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DESCRIPTION DU SUJET 
DE RECHERCHE ABORDÉ

Les bifidobactéries sont des bactéries 
Gram-positives, immobiles, non-
sporulantes. Elles ont été considérées 
comme anaérobies strictes jusqu’à 
ce qu’une espèce soit définie comme 
aéro-anaérobie (Simpson et al., 2004). 
Elles font partie de la flore intestinale 
normale des humains et animaux et 
sont généralement des bactéries non-
pathogènes. 

Le genre Bifidobacterium a été pro-
posé comme indicateur de contami-
nation fécale parce qu’il représente un 
des groupes bactériens les plus impor-
tants dans les matières fécales humai-
nes et animales (Matsuki et al., 1998 ; 

1999). De plus, comme les espèces de 
bifidobactéries dominantes sont diffé-
rentes chez l’homme et les animaux 
(Gavini et al., 1991), il peut être pos-
sible de déterminer l’origine humaine 
ou animale de la contamination. Les 
bifidobactéries ont été récemment 
proposées comme indicateurs de con-
tamination fécale dans l’eau (Lynch et 
al., 2002 ; Gilpin et al., 2003 ; Nebra 
et al., 2003) ainsi que dans les produits 
à base de viande et à base de lait cru 
(Beerens, 1998 ; Gavini and Beerens, 
1999 ; Beerens et al., 2000).

 De nombreuses méthodes de 
culture ont été décrites pour ces 
applications mais aussi pour d’autres 
telles que la connaissance du genre 
Bifidobacterium et son évolution dans 

la flore intestinale (Martineau, 1999 ; 
Rada et Petr, 2000 ; Petr et Rada, 
2001) et l’usage des bifidobactéries 
comme probiotiques dans certains 
aliments et produits pharmaceutiques 
(Pacher et Kneifel, 1996 ; Nebra et 
Blanch, 1999 ; Payne et al., 1999). 
L’usage d’agents sélectifs tels que 
l’acide propionique (Beerens, 1990) 
ou la paromomycine (Beerens, 1998) 
a été décrit dans plusieurs milieux 
de culture. Cependant, ces agents ne 
sont pas suffisamment efficaces pour 
la détection des bifidobactéries à 
partir de produits à base de viande et 
de lait cru.  L’élimination de la flore 
contaminante comme les lactobacilli 
dans le lait cru ou les Clostridium 
dans les échantillons de viande est 
insuffisante.
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Plusieurs méthodes moléculaires 
palliant à ces inconvénients ont 
récemment été décrites. Parmi 
les plus récentes, les méthodes  
suivantes peuvent être citées : PCR-
Elisa (Malinen et al., 2003), PFGE 
(pulsed-field gel electrophoresis) et 
PCR basée sur le 16S rRNA (Roy 
et al., 1996 ; Bonjoch et al., 2004); 
PCR/DGGE (denaturing gradient 
gel electrophoresis) ciblant le 
gène transaldolase et identifiant 
et dénombrant les bifidobactéries 
d’origine humaine (Requena et al., 
2002); PCR/RFLP basées sur le 16S 
rRNA pour détecter les principales 
espèces d’origine humaine (Roy et 
Sirois, 2000) et de la PCR en temps 
réel (Requena et al., 2002).

En collaboration avec l’INRA 
(Institut National de la Recherche 
Agronomique) en France et l’Institute 
of Meat Hygiene, Meat Technology 
and Food Science de la Faculté de 
Médecine Vétérinaire de Vienne en 
Autriche, nous avons évalué la possibi-
lité d�utiliser le genre Bifidobacterium 
comme indicateur de contamination 
fécale dans le lait cru et les fromages 
au lait cru ainsi que les viandes et les 
produits à base de viande. 

