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1. RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE : 

1.1. OBJET DE LA RECHERCHE : 

Cette recherche est réalisée dans le cadre du projet MYCOTOX («The Development of a 
Food Quality Management System for the Control of Mycotoxins in Cereal Production and 
Processing Chains in Latin America South Cone Countries »), un projet européen (Inco) 
coordonné au sein du Programme Agroalimentaire par Nadine Zakhia-Rozis. 

Notre objectif est de comprendre les principes de la bioluminescence et de la 
chimiluminescence. Nous nous sommes intéressées aux applications liées à la mesure de 
l'activité microbienne et au dosage des mycotoxines. 
Le nombre des références traitant spécifiquement des champignons filamenteux et des 
mycotoxines étant extrêmement réduit, nous avons élargi notre recherche à d'autres cellules 
(bactéries) et aussi d'autres problématiques pour avoir accès aux modes opératoires de ces 2 
techniques. 

1.2. BASES DE DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES : 

Pour cette synthèse nous avons interrogé en février 2003 les bases bibliographiques suivantes 

- Spécifique agriculture (de la fourche à la fourchette) : 
Agricola 1970-2003/Jan 
CAB Abstracts 1972-2002/Dec 
Agris 1974-2002/Nov Î 
Agritrop (CIRAD) 

- Spécifique agroalimentaire : 
Fsta: Food Science and Techonlogy Abstracts 1969-2003/Jan 
Foodline: Food Science and Technology 1972-2003/Feb 03 

- Autres: 
Biosis Previews(R) 1969-2003 
Chemical Engineering and Biotechnology Abstracts 1970-2002/Dec 
Medeline(R)_ 1966-2003/J an 
Pascal 1973-2003/Jan 

Après suppression des doubles, cette interrogation a permis de constituer un fichier ( endnote) 
contenant plus de 1200 références dans un format abrégé (pour limiter le coût tout en 
élargissant le sujet). 

1.3. SELECTION DES REFERENCES : 

Parmi ces 1200 références, la lecture des titres et mot-clés, a permis de réaliser une première 
sélection de quelques centaines de références. Celles-ci ont été récupérées au format complet 
avec résumé dont la lecture a permis d'orienter le travail de synthèse. Ceci a abouti à une 
deuxième sélection, plus restrictive, d'environ une cinquantaine de références. 

Les publications correspondantes ont été obtenues pour lecture du texte intégral (envoi de 
l'auteur, copie en bibliothèque et commande pour quelques-unes). 
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Dans cette synthèse, 43 références sont citées dans le texte et listées à la fin de ce rapport. 

Le fichier endnote de travail contenant les 1200 références est actuellement disponible en 
lecture pour les membres de l'espace de travail partagé Quickplace 'Tracefood'. 

2. INTRODUCTION : 

Bioluminescence (BL) et Chimiluminescence (CL) sont 2 types de réactions luminescentes. 
Elles peuvent être utilisées soit comme méthode directe pour la mesure d'un des composants 
de la réaction elle-même, soit comme méthode indirecte dans laquelle la réaction de BL ou 
CL sert de système de détection (1, 2). 

La BL est largement utilisée pour évaluer l' activité microbienne car elle permet le dosage de 
l'ATP, ou bien de ses précurseurs (AMP et ADP) après leur conversion enzymatique en ATP. 
La majorité des travaux dans ce domaine porte sur l'ATP bactérien et dans une moindre 
mesure celui des levures (industries des boissons). Mais aucune publication ne traite de la 
mesure de l'ATP des moisissures (comme lès champignons filamenteux toxinogènes). 

La CL est une réaction luminescente où le substrat est chimique (ex : luminol). Cette 
technique peut être utilisée pour détecter les réactions anticorps-antigènes des tests 
immunoenzymatiques classiques (ex : ELISA). Dans ce cas, elle peut être appliquée pour 
quantifier les mycotoxines. 

Nous décrirons les bases de ces deux techniques ~L et CL. Nous détaillerons certaines 
applications majeures qui nous semblent essentielles pour comprendre les modes opératoires 
de ces deux systèmes distincts et les paramètres qui influencent la réaction enzymatique 
centrale (luciférase pour BL et péroxydase pour CL). 

Nous exposerons de façon exhaustive et détaillée tous les résultats que nous avons trouvés en 
relation avec les mycotoxines. Pour compléter cette analyse, nous rapporterons aussi des 
résultats obtenus avec d'autres composés (ex: polluant chimique) car cela fournit un 
complément d'information utile pour la mise en œuvre de la CL dans ce domaine. 

3. CHIMILUMINESCENCE: 

3.1. PRINCIPE DE LA REACTION : 

La réaction de base de la chimiluminescence (CL) peut être schématisée de la manière 
suivante (3): 

A+B C*+D 

C +lumière 

La passage de l'état électronique excité C* à 
l'état de base C s' accompagne d'une 
émission de lumière alors mesurable 
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Dans ce type de réaction, le substrat est de nature chimique (A/B). Il existe divers composés 
luminescents (lucigénine, luciférine, le ruthénium tris-bipyridine, les esters d ' oxalate) mais le 
plus fréquent en solution demeure le luminol (5-amino-2,3-dihydrophtalazine-1,4-dione ou 
ses dérivés comme l'isoluminol). 

Réaction CL du luminol: 

Peroxydase 
ou métal en 
solution alkaline 

3-aminophtalate +lumière 

L'oxydation du luminol par le péroxyde conduit à la formation de 3-aminophtalate* (* état 
excité). C ' est le retour de ce produit à un état électronique de base qui génère la lumière. 
Cependant l'intensité du signal lumineux selon cette réaction est faible et de courte durée. 
Pour l'amplifier et le faire durer dans le temps, un composé dit « enhancer » (ex : 4-
iodophénol) est ajouté au milieu réactif. Nous parlons alors de chimiluminescence amplifiée 
( « enhanced chemil uminescence ») . 

