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RESUME

La survie de Lactobacillus acidophilus er Bifidobacte-
rium sp a été quantifide chez 6 sujets voloniaires sains,
aprés ingestion d’un repas comprenant, dans un ordre aléa-
toire, soit 100 g d’un lait fermenté contenant 10°/g Lac-
tobacillus acidophilus e 10’/g Bifidobacterium, soit un
lait fermenté stérilisé. Les Lactobacillus acidophilus ez Bifi-
dobacterium étaient dénombrés dans le liquide iléal pré-
levé par aspiration continue pendant 8 h; les débits bacté-
riens étaient déterminés grace a la méthode de perfusion
continue et lente d’un marqueur non absorbable. Les résul-
lats (exprimés en log,, UFC, moyennes + ES) étaient les
Suivants : aprés ingestion du lait fermenté, les débits de
Lactobacillus acidophilus ez Bifidobacterium augmentaient
respectivement de 4,8 + 0,2 et 4,9 + 0,6 @ 7,2 + 0,3 et
8,0 £ 0,3, surles 8 h, 8,3 + 0,2 Lactobacillus acidophilus
et 8,8 + 0,1 Bifidobacterium parvenaient a I’iléon, repré-
sentant 1,5 p. 100 et 37,5 p. 100 des Lactobacillus acido-
philus er Bifidobacterium ingérés. Les concentrations et
quantités de Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium
iransitant, vivants, dans le tube digestif sont donc compa-
tibles avec I’expression d’effets physiologiques.

Mots-clés : Flore intestinale — Bifidobactéries — Lactobacilles
— Produits laitiers fermentés — Probiotiques.

SUMMARY

Survival of Lactobacillus acidophilus

and Bifidobacterium sp ingested

in a fermented milk in the small intestine:

a rational basis for the use of probiotics in man.

Oro-ileal intubation was performed in 6 healthy volun-
teers who ingested, either 100 g of a fermented milk con-
taining 10°/g Lactobacillus acidophilus and 10°/g Bifido-
bacterium sp or sterilized fermented milk along with a meal
in random order. Lactobacillus acidophilus and Bifidobac-
terium were counted in the ileal fluid which was aspirated
continously for 8 h, and flow rates were calculated using
the constant slow infusion of PEG 4000. After ingestion
of fermented milk but not after control, hourly ileal flow
rates of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium
increased form 4.8 + 0.2 and 4.9 + 0.6 to 7.2 + 0.3 and
8.0 + 0.3, respectively (mean + SE log,, CFU). 8.3 + 0.2
Lactobacillus acidophilus and 8.8 + 0.1 Bifidobacterium
were recovered in the ileum which represented 1.5 percent
and 37.5 percent of the ingested bacteria, respectively. In
conclusion, under usual conditions of fermented milk inges-
tion, a large number of living Lactobacillus acidophilus
and Bifidobacterium pass through the upper gastrointes-
tinal tract and reach the colon.

Key-words: Intestinal flora — Bifidobacteria — Lactobacilli —
Fermented dairy products — Probiotics.

Lactobacillus acidophilus est présent physiologiquement
dans la flore oropharyngée de nombreux sujets, mais éga-
lement et surtout au sein de la flore colique ou son niveau
de population varie entre 10° et 10%°/g de matiéres
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fécales (1). Les bifidobactéries, quant a elles, constituent
'une des principales espéces de la flore colique physiolo-
gique dominante de I’homme (niveau de population entre
10° et 10"/g), aussi bien chez I’adulte que chez le nour-
risson (1; 2). Des bactéries appartenant a ces deux genres
sont utilisées depuis longtemps dans des préparations phar-
maceutiques a des fins prophylactiques ou thérapeutiques,
ainsi que pour la fabrication de laits fermentés (3-12).
Chez des sujets sains, nous avons observé que I’inges-
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tion d’un lait fermenté contenant Lactobacillus acidophilus
et Bifidobacterium bifidum (Ofilus®, Yoplait) entrainait des
modifications de certaines fonctions métaboliques de la flore
fécale, notamment une augmeniatiori de [’activité béta-
glucosidase, dont I’'une des explications pouvait étre la survie
de ces bactéries alimentaires dans le tube digestif (8). Or,
et bien que certains travaux qualitatifs aient montré la pos-
sibilité d’une survie de Lactobacillus acidophilus dans le
jéjunum (13-15), cette derniére n’avait jamais été quanti-
fiée de maniére rigoureuse jusqu’ici. Dans un travail récent,
nous avons adapté la technique de perfusion intestinale a
I’étude du devenir de bifidobactéries présentes dans un lait
fermenté consommé a jeun (16).

