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EFFET DE L’ASSOCIATION DE BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM AVEC Sreptococcus thermophilus SUR
L’ACTIVITE ANTAGONISTE ENVERS Escherichia coli ENTEROPATHOGENE

Regu le 14-11-2005— Accepté le 17-02-2007

Résumé

Pour une optimisation de la cinétique de croissance de Bifidobacterium bifidum et de son effet
anti-bactérien, une souche de Streptococcus thermophilus lui est associée dans du lait adapté 1< age.
Le rapport respectif d’association 7/1 en nombre de cellules semble favorable a la croissance de B.
bifidum. L’effet antagoniste in vitro apparait apres 4 h de fermentation en présence de B. bifidum en
culture mixte avec S. thermophilus. Le pourcentage d’inhibition d’Escherichia coli est de 90 %. Ce
pourcentage de diminution du nombre d’E. coli n’est observé qu’aprés 8 h de fermentation en
présence de B. bifidum seul. Une mortalité de 50 % est notée chez les souris ayant regu E. coli seul
(lot 1). L’effet antagoniste in vivo lors d’un traitement préventif est significativement plus important
en présence des deux espéces associées (lot 3) que lorsque B. bifidum est donné seul (lot 2). Au
niveau des lots 4 et 5 (traitement thérapeutique), on constate une diminution d’E. coli au terme du 2°m
jour apres la prise du lait fermenté au B. bifidum en culture mixte (lot 5) avec un taux de diminution
de 89,52 %. Or cet effet n’est observé qu’aprés le 5°™ jour de la prise du lait fermenté au B. bifidum
seul (lot 4).

Mots clés: Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia, fermentation, association.

Abstract

The optimization of the acidifying power as well as the growth kinetics of Bifidobacterium
bifidum, a strain of Streptococcus thermophilus has been associated with it in milk adapted for first
age. The antagonistic effect in vitro appears after 4 hours of fermentation, in the presence of B.
bifidum in a mixed culture with S. thermophilus. The inhibition percentage of Escherichia coli is 90
%. A decrease of E. coli number is observed after eight hours of fermentation in the presence B.
bifidum alone. A great mortality of 50 % is noticed in the mice which have been given only E. coli
(set 1). The antagonistic effect in vivo during prophylactic treatment is significantly more important in
the presence of two associated species (set 3) than in the case B. bifidum is given alone (set 2). In sets
4 and 5 (therapeutically treatment), a 89.5 % decrease in E. coli in faeces has been noticed during the
2" day after a dose of fermented milk by B. bifidum in a mixed culture (set 5); but this effect is
observed after the fifth when B. bifidum is given alone (set 4). The counts bacterial in the intestinal
flora after the dissection of the mice show that B. bifidum and S. thermophilus are situated in the guts
of the mice.
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La microflore bifide a été particuliérement étudiée pour son pouvoir de
protection contre les diarrhées et les diverses affections [1]. En effet,
les bifidobactéries ont un effet antagoniste vis a vis des germes
pathogenes [2]. Plusieurs chercheurs ont montré qu’en administrant des
lyophilisats de Bifidobacterium bifidum a des enfants présentant des
infections entériques a Escherichia coli entéropathogéne, il était possible
d’éliminer le germe pathogene dans 60 % des cas. Ce taux atteint 80 %
quand on ajoute du lactose aux bifidobactéries [3]. L’utilisation du terme
probiotique remonte a 1965 et fait référence a toute substance ou
organisme qui contribue a 1’équilibre dans I’intestin. Plus récemment, les
probiotiques ont été¢ définis comme des organismes vivants qui, apres
ingestion par voie per os en certaines quantités, exercent des effets
bénéfiques pour la santé. Les bifidobactéries, hotes naturels des intestins
de T’homme ont des propriétés nutritionnelles et thérapeutiques
ayjourd’hui reconnues. En Algérie, les préparations lactées aux
bifidobactéries destinées aux nourrissons ne sont pas encore disponibles.
La mise au point d’un lait fermenté aux bifidobactéries destiné aux jeunes
nourrissons pallierait & cette carence. Ce lait fermenté serait proposé en
particulier en cas de diarrhées déja établies (traitement thérapeutique), ou
en prévention de celles-ci (traitement préventif) chez les nourrissons
recevant un allaitement artificiel.
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Cette étude est consacrée a la mise en application in
vivo des effets antagonistes des bifidobactéries associées
(dans du lait 1° age, Guigoz 1) a Streptococcus
thermophilus, envers Escherichia coli entéropathogéne, sur
des souris holoxéniques. Dans cette étude, deux parties sont
menées conjointement: ['une mettant 1’accent sur
I’optimisation de D’effet thérapeutique des bifidobactéries
lors de diarrhées a E. coli, I’autre sur leur effet préventif.
Cette optimisation est obtenue par l’association du S.
thermophilus (considéré comme agent réducteur) a B.
bifidum (anaérobie strict).