RÉSULTATS

Trois méthodes de détection des prin-
cipales espèces de bifidobactéries 
ont été développées et testées. Une 
méthode de culture conventionnelle 
utilisant la mupirocine comme agent 
sélectif et deux méthodes molécu-
laires basées respectivement sur les 
gènes ADNr 16S  et hsp60.

La méthode de culture est composée 
de deux étapes : une étape d’enrichis-
sement et une étape d’isolement. La 
composition des milieux d’enrichisse-
ment et d’isolement sans addition de 
mupirocine a été décrite par Beerens 
(1998). L’étape d’enrichissement uti-
lise le milieu Brain Heart Infusion 
(BHI) supplémenté avec de l’acide 
propionique, du citrate de fer, des 
extraits de levure et enfin, de la mupi-
rocine. L’étape d’isolement utilise le 
milieu Colombia Blood Agar supplé-
menté lui aussi avec de la mupirocine.

La première méthode moléculaire 
est une PCR-RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism) et a été 
développée sur le gène ADNr 16S. 
Cette méthode a été testée avec suc-
cès sur 64 souches pures de bifido-
bactéries appartenant à 13 espèces 

différentes (Delcenserie et al., 2004). 
Après amplification d’un fragment de 
1050 pb environ à l’aide d’amorces 
spécifiques du genre Bifidobacterium 
(16S direct : 5’-aat agc tcc tgg aaa 
cgg gt-3’ et 16S reverse : 5-cgt aag 
ggg cat gat gat ct-3’), le produit de 
PCR est digéré par chaque enzyme de 
restriction (AluI et TaqI) donnant ainsi 
l’apparition de différents profils. Cette 
méthode permet de différencier facile-
ment les espèces ou groupes d’espèces 
d’origine humaine de celles ou ceux 
d’origine animale avec l’utilisation de 
seulement deux enzymes de restric-
tion  (Delcenserie et al., 2004). 

La deuxième méthode moléculaire est 
une PCR (Delcenserie et al., 2005) 
ciblant cette fois le gène hsp60, étudié 
également par d’autres auteurs (Jian et 
al., 2001 ; Jian et Dong, 2002). Cette 
méthode a été développée à l’aide 
d’amorces dégénérées spécifiques 
du genre Bifidobacterium. Le genre 
Bifidobacterium est identif ié par 
l’amplification d’un fragment de 217 
pb du gène hsp60. La paire d’amorces 
(B11up : 5’-gts cay gar ggy cts aag aa-
3’ et B12dwn : 5’-ccr tcc tgg ccr acc 
ttg t-3’) a été testée pour sa spécificité 
et sa sensibilité sur 128 souches pures. 
Comme les aliments peuvent consti-
tuer des matrices difficiles pour des 
tests de PCR à cause de la présence 
de nombreux inhibiteurs, un contrôle 
interne a été construit. Il s’agit d’un 
fragment d’ADN de 315 pb créé artifi-
ciellement et amplifié dans les mêmes 
conditions de PCR que celle réalisée 
sur le gène hsp60. En fonction des 
résultats obtenus avec la PCR-RFLP, 
une sonde a ensuite été choisie afin de 
pouvoir réaliser de la PCR en temps 
réel sur le gène hsp60.

Ces trois méthodes ont été utilisées 
pour analyser des échantillons appar-
tenant à une filière de production de 
fromage au lait cru : du lait jusqu’au 
fromage au 21ème jour d’affinage ; 
et des échantillons provenant d’une 
filière de production de viande de 
mouton : de l’abattoir jusqu’à la vente 
au détail.