Le but de ce travail était donc de mesurer, par cette
méthode directe et quantitative, la survie, a la fin de
I'intestin gréle, des bactéries du produit laitier fermenté
Ofilus® dans des conditions de consommation courantes.

SUJETS ET METHODES

Six sujets sains, 4gés de 18 a 30 ans (2 hommes, 4 femmes),
ont donné leur consentement éclairé pour participer a cette étude.
Le premier jour, une sonde lestée était introduite par voie nasale
et laissée libre de progresser jusqu’a ce que son extrémité atteigne
le czecum, le point de recueil était situé dans I’iléon. La position
de cette sonde était vérifiée au début et a la fin de chaque période
de perfusion par radioscopie par amplificateur de brillance, et les
sujets devaient rester en position demi-assise de maniére a éviter
la migration de la sonde. Cette sonde permettait de déterminer
le débit et la composition du liquide intraluminal selon la tech-
nique de perfusion lente d’un marqueur non absorbable (17). Elle
comprenait un canal proximal servant a perfuser le marqueur non
absorbable, un deuxiéme canal (situé 25 cm en aval du premier)
servant a prélever le liquide iléal, et un troisiéme canal dont I’extré-
mité distante de 25 cm du point de recueil était lestée d’un sac
en latex gonflable contenant 30 g de mercure. Le matin des
deuxiéme et troisiéme jours, a 8 h, une perfusion iléale de sérum
physiologique additionné de polyéthyléne glycol (PEG 4000, 10 g/1,
2 ml/min) était débutée chez les sujets a jeun depuis 12 h. Le
schéma du protocole est résumé sur la figure 1. Aprés une période
d’équilibration de 60 min, le liquide iléal était recueilli par aspira-
tion manuelle continue, a la seringue et sur un lit de glace. Les
prélévements étaient effectués a jeun, puis pendant les 8 h suivant
I’ingestion du repas-test; ils étaient séparés par des périodes d’une
heure, et analysés extemporanément.

Les repas-tests comprenaient un ceuf, 125 g de purée de pommes
de terre, 30 g de beurre, 30 g de fromage de gruyére, 100 g de
pain, 30 g de confiture, 250 ml de thé ou de café, 10 g de sucre
et un pot de 100 g de lait fermenté. Ce dernier était, dans un
ordre aléatoire, soit un Ofilus® (Yoplait, Paris, France) contenant
10® Lactobacillus acidophilus (souche Al) et 107 Bifidobacterium
bifidum (souche B1) par gramme, soit, dans la période contrdle,
un yaourt dont les bactéries avaient été tuées par thermisation
(70° C pendant 10 min). A chaque pot de lait fermenté, étaient
ajoutés 2 ml d’une suspension contenant 10°® spores de Bacillus
stearothermophilus par millilitre (Merck, Darmstadt, Allemagne)
utilisées comme marqueur du transit bactérien (18).

DOSAGES

Le pH du liquide iléal était mesuré au moyen d’un pH-métre.
Les dénombrements bactériens étaient effectués a partir de dilu-
tions décimales successives et extemporanées dans du sérum physio-
logique stérile ensemencées sur milieux gélosés. Les spores de
Bacillus stearothermophilus étaient dénombrées aprés incubation
4 65° C en aérobiose pendant 24 h sur gélose standard de dénom-
brement (Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette, France). Les lac-
tobacilles étaient dénombrés aprés 72 h d’incubation en anaéro-

P. MARTEAU ET AL.

Repas test '

‘ A

Perfusion intesﬁnalg % 1
8h 9h 10h 11h 12h 13h 14h 15h 16h 17h

Recueil fractionné du liquide iléal

Fig. 1. — Schéma du protocole de perfusion iléale avec recueil
fractionné utilisé chez les 6 sujets, 2 jours de suite, le repas
test étant tiré au sort avec cross-over (lait fermenté ou contréle).

Design of the protocol of intestinal perfusion with ileal fractio-
nated collection which was used in the six subjects on two con-
secutive days. Test meal was randomized and consisted in a
cross-over fashion of fermented milk or control.

biose & 37° C sur milieu MRS (Merck, Darmstadt, Allemagne)
acidifié a pH 5,4 (19). Les bifidobactéries étaient dénombrées aprés
5 jours d’incubation en anaérobiose a 37° C sur milieu TPY rendu
sélectif par addition d’acide propionique a raison de 0,5 p. 100
et dont le pH était ajusté a 5,0 (20). Le PEG était dosé pai une
méthode turbidimétrique (21).