1. MATERIEL ET METHODES

Les bifidobactéries proviennent des selles fraiches des
nourrissons sains de 3 mois. L'échantillonnage est effectué
au niveau de la pouponnic¢re de 1'hopital Frantz Fanon de
Béjaia (ex Bougie, Algérie).

Les selles sont prélevées stérilement a partir de la
couche jetable. L’isolement des bifidobactéries est réalisé
en profondeur sur MRS cysteiné a 37°C. Aprés 48 h
d’incubation, les colonies sont sélectionnées selon leur
aspect morphologique (observées grace a une loupe
binoculaire) ainsi que sur la base de leur mobilité, de leur
forme, de leur état frais et de la coloration de Gram [4]. Les
colonies des bifidobactéries sont repiquées sur le bouillon
MRS cysteiné, a pH 6,4 additionné de 15 pg/ ml d'acide
nalidixique. Puis les tubes sont incubés en anaérobiose (en
ajoutant de 1’huile de paraffine stérile a la surface du tube)
pendant 24 h a 37 °C. La pureté des souches est controlée
par la coloration de Gram, test de la catalase, test
physiologique et test biochimique de la galerie API 20A.
Aprés quoi les souches seront repiquées sur MRS cysteiné a
pH 6.,4.

La souche de Streptococcus thermophilus est isolée a
partir du lait de vache de la région de Béjaia. Le milieu
M17 est utilisé pour la culture de cette espece.

Il faut rappeler que [D’effet d’association de .
thermophilus a été observé dans le yaourt avec L.
bulgaricus [5]. En effet, dans le cas cité les productions
d’acide lactique et d’acétaldéhyde sont plus importantes en
culture mixte qu’en culture pure. S. thermophilus posséde
une faible activité protéolytique alors qu’il nécessite des
peptides et des acides aminés pour sa croissance. Et comme
le lait n’en contient pas suffisamment les protéases issues
de L. bulgaricus dégradent donc les caséines fournissant
ainsi ces facteurs de croissance a S. thermophilus. Celui-ci,
a son tour fournit a L. bulgaricus de I’acide formique, le
CO; et I’acide pyruvique. Un effet analogue pourrait &tre
mis a profit pour la croissance des bifidobactéries dans des
laits artificiels.

La souche de Escherichia coli est isolée a partir des
selles d’un nourrisson diarrhéique de la pouponniére de
I'h6pital Frantz Fanon de Béjaia.

Un gramme de selles est prélevé d’une maniere stérile a
partir de la couche. Des dilutions décimales (10~ 'a 10~9)
sont réalisées dans une solution d’eau physiologique. Apres
homogénéisation de la dilution a I’aide d’un vibreur vortex,
1 ml de la derniére dilution est ensemencé en profondeur
dans la gélose au désoxycholate a 1%o. Les boites de Pétri
sont mises a I’étuve a 44 °C./ 24 h. Aprés incubation, des
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colonies bien sélectionnées sont observées a 1’état frais et
apres coloration de Gram.

Le repiquage de ces colonies a été¢ fait sur bouillon
nutritif et puis incubation a 44 °C./ 24 h. La pureté¢ des
souches sera  contrdlée par des  observations
macroscopiques et microscopiques, coloration de Gram,
test de la catalase, test physiologique et test biochimique
sont réalisées avant de procéder a un dernier repiquage sur
gélose au désoxycholate a 1%o.