La méthode de culture a été comparée 
à la méthode PCR sur le gène hsp60, 
sur 148 échantillons de lait cru et 100 
échantillons prélevés à 4 stades de 
production d’une filière de fromages 
au lait cru (A : lait cru, B : lait après 
addition de présure (J1), C : démou-
lage (J2), D : affinage (J21)). Les 
résultats ont montré que la sensibilité 
des 2 méthodes était bonne (plus de 
95 % d’échantillons positifs) avec une 

meilleure sensibilité de la PCR pour 
les échantillons de fromage au lait cru 
(χ2 = 20,04 ; p < 0,0005). Les dénom-
brements moyens de bifidobactéries 
augmentent de manière significative 
(F = 14,4 ; p < 0,0005) de l’étape A à 
l’étape D en analysant les valeurs les 
plus hautes obtenues soit par PCR, 
soit par méthode conventionnelle en 
culture. 

Une identification des principales 
espèces a été réalisée par PCR-RFLP 
et par PCR en temps réel (Delcenserie, 
manuscrit en préparation) sur 176 
échantillons de fromage au lait cru 
à 4 stades de production (A, B, C et 
D). Sur les 176 échantillons analysés, 
135 (77 %) contenaient l’espèce B. 
pseudolongum. Ces résultats étaient 
en corrélation avec ceux obtenus par 
PCR en temps réel : 120 échantillons 
positifs (68 %) pour l’espèce B. pseu-
dolongum. Les dénombrements semi-
quantitatifs ont été comparés aux 4 
stades de production (A, B, C, D). Il 
est intéressant de noter que les dénom-
brements de B. pseudolongum restent 
stables tout au long de la production 
(log cfu ml-1; A, 2.3 ± 1.2; B, 1.8 ± 1.4; 
C, 2.2 ± 1.5; D, 1.9 ± 1.4). La compa-
raison entre B. pseudolongum et E. 
coli montre que les dénombrements 
semi-quantitatifs de B. pseudolongum 
sont significativement plus élevés que 
ceux d’E. coli.

Concernant la filière de production de 
viande de mouton, 244 échantillons 
prélevés tout au long d’une chaîne de 
production de viande de mouton (de 
l’abattoir jusqu’aux points de vente au 
détail) ont été analysés par méthode 
de culture, PCR-RFLP sur le gène 
ADNr 16S et par PCR sur le gène 
hsp60. Les espèces B. pseudolongum 
et B. thermophilum ont été identifiées 
suggérant, comme dans les échan-
tillons de fromage, une contamina-
tion exclusivement d’origine animale. 
Les résultats semi-quantitatifs obtenus 
pour le genre Bifidobacterium ont été 
comparés aux dénombrements d’E. 
coli. Sur l’ensemble des résultats, les 
bifidobactéries étaient sensiblement 
plus élevées.

CONCLUSIONS ET 
PERSPECTIVES

Le but de notre étude était de répondre 
aux questions suivantes : Est-ce que 
les bifidobactéries en tant qu’indica-
teurs peuvent être détectées à l’aide de 
méthodes simples et rapides ? Est-il 
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possible d’identifier l’origine de la 
contamination ? Est-ce un indicateur 
aussi sensible ou plus sensible qu’E. 
coli ?

Est-ce que cet indicateur peut être 
détecté à l’aide de méthodes simples 
et rapides ?

La PCR ciblant le gène hsp60 a été 
comparée à la méthode de culture sur 
la filière de production de fromage au 
lait cru et sur la filière de production 
de viande de mouton. Les résultats 
globaux observés avec la PCR déve-
loppée sur le gène hsp60 démontrent 
que cette méthode est plus sensible 
que la méthode de culture et beau-
coup plus rapide. Une étape d’enri-
chissement de 72 h avant l’analyse des 
échantillons par PCR est cependant 
nécessaire. Des tests ont été réalisés 
afin de réduire la durée d’incubation à 
48h et même 24 h. Un court enrichis-
sement reste cependant nécessaire.

Est-il possible d’identifier l’origine 
de la contamination ? 