CALcULS

Les débits aqueux dans l’iléon terminal étaient calculés pour
chaque échantillon selon la formule :

DP (ml/h) x PEG (P)

DR (ml/h) =
PEG (R)

ou DR et DP représentent respectivement le débit iléal et le débit
de perfusion, PEG (P) et PEG (R) les concentrations de PEG res-
pectivement dans le liquide de perfusion et dans le liquide iléal.
Les débits de chaque espéce bactérienne (exprimés en
log,, UFC/h) étaient calculés pour chaque échantillon en multi-
pliant la concentration de bactéries (exprimée en log,, UFC/ml)
par le débit liquidien iléal (DR, exprimé en ml/h). Les pourcen-
tages de survie de chaque espéce bactérienne étaient calculés en
divisant la quantité totale de bactéries récupérées vivantes a 1’iléon
terminal pendant la période totale de recueil (somme de chaque
période individuelle) par le nombre de bactéries présentes dans
le produit ingéré. La concentration de bactéries dans ’iléon était
calculée en divisant le débit bactérien par le débit liquidien vrai
(DVrai = DR - DP).

STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en logarithmes décimaux du nombre
de bactéries par gramme de poids frais (moyenne + erreur stan-
dard). Les comparaisons ont été faites au moyen du test non para-
métrique de Wilcoxon.

RESULTATS

Le pH du liquide iléal n’était influencé par aucun des
2 repas-tests et oscillait entre 6,5 et 7,5. Les débits iléaux
de lactobacilles et de bifidobactéries n’étaient pas modifiés
par ingestion du produit contrdle (fig. 2). Aprés inges:
tion du produit Ofilus®, les débits iléaux de lactobacille
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Fig. 2. — Débits de lactobacilles (symboles blancs) et de bifido-
bactéries (symboles noirs) recueillis au niveau de I’iléon terminal
durant 8 heures aprés ingestion des repas (avec lait fermenté :
carrés; période contréle : triangles). Les résultats sont exprimés
en moyennes + erreur standard sur la moyenne pour n = 6.

lleal flow rates of lactobacilli (white symbols) and bifidobacteria
(black symbols) during 8 hours following meals (with fermented
milk: squares; control period: triangles). Results are expressed
as means + SE (n = 6).

Tableau 1. — Quantités de lactobacilles et de bifidobactéries ingé-
rées et récupérées au niveau de I’iléon terminal durant les 8 heures
apres l’ingestion du repas.

Quantities of lactobacilli and bifidobacteria ingested and recovered
in the ileum during 8 hours after meals.

Ingérées Récupérées P
L. acidophilus 9,8 £0,2 8,3 £:0;2 0,014
B. bifidum 9.2.4+.0,1 8,8 +£ 0,1 0,023
Spores 8,1 £.0,1 7,9 + 0,1 NS

Les résultats sont exprimés en logarithmes décimaux du nombre
de bactéries (moyenne + ESM pour n = 6).

et de bifidobactéries augmentaient significativement paral-
Ielement au passage des spores (fig. 2). Le tableau 1 exprime
les résultats des quantités cumulées de lactobacilles, de bifi-
dobactéries et de spores ayant atteint 1’iléon terminal pen-
dant la durée des tests. La quantité de spores récupérées
n'était pas différente de la quantité ingérée; par contre,
les quantités de lactobacilles et de bifidobactéries récupé-
rees étaient significativement plus faibles que celles ingé-
rées dans le lait fermenté (tableau 1). Le pourcentage de
r'écupération des bifidobactéries était significativement supé-
Teur (P = 0,022) 4 celui des lactobacilles, avec une médiane
de récupération de 1,5 p. 100 pour les lactobacilles et de
37,‘5 p. 100 pour les bifidobactéries. Les concentrations bac-
tériennes vraies maximales atteintes dans I’iléon étaient de
3,9 + 0,2 pour les lactobacilles et de 6,4 + 0,1 pour les
bifidobactéries.

