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Abstract — Development of a selective culture medium for the enumeration of bifidobacteria
in fermented milks. The use of selective culture media is necessary to demonstrate the presence of
bifidobacteria in European fermented milks, since Lactobacillus (L.) acidophilus, L. delbrueckii ssp.
bulgaricusand Streptococcus (S.) thermophilususually dominate the flora in these products. But a
fully selective medium suppressing these microorganisms does not exist as yet. Therefore, the selec-
tivity and productivity of three media were tested qualitatively and quantitatively: DIC (pH 6.8) and
BEE (pH 5.0) were based on TPY and Columbia agar with dicloxacillin and propionic acid respec-
tively, as inhibitory agents. A new combination, DP (pH 6.8), was created on the base of Columbia
agar with both propionic acid and dicloxacillin as additives. The elective medium BIO, which is
based on RCM agar supplemented with lactose and human erythrocyte concentrate was used as con-
trol medium. The samples tested were either single strains of Bifidobacterium spp.,L. acidophilus,
L. delbrueckii ssp. bulgaricusand S. thermophilusor mixte cultures in form of starter cultures or fer-
mented milks. DIC allowed a good growth of bifidobacteria as well as L. acidophilus.On BEE bifi-
dobacteria as well as L. delbrueckii ssp. bulgaricusgrew irregularly. DP allowed a quantitatively suf-
ficient growth of bifidobacteria and prevented the growth of accompanying L. acidophilus,
L. delbrueckiissp. bulgaricus and S. thermophilusstrains. Therefore, DP is advantageous over DIC
and BEE and can be recommended for the selective isolation of bifidobacteria from starter cultures
and from different fermented milks products in Europe.
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Résumé — L’importance sur le marché européen des laits fermentés aux vertus présumées probio-
tiques augmente régulièrement. La flore bactérienne dans le produit est souvent dominée par Strep-
tococcus (S.) thermophilus, Lactobacillus (L.) delbrueckiissp. bulgaricuset L. acidophilus, alors
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1. INTRODUCTION

Ces dix dernières années ont vu l’explo-
sion sur le marché européen des laits fer-
mentés aux vertus présumées probiotiques
[6, 10, 29]. Ces produits contiennent des
bactéries appartenant à différentes espèces
de Bifidobacterium, des bactéries apparte-
nant aux espèces L. acidophilus, plus récem-
ment L. caseiet les germes classiques du
yaourt S. thermophiluset parfois L. del-
brueckii ssp. bulgaricus (couramment
dénommé L. bulgaricus) [22, 23].

Les bifidobactéries, plus sensibles à
l’oxygène et au pH acide [13, 14] sont sou-
vent en concentration moins importante que
les autres micro-organismes surtout lorsque
les produits sont proches de la date limite
de péremption [24]. Or la concentration
conseillée afin d’obtenir un effet bénéfique
pour la santé est de 106 bactéries probio-
tiques par gramme de produit à la date de
péremption [25]. De plus chaque germe,
autre que les bactéries classiques du yaourt,
explicitement déclaré sur l’emballage du
lait fermenté doit être présent à la date de
péremption à une concentration minimale
de 106 ufc.g–1 [8].

Il est donc très important pour les pro-
ducteurs de yaourts, mais aussi pour les
laboratoires de contrôle de pouvoir dénom-
brer les bifidobactéries provenant des laits
fermentés. Or les milieux décrits dans la

littérature sont, soit insuffisamment sélec-
tifs [9, 12], soit ils inhibent partiellement la
croissance des bifidobactéries [27], soit ils
ne sont pas adaptés à l’emploi dans un labo-
ratoire de routine car leur préparation est
fastidieuse [18, 20, 27]. C’est aussi la raison
pour laquelle, malgré plusieurs tentatives
de la Fédération Internationale Laitière, il
n’existe à ce jour aucune méthode standard
de dénombrement des bifidobactéries, sim-
plement un conseil d’utilisation d’un milieu
contenant du lithium chloride et du sodium
de propionate comme agents inhibiteurs [7].
La combinaison de ces deux agents, déjà
utilisée par Lapierre et al. [11], est utilisée
dans plusieurs milieux développés récem-
ment [17, 19, 28]. 