Lynch et collaborateurs (2002), Nebra 
et collaborateurs (2003) et Bonjoch et 
collaborateurs (2004) ont proposé les 
espèces B. adolescentis ou B. dentium 
comme indicateurs de la contamina-
tion fécale. Comme ces espèces sont 
dominantes dans les matières fécales 
humaines, elles indiquent une conta-
mination d’origine humaine. De plus, 
Rhodes et Kator (1999) ont dénom-
bré les bifidobactéries sorbitol-posi-
tives afin d’identifier une pollution 
d’origine humaine dans des eaux pol-
luées. Cependant, dans le lait cru, la 
principale contamination semble être 
d’origine animale comme en atteste 
l’étude de Beerens et collaborateurs 
(2000) et pourrait être représentée par 
B. pseudolongum, retrouvée à la fois 
dans le lait et les matières fécales des 
ruminants. Dès lors, en industrie ali-
mentaire, il semble important de défi-
nir l’origine humaine et animale de la 
contamination.

Deux méthodes ont été testées pour 
identifier l’origine de la contami-
nation : la PCR-RFLP et la PCR en 
temps réel.

La PCR-RFLP est une méthode facile, 
reproductible, ayant déjà été décrite 
pour la détection des bifidobactéries 
(Mangin et al., 1996 ; Kullen et al., 
1997; Roy et Sirois, 2000 ; Ventura 
and Zink ; 2003). Nous avons mis au 
point une PCR-RFLP sur le gène 16S 

rDNA à l’aide de 2 enzymes de restric-
tion, AluI et TaqI. Une étude réalisée 
sur des souches pures de bifidobac-
téries a pu démontrer que les espèces 
d’origine humaine pouvaient être dif-
férenciées de celles d’origine animale 
par cette méthode (Delcenserie et al., 
2004).

Concernant les échantillons de la 
filière de production de viande de 
mouton, trois principaux profils de 
restrictions étaient observés dans les 
échantillons. Un des profils corres-
pondait à l’espèce B. pseudolongum 
tandis que les 2 autres correspondaient 
à B. thermophilum ou B. choerinum. Il 
est intéressant de noter que l’un de ces 
deux profils n’est présent que dans 
les échantillons, provenant de l’atelier 
de découpe. Ce profil correspondrait 
donc à une espèce ou souche de bifi-
dobactéries présente uniquement dans 
l’environnement de découpe. Cette 
espèce, ou souche, pourrait provenir 
d’un autre hôte que le mouton.

Concernant les échantillons de la 
f ilière de production de fromage 
au lait cru, un profil principal a été 
observé. Selon l’étude réalisée sur 
les souches pures de bifidobactéries, 
ce profil correspondrait à l’espèce B. 
pseudolongum. 

La PCR en temps réel a été déve-
loppée sur la PCR déjà établie sur 
le gène hsp60. Une sonde spécifique 
de l’espèce B. pseudolongum a été 
testée. Cette méthode a été comparée 
à la PCR-RFLP pour la détection de 
ces deux groupes. La PCR-RFLP était 
statistiquement plus sensible que la 
PCR en temps réel. La PCR-RFLP 
est une méthode très efficace pour la 
recherche de l’origine, humaine ou 
animale de la contamination. Cette 
méthode nous a permis de montrer, 
le long de la chaîne de production de 
fromage au lait cru, que la principale 
contamination par les bifidobactéries 
était d’origine animale avec un grand 
taux de détection de B. pseudolon-
gum. Aucune contamination d’origine 
humaine n’a été détectée. Ceci est en 
accord avec les observations précé-
dentes de Beerens et collaborateurs 
(2000) montrant une contamination 
d’origine animale dans le lait cru, pro-
venant sans doute des matières féca-
les des vaches puisque cette même 
espèce avait été isolée dans les deux 
types d’échantillons. Cependant, bien 
qu’efficace, la PCR-RFLP est moins 
applicable en routine et surtout, moins 
rapide que la PCR en temps réel. C’est 
pourquoi la PCR en temps réel a été 

développée pour la recherche de l’es-
pèce B. pseudolongum. 

