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Résumé -  Deux-cent-quatorze échantillons de lait cru ont été prélevés dans les citernes de
ramassage de quatre grandes entreprises laitieres, dés leur arrivée au quai. Apres agitation, les
échantillons ont été soumis au dénombrement de la flore totale a I'aide de I'ensemenceur Spiral et
au dosage de I'ATP bactérien par trois méthodes reposant sur la bioluminescence. Cent-vingt
échantillons ont été analysés en double par les techniques rapides de dosage de I'ATP : I'ATP
platform (ATP-p) et le 6ATP. Les quatre-vingt-quatorze autres échantillons ont été soumis a ATP-F,
qui comprend une étape de filtration. Les paramétres statistiques de répétabilité et de justesse ont
été établis pour chacune des trois méthodes. L'écart type relatif géométrique de répétabilité (en %
UFC/ml) est égal a 14% pour I'ATP-p, 51% pour le 6ATP et 43% pour I'ATP-F. En ce qui concerne
les techniques ATP-p et MTP, les écarts types résiduels de la régression numération sur teneur en
ATP sont respectivement de 0,637 et 0,623 log UFC/mI (différence non significative au seuil de 5%).
Pour I'ATP-F, I'écart type résiduel est significativement plus faible (syx = 0,301 log UFC/mI) avec
une pente de droite de calibrage significativement supérieure a 1,000 au seuil de 5%.

ATP 1bioluminescence / lait cru 1flore totale 1justesse 1répétabilité

Summary - Comparison of three methods of measurement of ATP content by biolumines-
cence to assess the bacterlological quality of raw milk. Two hundred and fourteen milk-tanker
road samples were collected from 4 dairy plants to evaluate the analytical performance of different
methods of measurement of ATP content used to assess the bacteriological quality of milk. Ali sam-
ples were analysed in duplicate by Spiral standard reference method. One hundred and twenty sam-
ples were analysed in duplicate by rapid methods to determine ATP level by bioluminescence: the
ATP platform test (ATP-p) and L1ATP test (L1ATP). Ninety-four other samples were tested by a new
method including a filtration step: the A TP-F test (ATP-F). The geometric relative standard deviation
of repeatability (in % CFUIml) was 14% for the ATP-p test, 51% for the L1ATP test and 43% for the
ATP-F test. The residual standard deviations from the regression of the reference method on the
ATP level were 0.637 and 0.623 log CFUImI respectively for the ATP-p and the MTP (not signifi-
cantly different at the 5% level). The ATP-F test residual standard deviation was much lower (Syx =
0.301 log CFUImI), and the slope of the regression line was significantlyabove 1.000 at the 5% lev-
el.

A TP 1bioluminescence lraw milk 1total flora laccuracy 1lrepeatabillty
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INTRODUCTION

L'ATP  (Adénosine-5'-triphosphate) étant
un intermédiaire  énergétique universel au
sein des cellules vivantes, son dosage par
bioluminescence  peut présenter un grand
intérét pour l'estimation de la biomasse
dans de nombreux domaines. Son applica-
tion en industrie laitiere a déja fait I'objet
de différentes études, soit comme mé-
thode rapide d'estimation du nombre de
cellules somatiques (Bossuyt, 1978), soit
pour estimer le niveau de contamination
bactérienne du lait cru (Britz et al, 1980;
Bossuyt, 1981 et 1982; Theron €t al,
1986a et b; Botha et al, 1985; Langeveld
et Van der Waals, 1988; Van Crombrugge
et al, 1989). Ce test a également été utili-
sé pour la détection de la postcontamina-
tion de lait ou de creme pasteurisés (Waes
et Bossuyt, 1981; Griffiths et al, 1984), ou
comme test de stérilité de lait UHT (Waes
et al, 1984).

L'estimation du niveau de pollution mi-
crobienne du lait cru par dosage d'ATP
rencontre quelques difficultés principale-
ment liées a la présence de cellules soma-
tiques et de micelles de caséines qui
contiennent  aussi de [I'ATP  (Bossuyt,
1978; Richardson et al, 1980; Theron et al,
1986a). L'ATP d'origine somatique repré-
sente 96% de I'ATP total du lait cru, et son
élimination est tres difficile, voire méme
impossible  sans altérer "ATP d'origine
bactérienne (Theron €t al, 1986a).