Les tests comparatifs de 6 tampons différents, ( 4) ont montré que la cinétique de cette réaction 
est fortement influencée par le pH et la molarité du tampon. Loin d' être inerte, celui-ci doit 
être considéré comme le 4e composant de cette réaction après le luminol, le péroxyde H202 et 
le 4-iodophénol. 

Les applications de la CL datent des années 1960. Celle méthode est intéressante par: 

Sa sensibilité 
Sa sélectivité (nombre limité de réactions connues) 
Sa simplicité (peu exigeante en instrumentation) 

3.2. DOSAGE DES MYCOTOXINES: 

Deux aiiicles d'un même laboratoire universitaire coréen traitent du dosage de l'ochratoxine 
par chimiluminescence. Le premier est publié dans un ouvrage faisant état du « Vlth 
international Symposium on Bioluminescence and Chemiluminscence, Cambridge, september 
1990 » ( 4 ). Malheureusement dans ce type d'ouvrage, les communications sont contractées et 
ne donnent pas tous les détails des protocoles expérimentaux. Par exemple l'origine des 
échantillons n'est pas mentionnée. 
Dans cette étude, les auteurs comparent le test Elisa et le test CIA (« solid-phase 
chemiluminescent immunoassay »)pour doser l'ochratoxine A. La CL est utilisée ici comme 
méthode de détection de la réaction anticorps-antigène du CIA (cf schéma détaillé ci­
dessous). 

Dans le second article, Kang et al. (5) ont isolé plusieurs espèces de champignons (genres 
Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces) à partir d' aliments traditionnels fermentés et ont 
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déterminé celles qui produisaient de l' ochratoxine, en utilisant la même méthode de dosage 
citée précédemment (CIA). 

De façon très simplifiée, les tests immunoenzymatiques sont basés sur une reconnaissance 
spécifique anticorps-antigène. Une de ces entités est conjuguée à une enzyme (généralement 
la phosphatase alkaline ou la péroxydase). La détection est généralement réalisée par 
colorimétrie où le substrat de cette enzyme de conjugaison est rajouté en dernière phase de 
l'essai et le produit de la réaction change de couleur. La mesure de ce virement de couleur est 
proportionnelle à l'activité enzymatique qui correspond alors à la quantité d'enzyme 
conjuguée qui s'est fixée à l'anticorps (ou l'antigène en fonction des essais). Ce test permet 
ainsi d'estimer l'une des deux entités anticorps ou antigène inconnue dans l'essai (voir 
schéma ci-après). 

A la place de la détection habituelle par colorimétrie, l'enzyme conjuguée peut être détectée 
par CL. Le luminol (ou un dérivé) fonctionne avec la péroxydase, et le AMPPD (adamantyl-
1,2-dioxetanes) avec la phosphatase alkaline. Dans le cas des mycotoxines les tests ELISA 
disponibles sur le marché utilisent la péroxydase comme enzyme de conjugaison. Dans ce cas, 
la détection peut se faire par chimiluminescence en ajoutant les réactifs suivants: luminol + 
péroxyde d'hydrogène + 4-iodop}J.énol (facultatif). La production de lumière est mesurée 
grâce à un luminomètre. 

Les marqueurs choisis dans cette étude que nous allons décrire ci-dessous (4) sont la 
peroxidase (HRP horseradish: raifort) pour le test Elisa et l ' ABEI (aminobuthyl isoluminol) 
pour le test CIA. Ces marqueurs ont été conjugués à l'antigène c'est-à-dire l'ochratoxine A 
(OcA) et injectés à des lapins pour la production d 'anticorps anti-ochratoxine A. 
Ces anticorps sont ensuite purifiés et greffés sur les tubes qui serviront à l'essai. 

Protocole expérimental : 

Etape 1: Addition dans le tube greffé de 1 OO µl échantillons ou les standards pour la courbe 
de calibration 

--< <§> OcA 

Paroi du tube --< 
Ac 

Etape 2: L'ochratoxine de l'échantillon se fixe à l' anticorps 
Addition de 100 µl de l'OcA-ABEI pour l'essai CIA et de l'OCA-HRP pour l'essai 
Elisa 
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Etape 3: Incubation à 3 7°C / 2H 

OcA-ABEI 
(CIA) 

OcA-HRP 
(Elisa) 

Le conjugué se lie à l'anticorps quand celui-ci est libre. 
Plus 1' échantillon est concentré en OcA et plus les sites seront occupés et moins le 
conjugué pourra se lier à l'anticorps greffé sur le tube. 
Le contenu du tube est vidé par aspiration 
Lavage 3 fois avec un tampon phosphate 

OcA de l'échantillon 

OcA conjuguée 

Etape 4: Pour essai CIA uniquement : 
Addition 200 µ15 moVl NaOH (pour stopper la réaction) 
Incubation 60°C/lh 

Lecture ELISA 
(OcA-HRP) 

Puis les tubes sont laissés 30 min à température ambiante avant d'être placés dans le 
luminomètre 

OcA-ABEI 

Ac 

Etape 5: Injection automatique dans le luminomètre de 100 µl Microperoxydase et 100 µl 
H202 
Intégration 4s et lecture au luminomètre 

Microperoxydase + H202 

Ac Lumière (RLU) 
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Plusieurs cas de figures au final : 

max OcA maxRLU 

La corrélation obtenue entre les résultats de ELISA (OcA-HRP) et ceux du CIA (OcA-ABEI) 
est très élevée (r=0.996) et montre que la chimiluminescence peut parfaitement se substituer à 
l'Elisa classique. 

Selon ce protocole, le seuil de détection par CL a été de 20 pg/tube d'ochratoxine. Ce niveau 
de sensibilité de la méthode est similaire à d'autres résultats obtenus avec Elisa pour doser 
l 'ochratoxine A dans le blé. 