Il est intéressant de noter que l’espèce 
B. pseudolongum, d’origine animale, 
reste stable tout au long du proces-
sus, de l’étape A (lait cru) à l’étape D 
(affinage, jour 21), et peut donc être 
utilisée comme indicateurs de conta-
mination pour la filière de production 
de fromage au lait cru 

Est-ce un indicateur aussi sensible 
ou plus sensible qu’E. coli ?

Dans la filière de production de fro-
mage au lait cru, la comparaison de B. 
pseudolongum et E. coli a montré que 
les dénombrements semi-quantitatifs 
de bifidobactéries étaient toujours plus 
élevés que ceux d’E. coli. Il en était de 
même dans la filière de production 
de viande de mouton, toute étape de 
production confondue. En considé-
rant chaque étape, la différence n’était 
significative que pour les échantillons 
prélevés sur les carcasses, échantillons 
les plus fortement contaminés.

Nous pouvons donner les réponses 
suivantes aux questions initialement 
posées :

1. Cet indicateur peut être détecté 
par une méthode rapide, même si 
une étape d’enrichissement de 72h 
reste pour l’instant nécessaire. La 
PCR en temps réel ciblant le gène 
hsp60 semble être la méthode de 
choix pour une application en rou-
tine car bien qu’efficace, la PCR-
RFLP est moins pratique et moins 
rapide que la PCR en temps réel. 
En fonction de la limite de détec-
tion établie pour les bifidobacté-
ries dans les aliments, une réduc-
tion, voire une suppression de la 
période d’enrichissement pourrait 
être possible. 

2. L’espèce B. pseudolongum a été 
choisie comme indicateur de con-
tamination car il s’agit de l’es-
pèce retrouvée le plus fréquement 
dans les échantillons de fromage 
au lait cru et de viandes prove-
nant des entreprises étudiées. 
Cette espèce met en évidence une 
contamination d’origine animale. 
Cependant, une contamination 
accidentelle d’origine humaine 
est toujours possible. Des espèces 
d’origine humaine devraient donc 
être recherchées également. Ceci 
est déjà possible via la méthode 
PCR-RFLP. Une sonde utilisable 
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par PCR en temps réel devrait par 
contre être développée. 

3. Comme indicateur dans le lait 
cru, B. pseudolongum est plus 
intéressant à utiliser qu’E. coli 
car, non seulement, les dénombre-
ments d’E. coli diminuent durant 
le processus en présence d’un pH 
bas tandis que ceux de B. pseudo-
longum restent stables; mais en 
plus, B. pseudolongum est pré-
sent en plus grand nombre. Le 
faible nombre d’échantillons con-
tenant des bifidobactéries dans les 
échantillons prélevés sur la filière 
de production de viande de mou-
ton n’a pas permis de voir si les 
bifidobactéries sont ou non, plus 
intéressantes à utiliser qu’E. coli.

La prochaine étape sera de définir 
un seuil acceptable de bifidobacté-
ries dans les échantillons de fromage 
au lait cru. Plus d’études doivent 
être réalisées sur des échantillons 
en provenance de la filière viande 
avant de définir un taux acceptable 
de bifidobactéries. En fonction de ce 
seuil, l’étape d’enrichissement pour-
rait être réduite, ou même supprimée. 
Cela pourrait permettre d’exploiter 
au maximum les possibilités offertes 
par la PCR en temps réel, dont une 
estimation possible du taux initial de 
contamination d’un échantillon par les 
bifidobactéries.

C’est l’espèce B. pseudolongum qui a 
été choisie comme indicateur de con-
tamination fécale d’origine animale. 

Dans les échantillons de viande, il 
serait cependant nécessaire de vérifier 
si l’espèce B. thermophilum ne doit pas 
non plus être recherchée. Enfin, une 
contamination accidentelle d’origine 
humaine est toujours possible. Des 
espèces d’origine humaine devraient 
donc être recherchées également. 
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