Ces dernières années sont apparues des
techniques de biologie moléculaire permet-
tant la détection des bifidobactéries surtout
parmi la flore intestinale [4] mais leur emploi
trop complexe n’est pas encore adapté aux
besoins des laboratoires de contrôle de qua-
lité dans l’industrie laitière.

Le but de ces travaux était le développe-
ment d’un milieu sélectif permettant à la
fois une croissance optimale des bifidobac-
téries et l’inhibition des bactéries apparte-
nant aux espèces L. acidophilus, S. thermo-
philus, L. bulgaricus. De plus sa préparation
devait être adaptée à l’emploi en analyse
microbiologique de routine.

228

que les bifidobactéries ne sont présentes qu’en faible concentration. Leur dénombrement nécessite donc
l’utilisation d’un milieu sélectif. Or il n’existe à ce jour aucune méthode standard de dénombrement
des bifidobactéries. Trois milieux de culture ont donc été testés pour leur sélectivité et productivité
envers les bifidobactéries : le milieu DIC (pH 6,8) est basé sur la gélose TPY contenant de la dicloxa-
cilline comme agent inhibiteur et le milieu BEE (pH 5,0) est une gélose Columbia supplémentée en
acide propionique. Le nouveau milieu DP (pH 6,8), a comme base la gélose Columbia additionnée
d’acide propionique et de dicloxacilline comme agents inhibiteurs. Les bifidobactéries se dévelop-
pent sur les 3 milieux. En revanche alors que DP inhibe la croissance de L. acidophilus, L. del-
brueckiissp. bulgaricuset S. thermophilus, DIC n’a pas d’effet inhibiteur sur L. acidophiluset
L. delbrueckiissp. bulgaricusse multiplie parfois sur BEE. Le milieu DP peut être recommandé
pour l’isolement sélectif des bifidobactéries provenant de laits fermentés.

bifidobactérie / milieu sélectif / lait fermenté / bactérie lactique
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2.2. Les milieux

Trois milieux sélectifs DIC [26], BEE
[3] et DP (le milieu développé au cours de
cette étude) furent comparés au milieu élec-
tif BIO [22] utilisé comme milieu de
contrôle. Leur composition respective est
détaillée dans le tableau II.

2.3. Étude qualitative

Un milieu sélectif étant caractérisé par
sa productivité et sa sélectivité [16], ces
deux critères furent évalués qualitativement

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1. Les micro-organismes

Les micro-organismes étudiés étaient en
culture pure ou en culture mixte.

Les 8 cultures pures appartenaient aux
espèces B. animalis, B. longum, B. infantis,
B. breve, B. bifidum, L. acidophilus, L. bul-
garicus etS. thermophilus. Chaque espèce,
choisie pour sa présence dans la majorité
des laits fermentés était représentée par la
souche type. Toutes les souches provenaient
de la collection de l’institut de l’hygiène et
technologie de la viande, université libre de
Berlin (Allemagne). Les souches B. lon-
gumT, B. infantisT, B. breveT ont été isolées
par Reuter dans les années 60 au sein du
même institut, les autres souches provenaient
à l’origine d’autres collections (Tab. I).

Les cultures mixtes rassemblaient 30 fer-
ments lactiques composés de souches appar-
tenant à Bifidobacteriumssp., L. acidophi-
lus, L. bulgaricus etS. thermophilus fournis
par un producteur de ferments (SKW Bio-
systems GmbH, unité Culture et Enzyme,
Bönen, Allemagne) et 29 laits fermentés
commercialisés sur le marché allemand.
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Tableau I. Souches types testées.
Table I.  Type strains tested.