Dans une seconde expérience, des quantités connues d'ochratoxine sont rajoutées dans des 
échantillons de maïs et ces derniers sont analysés par cette méthode (CIA). Moins de 70% des 
quantités incorporées ont été retrouvées. Les auteurs pensent que cela provient probablement 
des protocoles d' extraction qui ne sont pas encore au point et ils concluent de ce fait que cette 
méthode ne peut encore être utilisée en routine. 

Une autre étude réalisée par J ansen et al. ( 6) sur le métabolisme du zeranol (c'est un 
œstrogène xénobiotique apparenté à la mycotoxine zearalanone) dans l'urine de veau procède 
selon ce même principe. Le zeranol est ici aussi conjugué à l'isoluminol (ABEI). Ce conjugué 
additionné de l'échantillon (ou le standard) + les anticorps polyclonaux anti-Z est mis à 
incuber (2h/ 37°C puis lh/4°C). Après plusieurs étapes (addition de dextran, centrifugation, 
incubation lh à 80°C) le conjugué fixé à l'anticorps est additionné de micropéroxydase + 
péroxyde d'hydrogène. Le signal lumineux est mesuré grâce à un luminomètre après 6s. Le 
seuil de détection par tube est de l'ordre de 2-5 pg, ce qui est comparable avec d'autres 
travaux de l'auteur sur la nortestosterone et la méthyltestosterone. Ce seuil est plus faible que 
celui obtenu avec le test conventionnel (radioimmunoassay) qui est d'après plusieurs 
références citées dans l'article de 15, 100 et même 250 pg/tube. 
Ces travaux ont montré que le métabolite majeur du zeranol est le taleranol et non la 
zearalanone comme cela avait déjà été rapporté dans la littérature. 

Wittmann (7) ont aussi testé la détection par CL d'un immunoessai pour doser un herbicide, 
le terbuthylazine (famille des triazines). L' enzyme conjuguée est aussi la péroxydase (HRP) et 
le réactif de détection composé de : luminol +p-iodophénol +peroxyde d'hydrogène. 

Les seuils de détection obtenus par ces différentes méthodes sont les suivants: 
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ELISA : 0,3-3 µg/l 
Le test immunoenzymatique détecté par absorbance : 3-300 µg/l 
Le test immunoenzymatique détecté par CL : les seuils sont plus faibles de 0,03-1 O 
µg/l et présentent une plage de mesure plus large 

Ces travaux ont montré que si la courbe de calibration est parfaitement corrélée à la méthode 
de détection classique par absorbance, et si les seuils de détection sont les meilleurs, la mesure 
d'échantillons de terre inconnus par CL a échoué. En effet, les auteurs ont analysé des 
échantillons de l'environnement selon les J méthodes : chromatographie gazeuse, test 
immunoenzymatique détecté par absorbance (enzyme alkaline phosphatase) et test 
immunoenzymatique détecté par CL (enzyme péroxydase ). Les 2 premières techniques 
donnent des résultats de même ordre alors que la CL a révélé de faux positifs. 

Bien que peu vraisemblable, cette surestimation de la teneur en terbuthylazine dans les 
échantillons du sol dosés par éL peut être due à un effet matrice (composition du sol) et 
pourtant l'échantillon est dilué pour atténuer cet effet. L' anticorps peut avoir une réaction 
croisée avec d'autres triazines (ou métabolites) présentes dans l'échantillon, et pourtant 
l'anticorps monoclonal utilisé n'a montré aùcune réaction croisée majeure avec les principaux 
produits de dégradation du terbuthylazine. 
Dans l'état actuel des connaissances, les auteurs ne trouvent pas d'explication à ce 
phénomène. Ils concluent que cette méthode test immunoenzymatique-CL n'est pas encore au 
point pour doser des traces de terbuthylazine dans l'environnement. 

3.3. TEST DE TOXICITE DES MYCOTOXlllES: 
' 

Nishimoto (8) ont testé la toxicité des toxines de Fusarium sur des cellules humaines viables 
de HuH-6KK (l'article est en japonais, je n'ai accès qu'aux graphiques). Dans cette étude, la 
CL n'est pas destinée à déterminer des concentrations de mycotoxines mais à évaluer leur 
effet toxique sur des cultures cellulaires (test de toxicité comme nous avons vu précédemment 
avec la bioluminescence). 

Cette nouvelle méthode est basée sur l'addition d'un composé chimique exogène (ménadione) 
qui va apparemment servir de transporteur d' électrons. Le NAD cellulaire va céder ses 
électrons au ménadione, qui une fois réduit (ménadione H2), va de nouveau s'oxyder au 
contact de l'oxygène en produisant du péroxyde d'hydrogène. Celui-ci servira de substrat au 
composé luminescent, l'ester d'oxalate. Et en présence de catalyseur, la réaction de 
chimiluminescence émettra de la lumière qui pourra alors être mesurée avec un luminomètre. 
Rappelons que le NAD (I}.Ïcotinamide adénine dinucléotide) est une source d'énergie des 
cellules sous forme de pouvoir réducteur. 
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Mécanisme de production de Hj22-~ 

menadione 

NADH+H+ 

~~l lo;I ~dione H2 . L.:_j 

Fluorophor Aryl 
oxalate ester 

Lumière 

Les résultats montrent que la production de H20 2 selon ce schéma est proportionnelle au 
dénombrement cellulaire. Cela prouve que l'activité cellulaire peut bien être évaluée via ce 
mécanisme par chimiluminescence. Le composé luminescent est ici l'ester d'oxalate qui 
réagit avec le péroxyde d'hydrogène pour produire de la lumière. 

l . 
La culture des cellules humaines en présence dè' diverses mycotoxines de Fusarium : 
nivalenol, DON, fusarenon-X (4-acetylnivalenol, FX), a permis dans ces conditions d'étudier 
l'effet des doses de mycotoxines administrées. Cela a été possible en mesurant l'activité 
cellulaire après 24 h d'incubation par CL et cette méthode a été comparée à 2 autres méthodes 
classiques ( « neutral red inclusion assay » et « MTT assay » ). Les courbes montrent une 
parfaite corrélation. 
La toxicité des 3 mycotoxines testées est par ordre décroissant: fusarenon-X > DON > 
nivalenol. 
Ce test permet d'apprécier l'effet cytotOxique engendré par l'addition de concentrations 
connues de mycotoxines à des cultures cellulaires. 