Le lait adapté 1" age est utilis¢é comme milieu de culture
pour le suivi de I’antagonisme in vitro et in vivo de B.
bifidum seul et en culture mixte avec S. thermophilus
envers E. coli entéropathogeéne. Ce lait infantile est préparé
stérilement en diluant 60 g de poudre de lait dans 400 ml
d’eau distillée stérile.

L’intégration des bifidobactéries a la microflore
intestinale ne s’effectue que si I’inoculum initial de B.
bifidum est de 10® a 10° germes/ ml [6].

1.1. Antagonisme in vitro

La souche d’E. coli entéropathogéne O111: By isolée et
identifiée précédemment est utilisée comme souche cible.
Cette dernicre est repiquée sur gélose désoxycholate, puis
incubée a 37°C./24 h en aérobie. Aprés incubation deux
colonies sont reprises dans 9 ml de bouillon nutritif et
incubées a 37°C./ 18h.

Une souche de B. bifidum est repiquée sur gélose MRS
lactosé puis incubée a 37°C./ 24 h en anaérobiose. Deux
colonies sont alors reprises dans 9 ml de MRS lactosé
incubées a 37°C./ 18 h. S. thermophilus est repiquée sur
gélose M 17, puis incubées a 42°C./ 24 h en aérobiose.
Deux colonies sont alors reprises dans 9 ml de lait pour
enfants et incubées a 37°C./ 18 h.

A partir des trois inocula standards, on ensemence des
tubes de lait de 8 ml avec une association de 0,5 ml de B.
bifidum (soit 4. 10% B. bifidum / ml) + 0,5 ml de S.
thermophilus (soit 6. 107 S. thermophilus / ml) et 1 ml d’E.
coli (soit 108 E. coli / ml) . L’ensemble est incubé a 37 °C./
24 h en aérobiose.

1.2. Antagonisme in vivo

Les résultats significatifs des effets antagonistes
observés in vitro ont suscité une étude in vivo réalisée sur
des souris holoxéniques. L’effet antagoniste in vivo de B.
bifidum est ¢étudié sur une souche d’E. coli
entéropathogéne, selon le schéma suivant. La 1%¢ partie
consiste au préalable en ’¢tude de la flore intestinale de
souris holoxéniques. La 2°™ partie concerne des souris qui
sont soumises a différents traitements comportant les 3
especes bactériennes seules ou associées afin de suivre leur
évolution au niveau des selles. La 3% partie consiste en la
dissection des souris afin d’observer 1’installation des trois
espéces bactériennes ingérées par les souris. Pour cela nous
avons prévu 5 lots de 6 souris chacun et 1 lot de 6 souris
témoins soit 36 au total. Ces souris appartiennent a la race
« wistar », agées de deux mois et pesant 14 grammes
chacune (Fig. 1).

Lot témoin Les selles sont prélevées avant
administration de B. bifidum, S. thermophilus et E. coli.
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Lot 1 : Les 6 souris regoivent 1 ml de lait ensemencé avec
108/ ml d’E. coli pendant une semaine.

Lot 2 : On administre aux 6 souris 1 ml de lait fermenté
avec 103/ ml de B. bifidum pendant une semaine puis 1 ml
de lait ensemencé avec 108 ml d’E. coli durant la 2°™
semaine.

Lot 3 : Les 6 souris recoivent 1 ml de lait fermenté avec
103/ ml de B. bifidum en culture mixte avec 10’/ ml de S.
thermophilus pendant une semaine. Puis on leur donne 1 ml
de lait cultivé avec 10% ml d’E. coli pendant la 2°me
semaine.

Lot 4 : Les 6 souris regoivent 1 ml de lait ensemencé avec
108/ ml d’E. coli pendant 48 h, puis 1 ml de lait fermenté
avec 108/ ml de B. bifidum durant une semaine.

Lot 5 : On administre aux 6 souris 1 ml de lait ensemencé
avec 108 ml d’E. coli pendant 48 h, puis 1 ml de lait
fermenté avec 108/ ml de B. bifidum en culture mixte avec
107/ ml de S. thermophilus selon le rapport d’association
retenu 7/1 en nombre de cellules dans 1’étude in vitro
durant une semaine.

Antagonisme in vivo

| |
Lot I Les 6 souris recoivent 1 ml de lait
ensemence avec £ colf pendant une semaine.