Souches Référence

B. animalisT ATCC 27527
B. bifidumT DSM 20456 
B. infantisT Reuter 
B. breveT Reuter 
B. longumT Reuter 
L. acidophilusT ATCC 4356 
L. bulgaricusT DSM 20081 
S. thermophilusT DSM 20617

Tableau II. Composition des milieux de culture étudiés.
Table II. Composition of the culture media investigated.

BIO DIC BEE DP 

pH 6,8 6,8 5,0 6,8

Ingrédients (g ou mL ou mg)
Milieu gélosé RCM 50,0 

TPY 41,9 
Columbia 42,0 42,0 

Glucose 5,0 5,0 
Lactose 10,0 
Cysteine hydrochloride 0,5 0,5 
Agar 5,0 5,0 
Aqua dest. (mL) 1 000,0 1 000,0 1 000,0 1 000,0 
Érythrocytes humains (mL) 50,0 
Acide propionique (mL) 5,0 5
Dicloxacilline (mg) 1,0 2,0
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grâce à un isolement des 8 souches pures
sur boîte de Petri selon la méthode écomé-
trique [15]. Chaque souche fut ensemencée
sur 5 segments de la boîte puis incubée 48 h
à 37 °C en chambre anaérobie (10 % CO2,
10 % H2 et 80 % N2).

Si le germe se multipliait sur les 5 seg-
ments, sa croissance était considérée comme
optimale, sur 2 à 3 segments comme réduite
et comme absente si aucune colonie ne se
développait. La procédure, effectuée sur
chaque milieu, fut répétée 3 fois.

2.4. Étude quantitative

La précision de la méthode écométrique
n’étant pas suffisante, la sélectivité et la pro-
ductivité des milieux furent déterminées par
une étude quantitative. Les bactéries conte-
nues dans les 30 ferments lactiques et les
29 laits fermentés furent dénombrées par
étalement en surface sur BIO, DIC, BEE et
DP suivi d’une incubation de 48 h à 37 °C
en anaérobiose.

L’identification des colonies apparues
sur les milieux fut effectuée par observa-
tion macroscopique mais aussi par l’obser-
vation microscopique des différentes mor-
phologies cellulaires.

Les dénombrements des Unités Formant
Colonies (UFC) furent comparés grâce à un
programme statistique BIAS [1] visualisant
les résultats sous forme de box-plots (Fig. 1).

3. RÉSULTATS 

3.1. Étude qualitative

Les résultats sont rapportés dans le
tableau III. Sur le milieu BIO se multiplient
tous les germes, avec des morphologies de
colonies différentes. DIC favorise la crois-
sance des bifidobactéries mais aussi en pro-
portion moins importante celle de L. acido-
philus. Sur BEE les bifidobactéries se
multiplient différemment selon les espèces :
B. brevene se développe que faiblement et

B. bifidumirrégulièrement ; sur 3 isolements
réalisés, la souche B. bifidum montra 1 fois
une croissance réduite et 2 fois aucune crois-
sance. Ce phénomène fut aussi remarqué
avec L. bulgaricus. Quant au milieu DP, il
inhibe la croissance de L. acidophilus,
L. bulgaricuset S. thermophiluset permet
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Figure 1.Description de BIAS box-plots.
Figure 1. BIAS box-plot description.

Tableau III. Croissance de B. animalis, B. bifi-
dum, B. infantis, B. breve, B. longum, L. acido-
philus, L. bulgaricus and S. thermophilussur les
milieux étudiés.
Table III. Growth behaviour of B. animalis,
B. bifidum, B. infantis, B. breve, B. longum,
L. acidophilus, L. bulgaricus and S. thermophilus
on the media investigated.