En 1981, Bossuyt a proposé une mé-
thode de dosage de I'ATP microbien du
lait cru qui comprend deux étapes. La pre-
miére étape consiste a éliminer I'ATP dori-
gine non bactérienne, a l'aide d'un déter-
gent (NRS) qui agit spécifiquement au
niveau des parois des cellules somati-
ques. Celles-ci deviennent perméables
aux petites molécules, rendant ainsi pos-
sible la libération de I'ATP, qui est alors
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détruit dans le milieu réactionnel par une
ATPase appelée somase. Au cours de la
deuxieme étape, I'ATP bactérien est libéré
par un extractant universel (NRB), puis
dosé par réaction avec le complexe lucifé-
rine-luciférase. L'extraction et la digestion
de I'ATP d'origine somatique doivent étre
conduites de fagon a ne pas altérer I'ATP
bactérien. A cette fin, Bossuyt (1981) uti-
lise un traitement de 15 min a 25 "C, en
présence de 1 U/ml de somase. Dans ces
conditions, Bossuyt a fixé arbitrairement le
seuil de détermination de cette technique a
105 UFC/ml; il a par ailleurs obtenu un
coefficient de corrélation entre le taux
d'ATP et le nombre dUFC/ml de 0,93,
mais sans préciser l'ensemble des caracté-
ristiques de justesse et de répétabilité de
la méthode.

En 1982, Bossuyt a tenté d'augmenter
la rapidit¢ de ce dosage en proposant un
test en 5 min destiné au tri des laits a leur
arrivée au quai: I'ATP platform (ou ATP-
pl. Cependant, cette technique possede
un seuil de détermination tres élevé; de ce
fait, elle peut uniquement différencier les
échantillons contenant un nombre de bac-
téries supérieur ou inférieur a 1 million de
cellules/ml.

Le manque de précision de ces diffé-
rents tests est essentiellement lié a l'impor-
tance du bruit de fond constitué par les cel-
lules  somatiques (rapport  signal/bruit
faible), lequel joue un réle relativement im-
portant pour les faibles niveaux de pollu-
tion microbienne du lait. Pour pallier ce
probléeme, Langeveld et Van der Waals
(1988) ont proposé d'effectuer, paralléle-
ment au dosage rapide de I'ATP (ATP-p),
un dosage de I'ATP résiduel d'origine so-
matique, aprés le traitement NRS/apyrase
(ATP-w). Par différence entre I'ATP-p et
I'ATP-w, ces auteurs obtiennent la gquantité
d'ATP d'origine strictement bactérienne ou
~ATP. lIs ont fixé arbitrairement le seuil de
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détermination du 6ATP a 105 UFC/ml,
mais la relation entre les 2 techniques ne
devient étroite qu'au-dela de 5 105 UFCI
ml.

Enfin, la justesse du dosage de I'ATP
bactérien du lait cru a connu une améliora-
tion trés significative grace a la filtration
(ATP-F) qui permet d'une part, une sépara-
tion physique des différentes  sources
d'ATP et d'autre part, une concentration de
I'ATP d'origine bactérienne (Van Crom-
brugge et al, 1989). En conditions réelles,
c'est-a-dire sur des échantillons prélevés a
la ferme ou en fromagerie, ces auteurs ont
fixé le seuil de détermination de cette tech-
nique a 2 104 UFC/ml, avec un écart type
résiduel de 0,27109 UFC/ml.

Dans le cadre de cette étude, nous
avons voulu établir et comparer tous les
paramétres de justesse et de répétabilité
de ces 3 techniques de dosage de I'ATP
(ATP-p, 6ATP et ATP-F) pour l'estimation
de la qualité bactériologique du lait cru a
son arrivée au quai, dans les conditions
des usines francaises.

MATERIEL ET METHODES

Origine des échantillons

Deux-cent-quatorze échantillons de lait cru ont
été prélevés dans des citernes de ramassage,
dés leur arrivée au quai, dans 4 grandes entre-
prises laitiéres. Les échantillons ont été conser-
vés a 0 "C au plus 24 h avant analyse.

