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Comunicaciones breves

Una Reaccion de Bioluminiscencia que detecta Trifosfato de Adenosina

(ATP) como determinante de Suciedad Biologica

Guillermo TEMPRANO y Miguel D’ AQUINO*

Facultad de Farmacia y Bioquimica - Universidad de Buenos Aires,
Junin 956, 4° Piso, C1113AAD. Buenos Aires, Argentina

RESUMEN. Por medio de la bioluminiscencia se puede detectar la cantidad de ATP presente en una su-
perficie. Esto se relaciona directamente con la suciedad biologica, entendiéndose por tal a la constituida
por sustancias or ganicas de origen vegetal o animal, incluyéndose a los microor ganismos. Es opinion gene-
ralizada que el ATP es rapidamente destruido luego de la muerte celular por accién de la ATPasa. En la
presente comunicacion se publican resultados que ponen en discusion esta afirmacion. Se concluye que en
las condiciones de trabajo descriptas, la bioluminiscencia es muy sensible para determinar materia organi-
cadeorigen animado, pero es poco sensible para los microorganismos en particular.

SUMMARY. “The Adenosin Triphosphate [ATP] Reaction as a Biological Dirty Indicator”. ATP present on a
surface can be quantified by means of bioluminiscence. Thisis directly related with biological dirty, understand-
ing by such the one composed by organic substances from vegetal or animal origin, including microorganisms. It
is a general opinion that ATP is quickly destroyed after celular death, by action of ATPasa. In the present com-
munication results are published that put this affirmation in discussion. It is concluded that under the mentioned
work conditions, bioluminiscence is very sensitive for animated origin organic matter, but is of very low sensitiv-

ity for microorganismsin particular.

INTRODUCCION

Se entiende por suciedad bioldgica la consti-
tuida por sustancias organicas de origen vegetal
y animal, incluyéndose a los microorganismos.
Los niveles de estas sustancias pueden ser utili-
zados para ser detectadas sobre diferentes su-
perficies proporcionando una medida de la hi-
giene de las mismas.

El adenosin trifosfato [ATP] es un intermedia-
rio del metabolismo energético de todo organis-
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El maximo de emisién se da a 562 nm, y el
rendimiento de la reaccién (fotones emitidos en
funcién del nimero de moléculas de ATP trans-
formadas) es de aproximadamente 100% 4. El lu-
minometro expresa las lecturas en URL (Unida-

mo vivo. En 1947 McElroy describe la reaccion
de bioluminiscencia del sistema luciferina/lucife-
rasa y demuestra el rol del ATP como factor de-
terminante en la emisién de luz 1. En la década
de 1970 los estudios bioquimicos del sistema lu-
ciferina/luciferasa sefialan que la emisiéon lumi-
nosa es directamente proporcional a la cantidad
de ATP presente en el medio 23, segun la si-
guiente reaccion 4

D-oxiluciferina + PPi-Mg,* + AMP + CO, + luz

des Relativas de Luz). En el mercado existen di-
versos instrumentos cuya sensibilidad es varia-
ble, pero la cantidad posible de detectar es de
4,6 10-18 moles de ATP (2,3 1015 g) 5.

Las ventajas de recurrir a la bioluminiscencia
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frente a otros métodos clasicos de microbiologia
es la de obtener una respuesta al instante, evi-
tandose incubaciones de diversos dias que de-
morarian la respuesta.

Es opinién generalizada que el ATP es rapi-
damente destruido luego de la muerte celular
por accion de la ATPasa, pudiendo ser esto un
factor determinante en la deteccion de microor-
ganismos presentes en un producto 0 una su-
perficie 56. En el presente trabajo se publican
resultados que ponen en discusion esta afirma-
cion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé6 un luminémetro HY-LITE 2
(Merck®), con dispositivos reactivos. Estos Ulti-
mos contienen los reactivos luciferina y lucifera-
sa, que en presencia de ATP presente en la
muestra emiten fotones que son medidos por el
lumindmetro.

Se empled agar de recuento en placa PCA
(Merck®), como medio no selectivo para el de-
sarrollo de los microorganismos de trabajo.
También se usé solucion fisiologica estéril

Se emplearon los siguientes microorganis-
mos: Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococ-
cus aureus ATCC 6538P y esporos de Bacillus
subtilis ATCC 6633, ademas de almidén de tu-
bérculos de papa (Solanum tuberosum L.).