Souches BIO DIC BEE DP

B. animalisT ++ ++ ++ ++
B. bifidumT ++ + +/– + 
B. infantisT ++ ++ ++ ++ 
B. breveT ++ ++ + ++
B. longumT ++ ++ ++ ++ 
L. acidophilusT ++ + – – 
L. bulgaricusT ++ – +/– – 
S. thermophilusT ++ – – –

Croissance : ++ : optimale ; + : réduite ; +/– :
irrégulière ; – : absente.
Growth: ++: optimum; +: reduced; +/–: irregular;
–: no growth.
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une multiplication optimale des bifidobac-
téries, à l’exception de B. bifidumqui,
comme sur DIC, ne se développe que fai-
blement. Les colonies apparaissent de cou-
leur blanche ayant la forme d’une tête
d’épingle. 

3.2. Étude quantitative

Comme l’étude qualitative sur culture
pure de bifidobactéries, l’étude quantitative
réalisée sur cultures mixtes de ferments
(Figs. 2 et 3) et laits fermentés (Fig. 4) laisse
apparaître sur le milieu DIC une croissance
des bifidobactéries comparable à celle obte-
nue sur BIO mais aussi la croissance de
L. acidophilus(Fig. 2). En effet la concen-
tration de L. acidophilus dans les ferments,
avec une médiane de 8,0 lg ufc.mL–1 obte-
nue sur DIC, est semblable à celle obtenue
sur le milieu de contrôle BIO qui est de
8,1 lg ufc.mL–1. 

BEE permet la croissance des bifido-
bactéries mais aussi celle, irrégulière, de
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Figure 2. Dénombrement de la flore présente dans des ferments lactiques (n = 30) sur les milieux BIO
(milieu de contrôle), DIC et BEE.
Figure 2. Enumeration of the starter culture flora (n = 30) on the media BIO (reference medium), DIC
and BEE.

L. bulgaricus(Fig. 2). La médiane est de
5,5 lg ufc.mL–1, avec une très grande varia-
tion de concentration allant de 1,7 à
7,8 lg ufc.mL–1 alors que la médiane obte-
nue sur BIO est de 7,5 lg ufc.mL–1 avec une
concentration minimum de 6,0 lg ufc.mL–1. 

La figure 3 représente le dénombrement
des ferments effectué sur BIO et DP. Ce
dernier favorise uniquement la croissance
des bifidobactéries. De plus la médiane obte-
nue sur DP (7,9 lg ufc.mL–1) est semblable
à celle de BIO (7,8 lg ufc.mL–1).

Les box plots de la figure 4 visualisent
la croissance sur BIO, DIC et BEE des
micro-organismes présents dans 13 laits fer-
mentés et lors d’une deuxième expérimen-
tation, celle sur BIO et DP des germes de
16 autres produits. Les dénombrements
furent effectués avec des produits âgés
de 3 à 14 j. Aucun lait fermenté ne contient
de L. bulgaricus. Comme observé lors de
l’étude des ferments, L. acidophilus se
multiplie sur DIC. La concentration en bifi-
dobactéries est faible avec une médiane
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Figure 3. Dénombrement de la flore présente dans des ferments lactiques (n = 30) sur les milieux BIO
(milieu de contrôle) et DP.
Figure 3. Enumeration of the starter culture flora (n = 30) on the media BIO (reference medium),
and DP.

Figure 4. Dénombrement de la flore présente dans des laits fermentés (n = 29) sur les milieux BIO
(milieu de contrôle), DIC, BEE et DP.
1e série : n = 13 : dénombrement sur BIO, DIC et BEE.
2e série : n = 16 : dénombrement sur BIO et DP.
Figure 4. Enumeration of the fermented milks on the media BIO (reference medium), DIC, BEE
and DP. 
First trial: n = 13: enumeration on BIO, DIC et BEE.
Second trial: n = 16: enumeration on BIO et DP.
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Avec l’explosion sur le marché des laits
fermentés contenant des L. casei, la croissance
de ces germes sur DP a été étudiée dans le
cadre d’analyses de routine effectuées dans
différents laboratoires de contrôles. La sélec-
tivité alors observée est dépendante de la
souche utilisée. La majorité d’entre elles ne
peuvent pas se multiplier sur DP. Dans le
cas d’une croissance de L. casei,dont les
colonies sont généralement de couleur
blanche plus laiteuse que les bifidobactéries,
une confirmation par observation microsco-
pique est nécessaire. L. caseiapparait sous
forme de bâtonnets courts et réguliers alors
que des bâtonnets en forme de massue ou
ramifiés sont caractéristiques des bifidobac-
téries.