DISCussiON

Trés peu de travaux ont été jusqu’ici consacrés au devenir
des bactéries alimentaires dans le tube digestif de ’homme.
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Plusieurs auteurs ont constaté une survie de Lactoba-
cillus bulgaricus et de Lactobacillus acidophilus dans
lintestin de ’homme (13-15, 22, 23). La plupart de ces
études n’a pas permiis de-détciuiiter les débits exacisde
ces bactéries, mais seulement leur.concentration a un temps
donné et & un endroit donné du tube digestif; néanmoins,
la comparaison chez les mémes sujets a montré que Lacto-
bacillus bulgaricus survivait moins bien que Lactobacillus
acidophilus, sans doute du fait d’une plus grande sensibi-
lité¢ & I’acide (23, 24). Enfin, un travail a montré que des
bifidobactéries ingérées dans un lait fermenté résistaient
a leur passage dans l’estomac (25). :

Seuls 2 travaux ont permis de quantifier avec précision
la survie de ces bactéries d’origine alimentaire dans I’intestin
gréle de I’'homme. Dans le premier (15), 1,3 p. 100 des Lac-
tobacillus acidophilus ingérés dans 500 ml d’un lait fer-
menté était recueillis a I’iléon terminal d’un sujet iléosto-
misé. Dans le second (16), la survie de bifidobactéries
ingérées dans 400 ml d’un lait fermenté et quantifiée par
la méthode de perfusion iléale était de 23,5 p. 100. Notre
travail montre que la survie de ces bactéries est compa-
rable dans des conditions de consommation courante.

Les facteurs impliqués dans la survie des lactobacillus

et des bifidobactéries durant leur passage dans le tube

digestif sont, d’une part, les propriétés du vecteur et, d’autre
part, la résistance intrinséque de ces bactéries a I’acidité.
Ainsi, s’il est bien connu que D’acidité gastrique constitue
un moyen de défense efficace contre la plupart des bacté-
ries ingérées (1), il est également bien établi que les pro-
duits laitiers fermentés ont un fort pouvoir tampon qui
s’exprime aussi bien in vitro qu’in vivo dans ’estomac ou
le duodénum (22, 26), ce qui a pour conséquence de pro-
téger les bactéries et leur activité, comme cela a été sug-
géré pour la lactase du yaourt (18, 22, 26). De plus, il
a été montré in vitro que les lactobacilles résistent bien
en milieu acide et que la présence de lait augmente cette
résistance (24).

La survie de bactéries d’origine alimentaire dans I’intestin
de ’homme souléve naturellement la question de ses éven-
tuelles conséquences, notamment sur la physiologie de
Pintestin gréle et sur celle du cdlon. Dans notre étude, les
concentrations bactériennes élevées atteintes dans ’intestin
gréle apres la prise du lait fermenté (environ 10¢/ml) lais-
sent présumer de la possibilité d’effets physiologiques de
cette flore allochtone en transit dans ’organisme hote (27).
Ce chiffre est, en effet, du méme ordre de grandeur que
celui observé au cours de colonisations bactériennes chro-
niques du gréle, et bien supérieur a celui observé avec les
bactéries du yaourt (Lactobacillus bulgaricus et Strepto-
coccus thermophilus) qui exercent, cependant, une activité
probiotique certaine par ’activité lactasique qu’elles véhi-
culent (18, 22, 28). De méme, le nombre total de ces bac-
téries parvenant au c6lon étant élevé, cette survie constitue
clairement I’une des explications possibles & des modifica-
tions fonctionnelles de la flore colique telles que la dimi-
nution de l’activité nitroréductase et 1’augmentation de
Pactivité glucosidase que nous avions observées (8). Dans
un récent travail, nous avons pu montrer que les bifido-
bactéries ingérées n’étaient pas détruites dans le c6lon, mais
¢liminées vivantes dans les selles, et que le niveau de popu-
lation fécal de bifidobactéries ingérées pouvait atteindre
celui d’une bactérie appartenant a la flore dominante (29).

On définit les probiotiques comme des micro-organismes
transitant vivants dans le tube digestif 4 des concentra-
tions suffisantes pour exprimer certaines activités métabo-
liques (27, 30, 31). Bien que les fonctions physiologiques
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des bifidobactéries et des lactobacilles au sein de la micro-
flore intestinale de I’homme ne soient pas encore totale-
ment élucidées, cette étude ouvre des perspectives intéres-
sanies de travaux afin de déterminer avec précision le
devenir de ces bactéries exogeénes au sein de 1’écosystéme
colique, ce qui devrait permettre d’aborder de maniére
rationnelle la question des effets éventuels des probiotiques
chez I’homme.
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