure qu'elles appartiennent à l'espèce
Bifidobacterium animalis, avec des pour-
centages respectifs d'homologie de 103 à
106% et 99 à 103% avec la souche de ré-
férence ATCC25527.

Action de 3 laits fermentés au
Bifidobacterium sur les flores étudiées

L'examen des résultats obtenus sur 10 se-
maines d'expérimentation avec les laits
fermentés 1 et 2 ne nous permet pas de
conclure à un quelconque effet. Les va-
leurs données dans le tableau Il montrent
que la consommation du lait fermenté 1 in-
duit une diminution d'un facteur 10 du
nombre de coliformes en fin de 7e se-

maines et que le lait fermenté 2 agit de la
même façon sur les Clostridia. En re-
vanche, l'ingestion du lait fermenté 3 se
traduit par un effet spectaculaire sur les
flores étudiées après 3 semaines de cons-
ommation de ce produit. Nous observons,
d'une part, que la flore anaérobie et surtout
que les Bifidobacteria se sont considéra-
blement multipliés, par un facteur 60 pour
les premiers et par près de 8 000 pour les
bifidobactéries et que, d'autre part, les po-
pulations suivies ont toutes régressé.
Cette diminution va d'un facteur 250 pour
les Clostridium à 400 pour les coliformes
et ce qui est le plus important 16 000 pour
le genre Bacteroides. Ces effets se font
encore sentir de façon non négligeable, en
semaine 10, soit 3 sem après l'arrêt de
toute consommation de lait fermenté.: La
nature des souches présentes dans ces 3
laits fermentés est sans doute l'explication
de ces comportements différents. Les laits
fermentés 1 et 2 contiennent des souches
d'origine animale : Bifidobacterium anima-
lis, qui devraient être plus spécifiques de
l'animal tandis que le lait fermenté 3
contient une souche à spécification hu-
maine, Bifidobacterium longum.

Nous avons voulu savoir si toutes les
souches d'une même espèce étaient
douées des mêmes propriétés. Dans ce
but, nous avons procédé, en collaboration
avec le producteur du lait fermenté 3, à la

Tableau 1. Identification génotypique des souches de bibidobactéries isolées des 3 laits fermentés
commerciaux.

Lait fermenté B longum B animalis
ATCC 15707 ATCC 25527

2 3

Lait fermenté 1
Lait fermenté 2
Lait fermenté 3
B longum ATCC 15707
B animalis ATCC 25527

99
93
13
4

106

95
97
19
12

103

14
22

101
99
12

6
16
98

102
7

103
98
11
6

101
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Tableau Il. Analysede la florefécaleavant,pendantet aprèsconsommationde laits fermentésaux
bifidobactéries.

Étape Groupe Sem Anaer Bifido Clostr Baet Coli

2 ABCD(48)' 3 et 4 8,5 6,2 5,8 8,3 7,2

A (12)' 7 8,4 6,3 6,1 8,1 7,5
10 8,5 6,2 6,1 8,1 7,2

B (12)' 7 8,3 7,1 6 8 6,2
10 8,2 6,4 5,7 8,1 7,6

3
C (12)' 7 8,5 6,6 4,8 8 7,5

10 8,6 6,4 5,9 8,1 7,4

D (12)* 7 10,3 10,1 3,4 4,1 4,6
10 8,6 8,2 5,3 6,2 6,9

• Nombre de sujets. Toutes les valeurs sont données en log. Groupe A : aucun lait fermenté; B : lait fermenté 1; C :
lait fermenté 2; D : lait fermenté 3. Anaer : anaérobies; Bifido : Bifidobacterium; ctostr : Clostridium; Bact : Bacte-
roides; Coli: coliformes.

fabrication de 5 laits fermentés à l'aide de
Bifidobacterium longum. Nous avons donc
inclus dans les fabrications, outre la
souche 88536, les souches ATCC15707,
88536815 et ATCC15707842, ces 2 der-
nières dans le but de suivre le comporte-
ment des souches exogènes dans le gros
intestin.