Les prélévements se sont déroulés sur 3 pé-
riodes (avril & juin 1989, .septembre & octobre
1989 et septembre & novembre 1990). Les 120
échantillons des 2 premiéres périodes, couvrant
une gamme de 104 a 107 UFC/ml ont été utilisés
pour I'étude de I'ATP-p et du t.ATP; I'étude de
I'ATP-F a concerné 94 échantillons couvrant la
méme gamme, et prélevés au cours de la troi-
siéme période.

Numérations bactériennes

Les échantillons ont subi une agitation standard,
consistant en 25 mouvements aller-retour, d'une
amplitude de 25-30 cm effectués en 7-10 s
(Anonyme, 1978).

Les échantillons de lait ont ensuite été sou-
mis au dénombrement de la flore aérobie méso-
phile sur milieu Plate Count Agar (Difco), apres
3j d'incubation a 30 -C.

Les ensemencements étaient réalisés a la
surface de la gélose a l'aide de I'appareil Spiral
(Gilchrist et al, 1973). Nous avons choisi cette
méthode, car elle est maintenant reconnue
comme technique de référence (Anonyme
1985b et 1987). Lés ensemencements ont été
effectués en double, afin d'obtenir une meilleure
précision des résultats. Les résultats sont expri- .
més en unités formant colonies par millilitre de
lait (UFC/m).

Description des méthodes A TP-p
et .1ATP

Pour I'ATP-p, nous nous sommes basés sur la
technique décrite par Bossuyt (1982) et pour le
t.ATP, sur celle proposée par Langeveld et Van
der Waals (1988). Les analyses ont été effec-
tuées avec les réactifs du kit n° 9286-9, com-
mercialisé par Lumac (PO Box 31101, 6370 AC
Landgraaf, Pays-Bas). et avec le luminométre
Lumac Biocounter 2010.

La figure 1 présente le protocole utilisé pour
I'ATP-p et le t. ATP. Le t.ATP test consiste donc
en 2 déterminations successives : la premiere
correspondant a I'ATP-p, tandis que la seconde
permet le dosage de I'ATP résiduel d'origine so-
matique (ATP-w). A cette fin, I'extraction de
I'ATP bactérien par le réactif L-NRB est rempla-
cée par une simple addition d'eau stérile. Le
t. ATP ou ATP d'origine strictement bactérienne
est calculé en soustrayant a la valeur ATP-p, la
valeur de I'ATP-w. Comme Bossuyt (1981) avait
montré que le temps d'extraction et de digestion
de I' ATP d'origine somatique de 15 min était op-
timal, nous avons allongé de 10 min le temps
d'incubation préconisé par Langeveld et Van der
Waals (soit 5 min).
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Fig 1. Protocole expérimental de I'ATP-p (co-
lonne de gauche) et du LIATP (ensemble du
schéma).
Schematic representation of the ATP platform
test (on the left) and the MTP test (complete
scheme).

Les résultats fournis par le luminomeétre sont
exprimés en unité lumineuse arbitraire (ULA).

Description de I'ATP-F

Les analyses ont été effectuées a l'aide d'un lu-
minomeétre Lumac (Biocounter M 2500) et avec
les réactifs du kit n° 9390-9 (Lumac, Pays-Bas).
Les membranes de filtration utilisées (N66 Posi-
dyne Nylon 66) avaient une porosité de 0,65 urn
et un diametre de 47 mm (Pail, NKZ 47100,
commercialisé par Lumac). Le systeme de filtra-
tion inox a 3 postes (Sartorius) était relié a une
pompe assurant une dépression de 80 kPa.