4. BIOLUMINESCENCE: 

4.1. PRINCIPE DE LA REACTION : 

L' ATP bioluminescence est basée sur la réaction suivante: 

Luciférase 
Luciférine + MgATP + 02 -------
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Cette réaction est catalysée par la luciférase (Photinus pyralis) qui, utilisant l'énergie fournie 
par l 'ATP (adénosine triphosphate), assure la décarboxylation oxydative de la luciférine en 
produisant de la lumière. Comme toute réaction enzymatique, celle-ci est optimale sous 
certaines conditions qui sont: pH 7,8 et température 20-22°C. Les ions Mg2+ sont 
indispensables car ils forment un complexe avec l 'ATP (MgATP) qui est le véritable substrat 
de l'enzyme luciférase (9) . La quantité de lumière émise (hv) est proportionnelle à la 
concentration d'ATP. Le rendement est, selon ces mêmes auteurs, de l'ordre de 0,85 
photons/molécule de luciférine oxydée. 

La BL permet alors de quantifier l 'ATP cellulaire (ex : une cellule bactérienne contient 1 fg 
ATP = 10-15 g = 1,6. 10 - 18 mol ATP) ou encore l'ATP d'un échantillon mixte (ex : mesure de 
la biomasse). 
Mais rappelons que la quantité d' ATP cellulaire peut varier pour plusieurs raisons parmi 
lesquelles, nous pouvons citer ppncipalement la division cellulaire, le cycle de croissance, le 
pH, la température, la présence d' inhibiteurs ou d'antibiotiques. 
Par conséquent, afin de tenir compte de l'état physiologique de la cellule, la mesure par BL de 
la charge d'énergie adénylique AEC = [(ATP + Y2 ADP) / (ATP + ADP + AMP)] s'est avérée 
plus fiable. Elle constitue un critère qui indique le niveau d'activité d'une population 
microbienne (9) . Par exemple, les bactéries en phase exponentielle de croissance ont une AEC 
(Adénylate Energy Charge) de l' ordre de 0,8-0,95. Cette charge diminue à 0.6 en phase 
stationnaire et chute en-dessous de 0,5 chez les cellules sénescentes. 

L' ATP est non seulement une source d'énergie chimique contenue dans toutes les cellules 
vivantes, mais elle joue aussi le rôle de régulateur de l'activité de plusieurs enzymes. Dès que 
la cellule meurt, l 'ATP se dégrade très rapidem~t ·dans les minutes qui suivent. Par 
conséquent, le dosage de l' ATP intracellulaire est : un excellent moyen d'estimation des 
cellules viables. Cependant, il faut souligner que c'est une énumération globale qui ne permet 
ni de distinguer entre les cellules eucaryotes et procaryotes, ni de déterminer les espèces. 

Outre sa spécificité, l'avantage principal de l' ATP-bioluminescence est sa rapidité si nous la 
comparons aux méthodes conventionnelles (10). Cependant, sa sensibilité peut être facilement 
affectée par le mode opératoire. Les principales causes de ces artéfacts sont énumérées ci­
dessous (11 ): 

Extraction incomplète del ' ATP ou dégradation del' ATP durant la phase d'extraction 
Atténuation du signal de lumière par les agents d'extraction, les tampons, ou des 
composés cellulaires (par interférence) 
Suspension cellulaire non homogène qui entrave l'échantillonnage 
Présence d 'ATPase ou de kinase dans l'échantillon (vont hydrolyser l 'ATP) 
Variation de la teneur en ATP cellulaire due à des modifications physiologiques 
Présence dans l'échantillon d' ATP non cellulaire ou non bactérien 
Inhibition de la luciférase par les agents extractants (12) 

4.2. MODE OPERATOIRE : 

Sur les 1200 références bibliographiques répertoriées dans ce dossier, nous n ' avons trouvé 
aucun article qui traite de l' extraction de l 'ATP à partir de moisissures. Un article espagnol 
(13) souligne que la difficulté d ' extraction de l'ATP des moisissures et la difficulté de le 
distinguer de l 'ATP bactérien, expliqueraient pourquoi cette méthode n'est pas applicable 
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dans ce cas précis. Dans une autre étude, Kaspersson et al. (14) ont mesuré par BL le contenu 
global en ATP de plusieurs aliments pendant le stockage. Ils ont cherché à évaluer la 
corrélation entre les valeurs d' ATP et les dénombrements de bactéries, de levures et de 
moisissures. La meilleure corrélation a été obtenue avec les bactéries. La plus mauvaise 
corrélation a été observée sur les aliments détériorés par les moisissures. 

L'analyse qui sera faite dans ce chapitre focalisera alors sur l'ATP bactérien car la littérature 
abonde dans ce sens. 
La mise en œuvre de l' ATP bioluminescence (-BL) est effectuée en deux étapes: étape 1 au 
cours de laquelle la cellule est lysée pour en extraire 1' ATP, puis étape 2 où a lieu la réaction 
de BL proprement dite avec mesure de l'émission de lumière. 

