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ATP. Introduccion

El ATP en una molecula “universal”
idéntica para todos los seres vivos

El contenido de ATP varia entre los
distintos microorganismos

¢, ESs posible diferenciarlos mediante
bioluminiscencia?

NoO.
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ATP. Introduccion

¢, Como funciona?
Mediante una reaccion enzimatica

Utiliza una enzima presente en su origen
en las luciérnagas Photinus pyralis:
_uciferasa

Jn sustrato: D-Luciferina

Para obtener Luz a partir del ATP y
medirla en un luminémetro %




ATP. Introduccion

Luciérnaga Photinus pyralis
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ATP. Introduccion

Luciferasa Recombinante




ATP. Introduccion

Sustrato D- Luciferina




ATP. Introduccion

LUZ 'll

Luciferasa
D-Luciferina OFHEEE Oxyluciferina
PPi CO,
AMP

Reaccion enzimatica 100% rendimiento 1.’
1 molécula de ATP = 1 fotdn




ATP. Introduccion

Pero hay un problema ........

Todas las células vivas contienen ATP
- Células Somaticas
- Microorganismos
- ATP libre o extracelular




ATP. Introduccion

Tres fuentes de ATP
guimicamente identico

La cuestion es que en microbiologia
la mayoria de veces s6lo nos
Interesa medir el ATP microbiano

L a solucion ...........
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Tecnologia. Reactivos

Proceso combinado para ....

Eliminar selectivamente el ATP
Nno microbiano

Posteriormente analizar el ATP
microbiano

Se emplean hasta tres reactivos
en funcion del tipo de muestra

Aplicados en un orden
preestablecido




Tecnologia. Reactivos

Para extraer el ATP somatico sin afectar las
células microbianas
Se trata la muestra con productos

tenso-activos (extractantes) que actuan
selectivamente sobre las membranas de

as células somaticas
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Tecnologia. Reactivos

Para eliminar el ATP libre o extracelular

ATP-asa cuya actividad enzimatica se
adapta a cada matriz o tipo de productos

ncubacion de 15 - 45 min. en funcion de
a matriz

ncubacion combinada con los
extractantes para células somaticas
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Tecnologia. Reactivos

Para extraer el ATP de las células
microbianas

Extractantes clasicos: Tris-EDTA, TCA,
DMSO ...... (diluir la muestra)

En fase homogénea: Mezclas de detergentes
(amplio espectro)

Extractantes rapidos para evitar en mayor
medida la competencia por el sustrato (ATP)
de las ATP-asas endodgenas
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Tecnologia. Reactivos

Para valorar el ATP
Luciferina-luciferasa
Viales Liofilizados
Sensibilidad:

(*) mejor que 1 femtomol de ATP (1x10-*> mol)

Estabilidad: Superior a 7 dias una vez
reconstituidos los viales
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Tecnologia. Sensibilidad (*)

La sensibilidad final depende del tipo de
matriz o producto

Reaccion enzimatica con emision de luz
Condiciones idoneas = solucidn acuosa
“Quenching” (to quench = mitigar, apagar)

Factores contrarios: Turbidez, color, pH
extremo, determinadas sustancias.....

Necesitaremos mas ATP o0 mas
microorganismos para poder detectar .

-
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SensiLux

eactivos

Desarrollo y produccion de:

- Aplicaciones Analiticas, s.l.
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Tecnologia. Luminometros

Para medir la luz emitida en la reaccion
se emplean los luminometros

Equipos dotados con detectores
extremadamente sensibles:

-Foto-multiplicadores
-Foto-diodos de estado sélido

Convierten los “quantums” de luz en
pulsos eléctricos




Tecnologia. Luminometros

Integran la senal (pulsos) durante un
periodo de tiempo establecido

Expresan los resultados como URL
(Unidades Relativas Luz)

“‘Relativas” porque cada fabricante
calibra sus equipos en funcion de las
caracteristicas constructivas ( detector,
electronica asociada, etc...)
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Tecnologia. Luminometros

Tipos de LuminOmetros:
- Tubo

- Micro-placa

- Portatiles

- Especiales (para dispositivos integrados'de
control de higiene)

Con inyectores de reactivos: 1 - 3 unidades

(Jeringa o fuelle) %




Tecnologia. Luminometros

BC

Aplicaciones Analiticas, s.l.

Opciones  Ayuda

Cerrar sesion <Laboratorio>

Placas ~ ‘ P

[} salir
13032017-3 | Panel de Control

# I
ID Placa / Protocolo | 35 Producto /ID Muestra 1 Medida #1 nyectores

Background inicial: 1 Background final: 6

&/ Cerrar

Software “Firefly”




Tecnologia. Luminometros




Tecnologia. Automatizacion

Para automatizar esta tecnologia
disponemos de:

- Los Robots Toma-muestras: Capaces de
procesar 400 muestras /hora y de
dispensar reactivos auxiliares (ATP-asa)

- Luminodmetros de Micro-placa: Capaces
de analizar entre 400 -700 tests/hora

- Equipos “transfer”
- Proyectos “llaves en mano”
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Tecnolog|a Automatizacion
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Aplicaciones

Control Microbiologico de producto
acabado

Control de Higiene en Superficies y
Aguas de aclarado

Aplicaciones especiales
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Control de Producto Acabado




Control de Producto Acabado

Control de esterilidad alimentario para:

— Leche UHT, Esterilizada, ESL, Postres lacteos
— Bebidas de Extractos Vegetales

— Zumos, mezclas de zumo y leche

— Cremas y Caldos

— Bebidas refrescantes y otras aplicaciones

Productos cosmeéticos, de aseo personal y

detergentes
o’ i




Control Higiene




Control Higiene

Medida del ATP TOTAL como indicador de
una limpieza incorrecta en superficies y
aguas de aclarado

Permite
(resultac

Integrab

a accion correctiva de inmediato
0S en segundos)

e en el APPCC

Valores de decision (pasa o falla)
Lumindmetros portatiles -
Dispositivos integrados \$



Aplica

iones. Resumen ()

e Filtracion Incubacion Incubacion
_ _ Analisis de directa del previa en
Tipo de producto (S directo membrana envase caldo
Leche UHT, Kit . 2- 3 dias
esterilizada, ESL S| No No
N
Bebidas de Kit Si No 2- 3 dias
extractos vegetales
Mezclas zumos Kit Si No 2- 3 dias
y leche UHT
Control de . . Si No No
Superficies Dispositivos
Aguas de Di "
ispositivos :
aclarado P S| No No
ATP total Kit Si ) No
Postres lacteos i Dilucién No 2. 3 dias

termizados

1/10




Aplicaciones. Resumen (ll)

Filtracion Incubacién Incubacién
Andlisis de directa del previa en
Tipo de producto Kits directo membrana envase caldo de
cultivo
Productos Kit + Si
cosméticos y Aplicaciones en caldo ? No 24- 48 h.
detergentes
Zumos UHT Kit Si No
Productos de aseo Kit + Si
personal Aplicaciones en caldo ?
Refrescos y
bebidas ] Si Si
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