Traitement

|
| Traitement thérapeutique ‘

Traitement préventif

2. RESULTATS
2.1. Effet antagoniste in vitro

L’effet antagoniste in vitro apparait aprés 4 h de
fermentation en présence de B. bifidum en culture mixte
avec S. thermophilus (Fig. 2). Le nombre d’E. coli diminue
de 90 %. Cette diminution n’est observée qu’apres 8 h de
fermentation en présence de B. bifidum seul (soit 4 h
supplémentaires), d’ou l’intérét de mettre B. bifidum en
association avec S. thermophilus pour 1’optimisation de
leurs effets antagonistes envers E. coli entéropathogéne.
Cependant une diminution d’un Log du nombre d’E. coli
n’est observée qu’aprés 24 h de fermentation en présence
de S. thermophilus seul.

L'effet inhibiteur des bifidobactéries sur le
développement d’E. coli entéropathogéne peut étre expliqué
de la maniére suivante :

»  L’acidification du milieu de culture se fait par la
fermentation du lactose en acides acétique et lactique avec
un rapport moléculaire 3/2. Or I’abaissement du pH inhibe
la croissance des germes pathogénes tels que E. coli
entéropathogene.

» La compétition vis a vis des nutriments essentiels
pour le développement bactérien conduit a 1’épuisement du
milieu de culture et donc a la diminution de la croissance
des souches bactériennes [7; 8]

» Les bifidobactéries libérent une substance
inhibitrice de la croissance des germes pathogenes
(bactériocine) a la fin de la phase exponentielle de la
croissance (au dela de 6 h de fermentation) [9; 10; 11].

|

Lot 2: On administre
aux 6 souris 1 ml de
lait fermenté avec B.
bifidum pendant une
semaine puis 1 ml de
lait ensemencé avec E.
coli durant la 2°m
semaine.

Lot 3: Les 6 souris
regoivent 1 ml de lait

fermenté avec B.
bifidum en culture
mixte avec S.

thermophilus pendant
une semaine. Puis on
leur donne 1 ml de lait
cultivé avec E. coli
pendant  la 2™
semaine.

Figure 1: Antagonisme in vivo de B. bifidum seul ou en
association avec S. thermophilus envers E. coli entéropathogéne

Lot 4: Les 6 souris
recoivent 1 ml de lait
ensemencé avec E.
coli pendant 48 h,
puis 1 ml de lait
fermenté avec B.
bifidum durant une
semaine.

Lot 5: On administre
aux 6 souris 1 ml de
lait ensemencé avec
E. coli pendant 48 h,
puis 1 ml de lait
fermenté avec B.
bifidum en culture
mixte avec S.
thermophilus durant
une semaine.

lors d’un traitement préventif et thérapeutique.
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Figure 2: Cinétique de croissance d'E. coli en culture pure, en
présence de B. bifidum seul et en culture mixte avec S.
thermophilus sur lait adapté ler age.

2.2. Effet antagoniste in vivo
2.2.1. Etude de la flore autochtone des souris

L’analyse bactériologique des selles des souris avant
toute expérimentation ne réveéle aucune présence de
Bifidobacterium, de S. thermop et d’E. coli.

D’aprés 1’analyse bactériologique des selles des souris
du lot 1, nous avons noté une augmentation du nombre du
Log des U.F.C./ ml de 8,79 & 9,60 soit un accroissement de
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84,5 %. Si I’on compare les résultats obtenus au niveau des
lots 2 et 3 (Fig. 3 et 4), grace a un traitement préventif, on
constate que le taux de diminution d’E. coli est plus
important en présence de B. bifidum en culture mixte avec
S. thermophilus que lorsque B. bifidum est seul. En effet, le
pourcentage de diminution d’E. coli au niveau du lot 3 est
de 93,4 % par conséquent plus important qu’au niveau du
lot 2 (66,83 %). L’effet antagoniste est significativement
plus important en présence des deux espéces associées. On
constate une diminution du nombre d’E. coli au terme du
2éme jour aprés la prise du lait fermenté au B. bifidum en
culture mixte (lot 5) avec un pourcentage de diminution de
89,52 %. Or cet effet est observé aprés le 5°™ jour de la
prise du lait fermenté au B. bifidum seul (lot 4).