4.2.1. EXTRACTION DE~' ATP: 

Pour être efficace, un extractant doit avoir les propriétés suivantes : 

• Reproductibilité 
• Non destruction del' ATP durant cette phase 
• Inactivation des enzymes intracellulaires responsables de la 

transformation de l'ATP (ATPases) 
• Minimum d'inhibition de la luciférase pour ne pas interférer sur le 

système luciférine-luciférase 

Parmi les extractants les plus fréquents, il y a le Trit~n X-100 (pour les cellules somatiques), 
le DMSO (dimethyl sulfoxide), le TCA (acide trichloroacétique) et le CTAB 
( cetyltrimethylammonium bromide ). 

Le choix de l'ex tractant dépend du type cellulaire car cet agent est destiné à rompre la paroi 
cellulaire qui, bien évidemment, diffère entre cellules procaryotes (bactéries gram+/-) et 
cellules eucaryotes (champignons, cellules somatiques). 

La majorité des extractants sont connus pour diminuer l'activité de la luciférase (1). Ils 
doivent alors être dilués et choisis judicieusement pour minimiser au maximum cet effet 
indésirable. Pour compenser cette inhibition, (12) ont réussi à augmenter l'intensité du signal 
lumineux en ajoutant du dextran cationiques DEAE-Dx en présence du TCA et du Triton W-
1 OO utilisé pour extraire l' ATP. 

En comparant plusieurs agents chimiques, Romanova et al. (15) ont montré que le CTAB 
augmente la sensibilité de .la BL d'un facteur de 10 par rapport au TCA ou au DMSO. Ils 
précisent que la sensibilité de la méthode dépend fortement de la dilution de l'échantillon 
durant la phase d'extraction et de la dilution de l'extrait durant la phase de mesure. Car le 
moindre résidu de l'agent d'extraction dans la prise de mesure peut inhiber la réaction de 
bioluminescence et par conséquent fausser les résultats. 

Par ailleurs, si la paroi cellulaire est différente entre bactéries Gram+, bactéries Gram- et 
levures, la nature et la concentration, ainsi que le temps de réaction de l'agent extractant sont 
aussi des paramètres qui vont modifier la phase d'extraction. Par exemple, pour la levure, les 
combinaisons optimales pour extraire le maximum d' ATP ont été : TCA 2.5% pendant 60 
min, DMSO 90% pendant 1 min et CT AB 0.1 % pendant 1 min. 

-12-



Synthèse bibliographique/S. Sarter/Cirad/mycotox 

Un autre paramètre dont il faut tenir compte est la stabilité de l'ATP dans l'extrait. Il a été 
observé au cours de cette étude une diminution de 12% de la concentration d' ATP dans 
l'extrait CTAB en 10 min. Dans ce cas, la mesure d'ATP doit se faire dans les 3 à 5 min qui 
suivent l'addition de CTAB. Par contre, les extraits d'ATP réalisés dans le DMSO et le TCA 
se sont avérés stables à température ambiante pendant au moins 2 à 3h. 

Chez les bactéries à Gram+ et chez les levures, la concentration en ATP est linéaire à la 
densité optique D06oo comprise entre 0.03 et 3 pour les 3 extractants DMSO, TCA et CTAB. 
Chez les bactéries Gram-, une déviation significative est obtenue avec le CT AB dès que 
D600> 1. Alors pour ce type de bactéries, la densité optique initiale de l'échantillon ne doit pas 
dépasser une valeur de 1. 

Cet article montre bien comment pour des cultures pures de Bacil/us subtilis (gram+), 
Pseudomonas sp. et E.coli (gram-) ou Saccharomycès (levure), les conditions optimales de la 
phase d'extraction varient en fonction de la nature du microorganisme. Tous ces paramètres 
sont extrêmement importants pour s'assurer une bonne reproductibilité de la mesure. 

De plus, pour optimiser la récupération de la totalité de l 'ATP, certaines matières premières 
peuvent nécessiter le recours à des étapes supplémentaires avant l'extraction d' ATP (ex : 
filtration sur membrane, ébullition ou congélation de l'échantillon). Il est clair que cette étape 
de préparation de l'extrait d' ATP renvoie à une multitude de protocoles qui seront adaptés au 
type de matière à analyser (16). 

Un autre exemple pour illustrer cette diversité est fétude de Yang (17) qui ont comparé 
l'intensité de la réaction de bioluminescence après extraction de l' ATP de cellules 
cancéreuses de prostate avec différents agents. Ils ont montré que l'extraction avec de l'eau 
déionisée bouillante permettait d'obtenir le maximum d'intensité, par contre l'acide 
perchlorique diminuait cette intensité de 68% et de 30% respectivement quand il est utilisé à 
des concentrations de 0.2% et 0.02%. Le tampon Tris-borate ( 40 mM, pH 9,2) diminuait aussi 
l'intensité de 63%. Ces auteurs ont alors mis au point une méthode d'extraction del' ATP basé 
uniquement sur l'utilisation d'eau déionisée bouillante sans aucune présence d'agents 
extractants habituels (acide, triton ou détergents). Dans ces conditions, les résultats de BL ont 
eu une corrélation élevée (>0,99) avec le dénombrement cellulaire (gamme entre 103 et 106). 
Cela prouve bien que ces agents interfèrent avec la réaction de bioluminescence. 

4.2.2. PRODUCTION DE LUMIERE: 

Une fois l' ATP extrait, il ~era mélangé dans des proportions bien définies au milieu réactif 
constitué de : luciférine/luciférase + tampon pH + MgS04 + EDTA + dithiotheitol (9). La 
réaction de BL n'aura lieu que si 1' échantillon contient de l 'A TP, la production de lumière 
étant proportionnelle à cette concentration d' ATP. Ces auteurs sont les seuls à fournir la 
composition du milieu réactif. 
EDTA et dithiothreitol sont utilisés pour stabiliser la luciférase afin d'obtenir des résultats 
plus reproductibles. 