Les résultats que nous avons obtenus
sont reportés dans le tableau III. La pre-
mière remarque que nous pouvons faire
est que nous retrouvons les résultats obte-
nus précédemment en ce qui concerne la
souche 88536. Nous pouvons aussi re-
marquer que les souches 8853685 et
ATCC15707842 se comportent de la
même façon que les souches dont elles
sont issues. Trois autres constatations doi-
vent être faites: la souche ATCC15707 n'a
pas du tout le même effet que la souche

88536, qui appartient pourtant à la même
espèce; elle n'affecte que très peu les po-
pulations étudiées, bifidobactéries multi-
pliées par 15 contre 5 000 et Clostridium
divisés par 10 contre plus de 100 fois avec
88536. La seconde constatation que nous
devons faire concerne la souche
88536815. Les résultats que nous avons
obtenus montrent 2 choses : c'est bien la
souche ingérée qui est responsable de
l'augmentation de la flore bifide totale,
puisque cette souche représente 80% de
cette population après 3 sem d'ingestion,
et surtout, nous montrons ici que cette
souche est capable de s'implanter et se
multiplier dans le tube digestif puisque 3
sem après l'arrêt de sa consommation, on
retrouve cette souche présente dans les
fécès, et qu'elle représente encore 60% de
la flore bifide totale.
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Tableau III. Analyse de la flore fécale avant, pendant et après consommation de laits fermentés à Bi-
fidobacterium longum.

Étape Groupe Sem Anaer Bif/do Clostr Bact Coli BB536515 ATCC 15707542

2 1,II,III,IV,V (45)* 3 et 4 8,4 6,2 5,7 8,2 7,1 nd nd

1(9)" 7 10,4 10,2 3,5 4 4,4 nd nd
10 8,8 8,4 5,2 6,1 6,8 nd nd

Il (9)" 7 10 9,9 3,6 4,3 4,2 9,8 nd
10 9,2 8,6 5,5 6 6,9 8,4 nd

III (9)" 7 8,4 7,3 4,8 8,1 7,1 nd nd
10 8,3 6,3 5,7 8,1 7,2 nd nd

3
IV (9)* 7 8,2 7,4 4,9 7,9 7,3 nd 6,3

10 8,4 6,2 5,7 8 7,1 nd ND

V (9)" 7 8,2 6 5,8 8,4 7,1 nd nd
10 8,5 5,9 5,5 7,9 7 nd nd

Nombre de sujets. Toutes les valeurs sont données en log. Groupe 1: lait fermenté à BB 536; Il : lait fermenté à BB
536815; III : lait fermenté à ATCC 15707; IV: lait fermenté à ATCC 15707842; V: yogurt. ND: non détecté; nd :
non déterminé. Anaer : anaérobies; Bifido : Bifidobacterium; Clostr: Clostridium; Bact : Bacteroides; coli : Coli-
formes.

CONCLUSION

Les résultats que nous avons obtenus
dans cette étude confirment ceux déjà pu-
bliés dans la littérature (Tissier, 1899,
1900; Reuter, 1964; Modler et al, 1990).
Notre travail met en évidence qu'il existe
une différence certaine entre les souches
d'origine humaine et celles d'origine ani-
male selon Reuter (1971) et la classifica-
tion génétique de Scardovi et al (1971).
Quel que soit le lait fermenté contenant
des bifidobactéries d'origine animale, on
assiste à une légère augmentation du
nombre de bifides dans les selles, qui
cesse dès l'arrêt de la consommation; en
revanche, pour les laits fermentés conte-
nant des espèces d'origine humaine, cette

augmentation est considérable et persiste
durant 3 sem après l'arrêt de la consom-
mation. Ce potentiel probiotique supérieur
pour l'homme est confirmé par les résultats
de l'action des flores bifides ingérées sur la
flore intestinale, et plus particulièrement
sur la flore putréflante.

Nous démontrons aussi ici que toutes
les souches d'une même espèce n'ont pas
un effet équivalent sur les flores intesti-
nales. Les résultats obtenus avec 88536
et ATCC15707 montrent qu'il existe un
effet souche, et invalident l'hypothèse com-
mune concernant le fait que ce sont les
facteurs bifidigènes qui sont responsables
de l'augmentation de la flore bifide (Ro-
mond et Romond, 1987). Cet effet souche
est important, puisque nous montrons ici
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que la souche BB536 de Bifidobacterium
longum est capable de coloniser et de se
multiplier dans le tube digestif.

Ce travail montre clairement que la fa-
brication de laits fermentés ayant une ré-
elle vocation probiotique ne peut se faire
avec des souches indéfinies comme c'est
souvent le cas, et qu'un important travail
d'identification et de sélection doit être réa-
lisé. Les techniques d'identification classi-
que par étude du phénotype se révélant in-
opérantes pour ce genre bactérien,
l'utilisation de sondes génétiques (5) spéci-
fiques soit du genre soit des espèces
trouve sa totale application dans ce do-
maine. Dans le cas de tels laits fermentés,
la sélection des souches devra tenir
compte, à côté de l'aspect technologique,
de l'évaluation non seulement in vitro mais
surtout in vivo du potentiel probiotique des
souches.
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