Ces résultats sont confirmés grace a 1’analyse de la
variance (statistica) au seuil de 1 % appliquée a 1’évolution
des comptes fécaux d’E. coli au niveau des cinq lots. Cette
analyse montre qu’il y a une différence hautement
significative entre B. bifidum en culture associé que
lorsqu’elle est culture seule.

2.2.2. Etude de la flore intestinale aprés dissection
des souris

Aprés arrét du traitement, les souris sont disséquées afin
d’étudier la flore intestinale en dénombrant les bactéries
vivantes dans I’intestin (Tab. 1 et Fig. 5).

Les résultats de la dissection des souris montrent qu’E.
coli est présent en grand nombre (10° germes/ ml) au niveau
de I’intestin des souris n’ayant recu qu’E. coli (lot 1). Cette
espece est absente dans I’intestin des souris ayant recu du
lait fermenté avec B. bifidum seul (lots 2 et 4) ou en culture
mixte avec S. thermophilus (lots 3 et 5). B. bifidum et S.
thermophilus sont installés au niveau de I’intestin des
souris, ce qui conforte les hypothéses émises selon
lesquelles B. bifidum aurait un role antagoniste envers
I’implantation d’E. coli entéropathogéne dans la flore
intestinale.

L’effet inhibiteur de S. thermophilus sur le
développement d’E. coli entéropathogéne peut étre expliqué
de la maniére suivante :

» S.  thermophilus  présente  une  activité
$—Letl homofermentaire en libérant exclusivement de 1’acide
ToELet2 lactique.
- ~ k- —Lotd » S. thermophilus libére une substance (bactériocine)
‘ a la fin de la phase exponentielle de sa croissance qui inhibe
10 1 A S—— le développement des germes pathogénes.
= i 3= TN TR T T
O S -
< Tableau 1: Dénombrement d’Escherichia coli, de
S 1 Bifidobacterium bifidum et de Streptococcus thermophilus dans
2 41 I’intestin des différents lots de souris (Log U.F.C./ ml)
n 2] @
T} SRS R - S TSNS NS I AN - S | £ 3 .
£ |8 |9 |
Jours . < S = .
= |2 |8 |E |«
S S = I o
K g |y | =2 |
Figure 3: Evolution des comptes fécaux d'E. coli au niveau des Lot 1 8,57 / / 3 84 %
lots 1,2 et 3. (E. coli seul) d’accroissement
—<4— Lot
ccom--Lotd
Lot 2 /19,51 / 0 66,3 %
—-%k--Lot3 T
12 4 (B. bifidum/ E. coli) de diminution
0 Lot 3 / 9,54 / 0 93,4 %
W (B. bifidum mixte/ E. de diminution
5 Big..
E "—Ii-‘:'_-i B T i coli)
5 6 Lot 4 /958893 0 85,53 %
& (E. coli/ B. bifidum) de diminution
S,
Lot5 / 9,59 | 8,95 0 89,52 %
21 (E. coli/ B. bifidum de diminution
0 mixte)
i i2 i3 4 i3 ié i i® i® Témoin / / / 0 /
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Figure 4: Evolution des comptes fécaux d'E. coli au niveau des

lots 1,4 et5
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/: Absence de bactéries dans ’intestin
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Figure 5: Pourcentage d'accroissement ou d'abaissement E. coli
dans différents lots de souris

3. DISCUSSION

Plusieurs auteurs ont étudié I’implantation des
bifidobactéries dans la muqueuse intestinale ainsi que leur
role de correction des troubles intestinaux. L’administration
du lait fermenté au B. bifidum associé a Lactobacillus
acidophilus entraine une diminution des comptes d’E. coli
entéropathogéne au niveau de [Dintestin et favorise
I’installation de la flore bifide [12; 13]. La seule méthode
qui permet d’entreprendre une étude correcte des
interactions bactériennes dans le tube digestif est celle qui
utilise des animaux gnotoxéniques élevés en isolateurs [14].

On constate en effet que les bifidobactéries résistent
bien au pH gastrique et aux conditions entériques compte
tenu de leur installation au niveau de la muqueuse
intestinale. En effet, les bifidobactéries restent toujours
viables au niveau des selles [15]. Les bifidobactéries ont
une fixation préférentielle sur la muqueuse intestinale [13].
Elles adhérent plus facilement a la paroi que les autres
especes bactériennes. Les bifidobactéries représentent aussi
un effet antimicrobien a 1’égard de germes pathogénes tels
que Helicopter pyori [10].