Le protocole utilisé est celui décrit par Van
Crombrugge et al (1989) : un volume de 5 ml de
lait conservé a 0 oC dans de la glace fondante
est ajouté a 5 ml préchauffés a 37 oC de NRS-
FT contenant 10 unités d'apyrase, de fagon a
assurer l'extraction et la digestion de I'ATP non
bactérien (4 min a 37 OC).Pendant cette incuba-
tion, la tour de filtration est préchauffée avec de
l'eau stérile a 50 oC. Peu de temps avant la fil-
tration, la membrane de filtration est mise en
place et préchauffée a I'aide de 9 ml de liquide
de Ringer stérile dilué au 1/4, et maintenu a
37 oC. Les 4 min d'incubation écoulées, le mé-
lange laitINRS/apyrase est filtré, puis la mem-
brane est rincée avec 9 ml de liquide de Ringer
dilué au 1/4 (37 oC). La membrane est ensuite
placée dans une boite de Petri de 50 mm de
diametre contenant 1 ml d'extractant bactérien
(ou L-NRM). L'extraction de I'ATP présent sur le
filtre est effectuée sous une agitation douce
pendant 30 s. Ensuite, un volume de 200 Ill est
prélevé dans la boite de Petri et placé dans une
cuvette de mesure. Cette cuvette est aussitot
mise en place dans le Biocounter, ou 100 Il de
réactif luciférine-luciférase (ou Lumit-QM) sont
injectés. La quantité de lumiére émise par le mé-
lange réactionnel est intégrée pendant 10 s.

Calculs statistiques

La répétabilité et la justesse des mesures d'ATP
ont été calculées conformément aux recomman-
dations de la norme FIL 128 (Anonyme, 1985a).
Les calculs statistiques ont été effectués apres
transformation logarithmique en base 10 des ré-
sultats (UFC/ml et ULA). Cette transformation
est destinée a normaliser la distribution.

Tous les modes de calcul statistique ont été
largement détaillés dans un précédent article
(Piton et Rongvaux-Gaida, 1990); aussi, nous
n'‘en rappelons que les points les plus impor-
tants, pour la compréhension des résultats.

Répétabilité

L'écart type de répétabilité des dosages d'ATP
(s, en log ULA) a été établi a partir de 2 me-
sures, effectuées sur chaque échantillon (Ano-
nyme, 1985a). Pour pouvoir comparer la répéta-
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bilité de la méthode a celles des autres techni-
gues, nous l'avons également exprimée en log
UFC/ml (s."), par l'intermédiaire de la droite de
calibrage.

Enfin, nous avons calculé I'écart type relatif
géométrique de répétabilité, ou GRSD, qui ex-
prime la variabilité des résultats au-dessus de la
moyenne géométrique, en données non trans-
formées (Piton et Grappin, 1991).

Justesse

La justesse représente |'étroitesse de l'accord
entre la vraie valeur de la grandeur a mesurer et
le résultat moyen qui serait obtenu en appli-
qguant la technique expérimentale un grand
nombre de fois (Anonyme, 1985a).

Lajustesse des différentes techniques expé-
rimentales a été évaluée en comparant la valeur
vraie (Spiral) avec la moyenne de deux détermi-
nations, effectuées pour chaque méthode de do-
sage de I'ATP.

L'équation de calibrage (y = bx + a) a été éta-
blie conformément a la norme FIL. Le loga-
rithme décimal du nombre d'UFC/ml est consi-
déré comme variable dépendante, et le
logarithme décimal du nombre d'ULA, comme
variable indépendante.

La précision d'estimation de la technique ex-
périmentale est donnée par les limites de l'inter-
valle statistique de dispersion a l'intérieur duquel
se situe, avec une probabilité de 95%, la vraie
valeur donnée par la méthode de référence. Siy
est le nombre d'UFC/ml calculé a partir de la
droite de calibrage, ces limites sont, en valeur
logarithmique, log y £ 1,96 X syx oU syx est
I'écart type résiduel de la droite de régression.
En données non transformées, ces limites sont
yi1 0lgs *\X  pour la limite inférieure et y x
10196 *\X pour la limite supérieure.

RESULTATS

Le tableau 1présente les écarts types de
répétabilité des différentes techniques, ex-
primés en log UFC/ml, ainsi que les écarts
types relatifs géométriques. Les écarts

types obtenus pour le MTP et JATP-F ne
sont pas significativement  différents au
seuil de 5% (test F de comparaison des

variances; Dagnélie, 1970). En revanche, il
est significativement plus faible pour
I'ATP-p.