Le choix du tampon pH est très important car il influence largement l'activité enzymatique 
dont on a vu précédemment que l'optimum se situe à 7,8. Parmi 10 tampons testés, Webster 
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(18) ont trouvé que le tampon Tricine (pKa 8,15; 20°C) donnait le meilleur rendement de 
lumière. 

Nous pouvons résumer le protocole de cette seconde étape, tel que décrit par Pietrzak and 
Denes (19), comme ci-dessous: 

~ Tube tampon (tris/acétate) 300µ1 + 100µ1 réactif: 
~ Rajouter 100µ1 de l'échantillon: 
~ Rajouter le standard interne: .. 

(=10µ1contenant10-6 µmol ATP («A»): 

La quantité d' ATP de l'échantillon est= (S -B)/I x A 

mesure « B » 
mesure « S » 
mesure « I » 

Si le nombre de colonies de l'échantillon est connu (dénombrement sur boîtes), il est alors 
possible d'estimer la quantité d' ATP/cellule. 

Ces auteurs ont utilisé le Kit de réactifs Bioüi:'bit (luminomètre BioOrbit 1251) qui contient la 
luciférase, D-luciférine, bovine serum albuinin, magnesium acetate, inorganic pyrophosphate 
(données qualitatives). 

4.3. APPLICATIONS: 

4.3.1. QUALITE DU LAIT : 
'i 

Nous décrirons 2 applications majeures de la BL: la qualité du lait et l'hygiène des surfaces 
car se sont les domaines où la BL a connu le plus grand essor. 

La bioluminescence est utilisée dans les industries des produits laitiers pour évaluer l' ATP 
bactérien. Cela permet aux opérateurs de déterminer la qualité du lait de façon plus rapide 
comparativement aux analyses microbiologiques conventionnelles. 

Le lait est une matrice complexe car il contient plusieurs sources d' ATP qu'il faudra extraire 
sélectivement avant de pouvoir doser spécifiquement l 'ATP bactérien : 

ATP libre : en solution ou bien complexé à des micelles de caséine 
ATP somatique : ATP des cellules somatiques (leucocytes, lymphocytes, cellules 
épithéliales) est important. Une cellule somatique peut en contenir jusqu'à 300 fg et le 
nombre de cellules somatiques dans le lait peut varier de 50 000 à 106 par ml. 
ATP bactérien: néçessite des étapes de pré-traitement bien ciblées afin d'éliminer 
toutes les sources d'erreur qui peuvent provenir des autres ATP sans affecter l' ATP 
bactérien 

Pour toutes ces raisons, les étapes de tré-traitement de l'échantillon sont extrêmement 
importantes dans le cas du lait. Reybroeck (20) a par exemple rapporté qu'une étape 
supplémentaire de filtration du lait a permis d'augmenter la sensibilité de la BL (10000 
cfu/ml) et a donné une bonne corrélation avec le dénombrement de la flore bactérienne totale 
(r= 0.903). 
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Plusieurs publications traitant de l'hygiène du lait (21 , 22, 23 , 24, 25) expliquent assez bien 
les protocoles d'extraction de l 'ATP, mais aucune ne détaille la composition des réactifs de 
bioluminescence (luciférine/luciférase/agents d'extraction/agent de stabilisation/ions Mg). 
Ces réactifs sont cités dans le texte par leur nom de marque seulement (Lumac ATP-F test, 
Biotrace MultiLite Mille Bacterial Kit, Delta ATP-test, Lumac Raw Milk Microbial Kit, ATP­
reagent Immolum, Enzyme MLX .. . ). 

D'autres applications de la BL sont aussi explorées comme la prédiction de la durée de vie 
des produits, le contrôle de stérilité des laits UHT, le dosage des protéases psychrophiles qui 
peuvent résister à la pasteurisation et altérer le goût des fromages, ou encore la détermination 
de l'activité des bactéries lactiques (starter) car il y une forte corrélation entre la production 
d'acide lactique et la concentration d'ATP (26). 

4.3.2. HYGIENE DES SURFACES : 

La BL permet non seulement de détecter les cellules microbiennes viables mais aussi les 
résidus alimentaires. Pour cette raison, cette méthode rend plutôt compte du niveau d'hygiène 
des surfaces de travail ou des équipements dans les industries agroalimentaires. Elle permet le 
suivi des points de contrôle du process (HA CCP) et renseigne sur l'efficacité des mesures de 
nettoyage et de désinfection générales. C'est une analyse qualitative, c'est-à-dire qu'elle ne 
quantifie pas et n'identifie pas les germes de contamination. Elle a l'avantage, pour des 
contrôle de routine, d'être extrêmement rapide (15 min), ce qui permet aux opérateurs 
d'envisager des actions correctives en temps réel. · 

·~ 
~ 

Une attention particulière sera apportée aux types de aétergents ou de désinfectants employés 
en milieu industriel car certains composés peuvent diminuer le signal lumineux en réduisant 
l'activité de la luciférase (27). 
Par ailleurs dans cet environnement tout particulièrement, les microbes stressés ou leurs 
spores peuvent être présents mais contenir des niveaux d' ATP faibles, inférieurs au seuil de 
détection du luminomètre qui selon ces auteurs est de 104 cfu/ml (28). 