Pour les souris du lot 1, recevant la souche E. coli
pendant une semaine, la mortalité est observée aprés 7 jours
de prise de lait. Cependant seules les souris ayant recu du
lait fermenté aux bifidobactéries ont survécu durant toute la
période expérimentale, tout en assurant une diminution d’E.
coli au profit des bifidobactéries. Les résultats de la
présente étude sont comparables a ceux de plusieurs auteurs
[16].

Les bifidobactéries résistent a 1’environnement gastro-
intestinal et gardent leur wvitalit¢ dans [D’extrémité
postérieure du tube digestif [10; 17]. L’effet antagoniste des
bifidobactéries peut étre combiné a celui des autres
bactéries  anaérobies des  genres Clostridium,
Fusobacterium et Veillonella [18]. On parle ainsi de
phénomeéne de synergie [19; 20].

Les bifidobactéries sont influencées par les sécrétions
physiologiques de I’estomac et de I’intestin lors du transit
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[3; 21; 22; 23]. Cette fraction est influencée par la présence
de la bile. Elle présente 24 % de la totalit¢ des
bifidobactéries ingérées, alors que dans [’estomac elle
représente 67 % [2; 24; 25, 26].

CONCLUSION

L’optimisation des effets antagonistes in vitro est
obtenue en présence des deux especes associées (B. bifidum
+ S. thermophilus). Concernant /’étude in vivo ’analyse de
I’évolution des comptes fécaux d’E. coli dans les selles des
souris montre qu’il y a une augmentation des U.F.C./ ml de
84,50 % avec une mortalité de 3 souris aprés le 7°™ jour
(lot 1). L’effet préventif est étudié au niveau des lots 2 et 3.
L’effet antagoniste de B. bifidum envers E. coli est observé
par la diminution des comptes fécaux d’E. coli. On constate
une diminution de 66,83 % d’E. coli en présence de B.
bifidum seul et de 93,40 % en culture mixte avec S.
thermophilus. L’ effet antagoniste est significativement plus
important en présence des deux espéces associées que
lorsque B. bifidum est donné seul (la valeur de F observé est
égale a 423,63 par conséquent supérieure a celle de F
théorique soit 1,79).

Pour tenter d’expliquer ces résultats on peut émettre
I’hypothése que [’activité homofermentaire de S.
thermophilus rend le milieu acide ce qui favorise la
croissance de B. bifidum, souche acidophile et anaérobie
stricte. Par contre le pH étant bas le milieu devient hostile
pour la croissance d’E. coli entéropathogeéne. L’effet
inhibiteur de S. thermophilus peut s’expliquer aussi par le
fait que cette espéce libére une bactériocine inhibant le
développement d’E. coli

Au niveau des lots 4 et 5, il s’agit d’un traitement
thérapeutique. On constate une diminution du nombre d’E.
coli/ au terme du 2°™ jour aprés la prise du lait fermenté au
B. bifidum en culture mixte (lot 5) avec un pourcentage de
diminution de 89,52 %. Cet effet n’est observé qu’apres le
5%m¢ jour de la prise du lait fermenté au B. bifidum seul (lot
4). L’analyse de la variance au seuil de 1 % appliquée aux
comptes fécaux d’E. coli au niveau des cinq lots montre
qu’il y a une différence hautement significative entre B.
bifidum en culture associé¢ que lorsqu’elle est culture seule.

Les résultats des comptes de la flore intestinale apres
dissection des souris montrent que E. coli est présent en
grand nombre (10° germes/ ml) au niveau de Dintestin des
souris n’ayant recu que E. coli (lot 1). Cette espéce est
absente dans I’intestin des souris ayant regu du lait fermenté
avec B. bifidum seul (lots 2 et 4) ou en culture mixte (lots 3
et 5). B. bifidum et S. thermophilus sont installés au niveau
de D’intestin des souris, jouant ainsi un rdle protecteur a
I’égard de E. coli responsable des gastro-entérites infantiles
particulierement fréquentes en Algérie.
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