La figure 2 présente les relations entre
la quantité d'ATP déterminée par les tech-
nigues ATP-p et M TP, et le niveau de la
flore totale du lait cru. On constate que la
précision d'estimation n'est pas meilleure
aprés soustraction du bruit de fond d'ori-
gine somatique (ATP-w). En effet. la diffé-
rence entre les écarts types résiduels obte-
nus pour I'ATP-p et le MTP n'est pas
significative au seuil de 5% (test F de com-
paraison des variances).

La figure 3 présente la relation entre la
guantité d'ATP déterminée par I'ATP-F et
le niveau de la flore totale du lait cru, sur
une population de 94 échantillons. L'équa-
tion de calibrage a été calculée apres éli-
mination de 2 échantillons qui s'écartaient
de plus de 3 écarts types résiduels de
cette droite. Cette technique nécessite un
calibrage, car la pente et l'ordonnée a l'ori-

Tableau 1.Caractéristiques analytiques de répé-
tabilité des trois techniques de dosage de I'ATP
bactérien du lait cru. GRSD : écart type relatif
géométrique de répétabilité (log UFC/ml).
Repeatabilility of 3 methods of determination of
the bacterial Arp content in raw milk.Geometric
relative standard deviation of repeatability (log

CFUIml).
Méthode S- GRSD
ATP-p 0,059 14,55
MTP 0,180 51,36
ATP-F 0,157 43,55

Sr": écarttypede répétabilitédlogUFC/ml).
Standardieviatiorof repeatabililitfogCFUIml).
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gine de la droite de calibrage sont signifi-
cativement supérieures a 1,000 et zéro
respectivement  au seuil de 5%. En re-
vanche, la précision d'estimation de cette
technigue (Sy,x = 0,301) est nettement
meilleure que celle obtenue dans le cas
des techniques classiques (ATP-p et
~ATP).

Si Y est le nombre d'UFC/ml estimé a
partir de la droite de calibrage, les limites
de lintervalle statistique de dispersion de y
(@ P =0,95) sont, en données non trans-

formées, pour les techniques classiques
de dosage de I'ATP : y/101.221, soit vyi
16,637 pour la limite inférieure, et y x

101221 soit y x 16,637 pour la limite supé-
S
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Fig 2. Relation entre la teneur en ATP (log
ULA) et le niveau de la flore totale du lait cru
(log UFC/ml). A: ATP platform (ATP-p); B:
MTP(MTP).

Relationship between the ATP content (log
RLU) and the level of total flora in raw milk (log
CFUImI). A: ATP plattorm test (ATP-p); B:
dATP test (dATP).

rieure. Pour I'ATP-F, les limites de linter-
valle de dispersion sont beaucoup plus
étroites, puisqu'elles sont égales a y/3,89
etayX 3,89.
DISCUSSION

En ce qui concerne la répétabilit¢ de la
techniqgue ATP-F, il est tres difficile d'expli-
quer la différence trés importante entre
nos résultats (sr = 0,157 UFC/ml) et ceux
de Van Crombrugge et al (1989) (sr =
0,048 UFC/ml). Une des raisons provient
sans doute des variations que nous avons
constatées au niveau de la vitesse de fil-
tration pour un méme échantillon. Ces va-
riations entrainent ainsi des temps de
contact plus ou moins longs avec le NRS
et l'apyrase. Compte tenu des possibilités
d'altération de I'ATP d'origine bactérienne,
ces décalages de temps peuvent expliquer
ce défaut de répétabilité .

Y-0l.406 X .. 0933
N* 92

Sv. = 95 01

AT PF

log du  nombre duLA

Fig 3. Relation entre la teneur en ATP détermi-
née par la technigue ATP-F (log ULA) et le ni-
veau de la flore totale du lait cru (log UFC/ml).
La droite de calibrage a été calculée apres éli-
mination de deux échantillons (0) qui s'écar-
taient de plus de trois écarts types résiduels de
cette droite.