4.2. Évaluation de la productivité de DP

Selon Reuter [21] un milieu est produc-
tif si la concentration en micro-organismes
recherchés obtenue sur le milieu sélectif est
au maximum 1 lg ufc.mL–1 inférieure à celle
obtenue sur un milieu électif. Les médianes
obtenues pour DP étant égales et parfois
même légèrement supérieures à celle de
BIO, la productivité de DP est donc très
bonne. 

DP et deux autres milieux de cultures uti-
lisés en analyse de routine pour le dénom-
brement des bifidobactéries font actuelle-
ment l’objet d’une étude comparative de
leur productivité. Chaque laboratoire ana-
lyse avec son propre milieu des produits lai-
tiers issus du même lot de production. Les
résultats préliminaires laissent apparaître
que les 3 milieux possèdent une producti-
vité semblable. En revanche seul le milieu
DP inhibe totalement la flore accompa-
gnante.

5. CONCLUSION

DP inhibe totalement la croissance de
L. acidophilus, L. bulgaricus et S. thermo-
philuset la majorité des L. caseiet possède

de 4,0 lg ufc.mL–1 sur DIC pour 13 produits
et de 4,2 lg ufc.mL–1 sur DP pour les
16 autres. De plus elle varie en fonction de
l’âge des produits testés. La concentration en
bifidobactéries est en dessous de la limite
de détection (1,7 lg ufc.mL–1) dans les pro-
duits analysés 14 j après leur production et
elle atteint 5,8 lg ufc.mL–1 dans les yaourts
testés 3 j après leur production. La flore
autre étant présente en concentration beau-
coup plus importante (environ 7 lg ufc.mL–1

L. acidophiluset 9 lg ufc.mL–1 S. thermo-
philus), les bifidobactéries, bien que pré-
sentes, ne sont plus dénombrables sur le
milieu électif BIO.

4. DISCUSSION

4.1. Évaluation de la sélectivité 

Une faible inhibition de L. acidophilus
par le milieu DIC fut mise en évidence lors
de l’étude qualitative et confirmée par
l’étude quantitative. Ces résultats sont dif-
férents de ceux obtenus par Sozzi et al. [26].
Ces derniers évaluèrent la concentration
minimale de dicloxacilline inhibitrice de
15 souches L. acidophilusdont la souche
type. Les valeurs obtenues sont toutes égales
ou inférieures à 1,5 mg.L–1. Or dans le
milieu DIC cet antibiotique est en concen-
tration de 2 mg.L–1 et devrait inhiber la
souche type L. acidophilustestée dans cette
étude. 

La capacité de croissance de L. acido-
philussur les milieux théoriquement sélec-
tifs pour bifidobactéries n’est pas propre à
DIC mais a été observée sur d’autres milieux
[2, 5, 19].

De même la capacité de croissance de
L. bulgaricus sur BEE a été observée par
Hartemink et al. et Payne et al. [5, 19].

Le milieu DP est sélectif. Il inhibe la
croissance des souches appartenant aux
espèces L. acidophilus, L. bulgaricuset
S. thermophilus incluses dans cette étude. 
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donc une bonne sélectivité. De plus il
favorise une croissance optimale des
bifidobactéries et possède ainsi une bonne
productivité.

DP, ayant une composition relativement
simple, peut donc être conseillé en analyse
de routine pour le dénombrement des bifi-
dobactéries dans la majorité des laits fer-
mentés probiotiques présents sur le marché
européen.
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