Miettinen (29) ont mesuré les niveaux de contamination des surfaces de travail dans 28 usines 
de traitement de poisson selon différentes méthodes : dénombrement de la flore bactérienne 
totale, des entérobactéries, des levures, des moisissures et mesure de l' ATP par 
bioluminescence. La corrélation entre l' ATP et la flore bactérienne totale a été très faible 
(r=0.21). 68% des échantillons ont été jugés acceptables ou non acceptables par les deux 
méthodes simultanément. Cela veut dire que 32% des échantillons ont eu des résultats 
contradictoires selon l'une ou l' autre méthode appliquée. La corrélation entre ATP et 
entérobactéries a été meilleµre, r=0.43. 
Les auteurs ont ensuite effectué une recherche de Listeria sur les mêmes surfaces. Ils ont 
trouvé que les surfaces qui sont contaminées en terme d'entérobactéries et de flore totale 
contiennent 2 fois et 1.5 fois plus de Listeria que les surfaces qui étaient déclarées 
contaminées en terme d' ATP, de levures et de moisissures. Ce qui veut dire que pour gérer le 
risque sanitaire, la méthode classique qui dénombre les entérobactéries s'est avérée ici plus 
adéquate que les autres mesures. 

Dans ce domaine de l'hygiène, la mesure de l 'AMP, après sa transformation en A TP, permet 
d'augmenter la sensibilité de la méthode. Tanaka (30) ont montré que le ratio (ATP + ADP 
+ AMP)/ ATP pouvait varier de 5 à 1 77 000 en fonction du substrat. Cela veut dire que la 
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sensibilité de la méthode BL a été multiplié par 5 à 177 000 fois quand la mesure porte sur la 
totalité ATP, ADP et AMP. 
Les auteurs proposent un mécanisme où les 2 réactions suivantes se succèdent : 

1/ catalyse de (AMP + PolyP) pour donner l'(ADP) par la polyP-AMP phosphotranférase 

21 catalyse de (2ADP) pour donner (ATP + AMP) par l'adénylate kinase. 
L' ATP produit est alors mesuré par BL. 

D'autres travaux (31), (32), pp 411) décrivent aussi un système d'amplification de la réaction 
lumineuse constitué des trois réactions suivantes. Ce système a permis de diminuer le seuil de 
détection de 1000 à 1 OO bactéries par essai. 

1/ luciférase transforme l'ATP en AMP 
21 myokinase transforme (ÂTP + AMP) en (2ADP) 
31 pyruvate kinase transforme (2ADP +PEP) en (ATP + pyruvate) 

Les cellules viables contiennent AMP, AùP et ATP dans des proportions variables selon 
l' état physiologique. En mesurant directement l'ATP tout seul, la méthode peut être limitée 
par le seuil de détection du luminomètre. En transformant AMP et ADP en ATP, cela permet 
d'augmenter la quantité d'ATP dans l'échantillon qui a alors plus de chance d'être détectable. 
Grâce à cette mesure de l'AMP et de l'ADP en plus de l'ATP, davantage de cellules sont 
quantifiables. Ceci diminue le seuil de détection de la méthode et représente alors un moyen 
d' amplification de la réaction de BL. • 

~ 
" 

4.3.3. TESTS DE TOXICITE DES MYCOTOXINES : 

Comme la luciole, certaines bactéries sont bioluminescentes et ont alors la possibilité de 
produire de la lumière. Le système bactérien utilise l'énergie provenant de la FMNH2 (flavine 
mononucléotide réduite) pour oxyder le substrat, un aldéhyde de longue chaîne, avec la 
luciférase bactérienne. C'est au cours de la conversion de l'aldéhyde en acide gras 
correspondant qu'il y a production de lumière. 

-16-



Synthèse bibliographique/S. Sarter/Cirad/mycotox 

Schéma du mécanisme de bioluminescence bactérienne : 
FMN : flavine mononucléotide, RCHO : aldéhyde de longue châme, RCOOH : acide gras de 
longue châme 

FMN 
REDUCTASE 

02 RCHO 

~1/ 
1 LUCIFERASE 1 

~FMN~I / 1 ~ l~Rco~oH 
Lumière 

ACIDE GRAS 
REDUCTASE 

Les bactéries bioluminescentes appartiennent à 4 genres : Vibrio, Photobacterium, 
Xenorhabdus et Alteromonas. Ces groupes possèdent la luciférase et le complexe acide gras 
longue chaîne réductase qui assure la présence d'aldéhyde longue chaîne nécessaire à la 
réaction. 
La FMN réduite est produite lors de la chaîne du transport d'électrons dans la cellule 
bactérienne. 
En présence de substances inhibitrices (antibiotiques, autres agents antimicrobiens, 
bactériophages ou substance toxique), la diminution de l'activité bactérienne peut alors être 
détectée par bioluminescence grâce à la diminution de l'émission de lumière. 
Les gènes responsables de la luminescence chez les bactéries sont appelés les gènes lux. Nous 
ne parlerons pas ici de la manipulation génétique qui consiste à insérer ces gènes dans 
d'autres génomes (bactériophages, bactéries) pour visualiser l'activité des cellules hôtes (ex: 
pathogènes). 

Ces bactéries luminescentes comme Photobacterium phosphoreum peuvent être utilisées pour 
déterminer la EC50, la concentration de mycotoxines qui réduit la luminescence de 50%. Bien 
entendu ces tests dépendent beaucoup de la nature de la mycotoxine, du pH, de la 
température, de l'âge des bactéries, du temps d'exposition (33) . 
L'effet des mycotoxines a été testé à des intervalles d'action de 5, 10, 15 et 20 min. Plus le 
temps augmente, plus la quantité de toxines nécessaire pour induire une EC50 chez P. 
phosphoreum décroit sauf pour zearalenone. Aussi es conditions de pH et températures qui 
induisent un maximum de toxicité est variable pour chaque essai: 
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• Patulin: pHS; 30°C 
• Zearalenone : pH6; 1O-l5°C 
• Aflatoxine BI : pH7-7,5; 20-30°C 

Les valeurs de EC50 obtenues avec une culture jeune de P. phosphoreum sont : 

• Patulin: 7,53 µg/ml 
• Zearalenone: 14,37 ~ !: 

• Aflatoxine B : 21,97 
• Ochratoxine A: 17 ,49 
• Citrinine: 27,74 

. 
Le but d'un tel test serait de détecter la présence de mycotoxines (une ou plusieurs) dans un 
aliment dans le but de discriminer les lots de produits contaminés. Or l'extrait d'un aliment 
infesté (blé par exemple) peut contenir d'autres métabolites qui se sont accumulés et qui 
peuvent aussi avoir une effet inhibiteur de !;activité bactérienne (34). 
Nous pouvons conclure que dans l'état actuel des connaissances, ce type d'essai n'est pas 
encore suffisamment au point pour devenir un moyen de diagnostic applicable sur le terrain. 