Determinaciones efectuadas

a) Lectura de URL en escalas decrecientes de
suspensiones bacterianas (orden 108 a 100) para
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El ob-
jetivo de esta experiencia es determinar el um-
bral (bacterias/ml) por debajo del cual la biolu-
miniscencia no es sensible, es decir, no se dife-
rencia de un blanco de solucién fisioldgica.

b) Siembra de alicuotas de 3 ml de suspen-
siones de Staphylococcus aureus y esporos de
Bacillus subtilis en placas de Petri, por triplica-
do (el volumen de 3 ml responde al menor vo-
lumen necesario para cubrir toda la placa con
una pelicula de la suspension). Secado a 37 °C
durante 24 h. Posteriormente se determino para
cada microorganismo, la bioluminiscencia por
hisopado, un recuento de UFC (Unidades For-
madoras de Colonias) por contacto con placa
RODAC (Replicate Organism Duplicate Agar
Contact), y un recuento de UFC por siembra en
profundidad en PCA (Agar de Recuento en Pla-
ca).

c) Lectura de URL en solucion saturada de
almidon proveniente de tubérculo de papa, an-
tes y luego de autoclavar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se detallan los resultados de
Unidades Relativas de Luz (URL) en funcion de
la concentracion de bacterias/ml y para los dos
microorganismos bajo ensayo (Escherichia coli y
Staphylococcus aureus).

En la Tabla 2 se consignan los resultados de
Unidades Relativas de Luz (URL) y de recupera-
cion de bacterias (UFC) luego del secado a 37
°C durante 24 h de 3 ml de suspensiones decre-
cientes de Staphylococcus aureus y esporos de
Bacillus subtilis.

La solucion saturada de almidon de papa se-
fialé un valor de 54.000 URL previo a su auto-
clavado. Luego de autoclavar a 121 °C durante
15 min, este valor disminuyo a 490 URL.

Escalas

De las experiencias efectuadas con ambos
microorganismos, cabe inferir que en suspensio-
nes bacterianas cuya concentracion sea inferior
a 105/ml, la bioluminiscencia no es sensible. Es-
te hecho fue constatado en reiteradas oportuni-
dades con resultados similares. En las condicio-
nes experimentales se trabajé con suspensiones
en solucion fisiolégica cuyo valor en URL es
comparable a suspensiones de 104 bacterias/ml.
La medicidn en un caldo estéril tripteina de soja
TSB arroja un valor de 2.900 URL, muy superior
que el de las suspensiones de 104 bacterias/ml.

Lectura en superficies

En ambos casos, las URL por hisopado de las
superficies secas mostraron valores muy bajos
(practicamente no se diferencian de solucién fi-

Orden Lectura URL

concentracion

(bacterias/ml) Escherichia Staphylococcus

coli aureus
108 45.000 64.000
107 6.800 6.800
106 330 2.100
105 110 84
104 26 5
108 13 15
102 29 6
10! 25 37
100 13 19

Soluciodn fisioldgica 14

Tabla 1. Lectura de Unidades Relativas de Luz (URL)
en funcioén de la concentracién de bacterias/ml.
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Bacterias URL Recuento agar profundidad RODAC
inoculadas (UFC) (UFC)

(t0) S. aureus B. subtilis S. aureus B. subtilis S. aureus B. subtilis
3.106 17 63 530 > 1000 123 > 1000
3.105 19 16 90 > 1000 14 > 1000
3.104 38 93 70 > 1000 15 > 1000
3.103 14 35 56 > 500 1 > 500

Tabla 2. Lectura de Unidades Relativas de Luz (URL) y recuperacion de bacterias (en UFC) luego de secado a

37 °C durante 24 h.

siologica estéril). Sin embargo son de destacar
las diferencias halladas respecto de la viabilidad
de las cepas. Se observd una gran mortalidad
por el secado durante 24 h a 37 °C en Staphylo-
coccus aureus, mientras que los esporos de Ba-
cillus subtilis resistieron la disecacién y desarro-
llaron perfectamente tanto en las siembras en
profundidad como en las placas RODAC. No
obstante en este caso no se observé luminiscen-
cia.

Solucion saturada de almidén de tubérculo
de papa

Se evidenci6 una alta sensibilidad a la mate-
ria organica de origen vegetal. Sin embargo, el
proceso de autoclavado destruyd gran parte del
ATP. Este hecho también fue observado en otras
experiencias no descriptas en esta comunica-
cion, tanto con otras materias organicas de ori-
gen animado como con suspensiones concen-
tradas de microorganismos.

CONCLUSION

Con el equipo empleado y en las condicio-
nes de ensayo sefialadas, la bioluminiscencia re-
sultd ser muy sensible para determinar materia
organica de origen animado. En superficies esté-
riles, evidentemente no perfectamente limpias,
se detectaron valores de 200 a 600 URL, con un
umbral de base de 32 URL. No obstante result6
ser poco sensible para los microorganismos en
particular. Por ello se supone que se podrian
obtener valores bajos en URL en muestreos de
superficies contaminadas con miles de bacterias
por cm?, lo cual produciria una falsa idea de
limpieza.

La aplicacion de rutina de la bioluminiscen-
cia en el control de superficies de areas limpias
se limita al control de la materia organica no
sintética, por ello nunca debera reemplazar las
técnicas de muestreo existentes (hisopado para
superficies rugosas o intersticios, y placas RO-
DAC en superficies lisas).
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