Relationship between the results of the ATP-F
test (log ULA) and the levels of total flora in raw
milk (log CFUImI). O: 2 samples omitted for cal-
culation of the regression fine.
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Conformément  aux résultats obtenus
par Bossuyt (1982), la relation obtenue
entre le dosage d'ATP par la technique ra-
pide (ATP platform test) et le niveau de
pollution microbienne du lait cru ne permet
gu'un tri des laits. En effet, sur 500 échan-
tillons de laits prélevés a la ferme ou dans
des citernes de ramassage, cette techni-
gue a permis de classer correctement 90%
des laits en 2 classes comprenant un
nombre de bactéries au-dessus ou en des-
sous de 106 UFC/ml (Bossuyt, 1982).

Quant a Langeveld et Van der Waals
(1988), ils ont obtenu une relation linéaire
entre le taux d'ATP et le nombre d'UFC/mI
pour des niveaux variant entre 2 106 et 108
UFC/ml. Cependant, une partie des échan-
tillons analysés dans cette étude ont été
stockés entre 3 et 7 oC, de fagon a obtenir
des niveaux de contamination trés élevés.
Cette relation ne présente donc qu'un inté-
rét limité, car on aboutit ainsi certainement
a une homogénéisation des flores a haut
niveau de contamination, ce qui n'est pas
une situation représentative des échan-
tillons prélevés a larrivée des citernes au
qguai de réception en usine.

En raison de son principe, la technique
du t1ATP aurait d0 apporter wune plus
grande précision pour les faibles niveaux
de pollution du lait. Or, contrairement a
Langeveld et Van der Waals (1988), nous
n‘avons pas noté d'amélioration significa-
tive de I'écart type résiduel par rapport a la
techniqgue de I'ATP-p. Cela peut s'expliquer
par un temps d'extraction et de digestion
de I'ATP somatique relativement long (15
min), d'ou peut-étre une certaine altération
de [I'ATP bactérien. En effet, Bossuyt
(1982) a constaté, lors de sa comparaison
entre le dosage de I'ATP par une méthode
qgu'il qualifie de normal A TP test (45 min et
0,1 U/ml apyrase) et I'ATP-p (5 min et 0,5
U/ml), que les résultats obtenus par cette
derniere technique étaient sous-estimés
pour les hauts niveaux de contamination

microbienne, et surestimés pour les faibles
niveaux. Il a alors conclu qu'une forte
concentration en apyrase altérait I'ATP
bactérien, et qu'un temps de digestion trop
court ne permettait pas d'éliminer totale-
ment I'ATP d'origine somatique. De plus,
l'altération de I'ATP bactérien semble dé-
pendre des souches microbiennes pré-
sentes dans [l'échantillon (Theron et al,
1986a, Langeveld et Van der Waals,
1988).

Dans nos conditions expérimentales, la
techniqgue du t1ATP ne présente aucun in-
térét, car nous n'avons pas amélioré sa
justesse. A linverse, sa fidélité s'est dégra-
dée, conformément a ce qu'avaient noté
Langeveld et Van der Waals (1988). Ce
défaut de répétabilité du t1ATP s'explique
par l'addition des erreurs aléatoires sur les
deux déterminations successives : ATP-p
et ATP-w.

L'utilisation le but
d'ATP
bacté-
trés nette

de la filtration, dans
de séparer les différentes sources
du lait cru et de concentrer [I'ATP
rien, entraine une amélioration
de la justesse des techniqgues de dosage
de I'ATP, conformément aux résultats de
Van Crombrugge et al (1989). Avec un
écart type résiduel d'environ 0,30 log UFCI
ml, cette technique posséde alors une pré-
cision d'estimation sensiblement identique
a la technique DEFT (syx = 0,25 log UFCI
ml; Dasen et al, 1987), ou aux techniques
de mesure dune activitt microbienne

comme la conductimétrie (syx = 0,39 log
UFC/mI; Piton et Rongvaux-Gaida, 1990),
ou la microrespirométrie  (syx = 0,20 log
UFC/mI; Rongvaux-Gaida et al, 1990).

Compte tenu du faible nombre d'échan-
tillons au-dessous de 5 104 UFC/ml, notre
étude n'a pas permis de fixer précisément
le seuil de détermination de cette nouvelle
technique, mais celui-ci est probablement
assez faible: 2 104 UFC/ml d'aprés Van
Crombrugge et al (1989).
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