4.3.4. AUTRES APPLICATIONS: 

~ En Immunologie : ·~. 

Maeda (35) ont développé une méthode BLEIA (bioluminescence enzyme immunoassay) où 
l'antigène (ou l'anticorps) est conjugué à l'enzyme Adénylate Kinase. Rappelons que cette 
enzyme transforme 1' ADP en ATP. L'activité de la AK a été déterminée en mesurant la 
quantité d' ATP produit par bioluminescence avec le couple luciférine/luciférase. 
Ce système de détection BLEIA combinant un immunoessai enzymatique et la 
bioluminescence comme méthode de détection a été utilisé avec succès pour les dosages de 
l'insuline ou C-peptides (marqueurs du diabète) et ont donné une bonne corrélation avec les 
méthodes conventionnelles (36, 37). 

Ohkuma (38) ont aussi développé ce type BLEIA pour doser le pepsinogène dans le sérum 
(cancer de l'estomac) en utilisant la luciférase comme enzyme de conjugaison. 

~ En Microbiologie : . 

Qualité des viandes et des carcasses dans les abattoirs (39) 
Estimation de la résistance des bactéries aux antibiotiques ( 40) 
Contamination des boissons par les levures (bières, jus de fruits, cola) ( 41) 

5. LUMINOMETRES COMMERCIALISES : 

Le seuil de détection de la luminescence dépend d'un certain nombre de paramètres qui 
peuvent varier d'un instrument à un autre comme : 
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Le bruit électrique des tubes du photomultiplicateur 
Le bruit de fond de la préparation des réactifs luciférine-luciférase 
L'erreur due au moyen de distribution des réactifs (manuel ou automatique) 
Réponse des réactifs 

L'étude comparative de 3 instruments portables (Lumac Biocounter M1500, Biotrace M3 et 
Biolite MA 160i) a montré que les 2 premiers ont une sensibilité proche alors que le 3e est très 
insuffisant (42). Ce dernier modèle (de Biolite,=Ltd) n'a donné de réponse qu'à partir d'une 
concentration d' ATP correspondant à 1 OO 000 cfu/ml alors que Lumac et Biotrace détectent 
1000 cfu/ml. 

Génaralement, les seuils de détection de la réaction lumineuse se situent aux alentours de 0, 1-
1 pg ATP/cuvette (10-12g). Mais certains luminomètres peuvent détecter jusqu'à 30 fg, ce qui 
correspond à 30 bactéries dans· la cuvette de mesure (Multi-lite, Biotrace Ltd), la quantité 
d' ATP dans la cellule bactérienne étant de l'ordre de 1 fg ATP (10-15 g). 

Exemples de luminomètres portables (( 43)): 

Luminomètre Producteur Détecteur 
Multi-Lite Biotrace Ltd Etat solidea 
Uni-Lite Biotrace Ltd Etat solide 
M1500Light LumacBV Photomultiplicateiir 
1253 Bioorbit Photomultiplica\eur 
Hy-Lite LabM Photomultiplicaieur 

a Avalanche photodiode photon compteur 
bRelative Light Units 
cStandardised Count Units 
dE: écouvillon, P: pipette, C: cuvette 

Unité affichée Essais 
RLU0 E+P+C0 

RLU E+P 
RLU E+P+C 
scuc E+P+C 
RLU E 

Ces luminomètres portables sont destinés à la mesure de l'hygiène dans les industries. Les 
plus simples d'utilisation sont le Hy-Lite et le Uni-Lite. 

Dans les modèles non portables, les plus sensibles sont le Lumac model 2010A et le Turner 
20TD dont les seuils de détection sont respectivement de 0,09 et 0,12 pg ATP/essai. 

6. CONCLUSION: 

Les tests biologiques de toxicité appliqués aux mycotoxines existent aussi bien par 
bioluminescence que par chimiluminescence. L'objectif principal de ces essais qualitatifs 
(présence/absence) serait de discriminer les lots contaminés. Mais ils restent encore à 
l'échelle du laboratoire et ne sont pas validés sur le terrain. 

Cette synthèse bibliographique a montré qu'il est possible de quantifier la présence d'une 
mycotoxine, l' ochratoxine en l'occurrence, dans des extraits d'aliments fermentés coréens. La 
chimiluminescence (CL) est dans ce cas utilisée comme méthode de détection d'un test 
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immunoenzymatique classique (type ELISA). La corrélation de cette méthode par CL avec 
l'Elisa classique a été élevée (r=0.996) et le seuil de détection a été de 20 pg ochratoxine/tube. 

Concernant la bioluminescence, cette méthode spécifique de l' ATP offre un excellent moyen 
pour évaluer la viabilité des cellules microbiennes et leur activité globale dans divers matrices 
alimentaires ou environnementales. La préparation de l'échantillon nécessite une mise au 
point fine pour s'assurer de l'extraction de la totalité de l'ATP ciblé et pour éviter d'atténuer 
l'activité de la luciférase, enzyme essentielle à la réaction pour qu'il y ait production de 
lumière. Cette méthode est principalement appliquée aux bactéries. Le couplage à des tests 
immunoenzymatiques est aussi envisageable et est plus utilisé dans les domaines médical ou 
pharmaceutique. 
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