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RESUMEN

Con la finalidad de detectar la actividad de fosfatasa alcalina y relacionarla con
el numero mas probable (NMP) de bacterias coliformes por mililitro, se analiz
muestras de leche cruda entera obtenidas de un programa de asistencia
alimentaria del distrito de Chiclayo.

El nimero mas probable de bacterias coliformes de las muestras de leche cruda
entera, fue estimado con el procedimiento ISO 7251, 2005 (NMP en tubo). Para
la deteccién de actividad de fosfatasa alcalina (FA), se empleé 200ul de una
muestra de leche homogenizada con 800ul de SDS 0,1%. Esta solucién se pasé
por un filtro de membrana de 0,22 um de porosidad. Se descart6 el filtrado. Las
bacterias retenidas en el filtro fueron tratadas con buffer lisozima (50 pl: Tris-HCI
25mM, EDTA 10mM, Sucrosa 15%, pH 8,0 y lisozima 35 mg/ml). El filtrado
resultante, que contiene FA, se enfrentd con una solucién de fenil fosfato de
sodio (sustrato), 4-aminoantipirina 29 mmol/l en aminometil propanol 3 mol/l a
pH 10 (buffer) y ferrocianuro de potasio 10 mmol/l (agente oxidante). El tiempo
de reaccién fue 10 minutos a 37°C. El resultado se comparé con un patrén de
fenol equivalente a 200 Ul/I de FA.

Para estimar la actividad de FA por bacteria, se utilizd Escherichia coli K-12
productora de la enzima. Se prepar6 un cultivo de 18 horas en caldo peptonado
a partir del cual se hizo diluciones hasta 1: 512. Una muestra de cada dilucién
(950 ul) fue tratada con buffer lisozima (50 pl); luego, se determiné la actividad
de FA de manera similar como se hizo con las muestras de leche. El nimero de
bacterias en el cultivo de 18 horas fue contado con el procedimiento ISO 4832,
2006 (NMP en placa).

Para relacionar el NMP de coliformes/ml con la actividad de FA en una muestra
de leche, se tuvo en cuenta una ecuacion logaritmica derivada de la actividad de
la enzima. Este procedimiento fue sometido a validacion interna siguiendo las
recomendaciones de la Asociacién Espariola de Farmacéuticos de la Industria,
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién y la
Oficina de Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos.
Respecto a la validacién de la selectividad de la prueba, se encontr6 84,78% de
interferencia. La prueba mostré linealidad; el coeficiente de correlacién resultd
0,99 y el de determinacién 99,8%. El coeficiente de variacion fue 11,38%. El limite
de deteccion resulté 0,093 Ul/l de actividad de fosfatasa alcalina y el de
cuantificacion 0,309 Ul/l. Se recomienda realizar ensayos de esta prueba en
diferentes cepas productoras de la enzima.

Palabras Clave: Fosfatasa alcalina, NMP de coliformes, Contaminacion de
leche.



ABSTRACT

In order to detect alkaline phosphatase activity and relate it to the most probable
number (MPN) of coliform bacteria per milliliter samples of whole raw milk
obtained from a food assistance program in the district of Chiclayo, was analyzed.

The most probable number of coliform bacteria of samples of whole raw milk, was
estimated with 1ISO 7251, 2005 (MPN tube) procedure. For the detection of AP
activity, 200 ul homogenized milk with 800 pl 0.1% SDS was used. This solution
was passed through a membrane filter 0,22 um porosity. The filtrate was
discarded. Bacteria retained on the filter were treated with lysozyme buffer (50
ul: 25mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 15% Sucrose, pH 8,0 and lysozyme 35 mg/ml).
The resulting filtrate containing AP, was mixed with a solution of phenyl sodium
phosphate (substrate), 4-aminoantipyrine 29 mmol/l in aminomethyl propanol 3
mol/l pH10 (buffer) and potassium ferrocyanide 10 mmol/l (oxidizing agent). The
reaction time was 10 minutes, at 37 °C. The result was compared with a standard
phenol equivalent 200 1U/I of AP.

Was used Escherichia coli K-12 enzyme producing to estimate AP activity by
bacteria. 18-hour culture was prepared in peptone broth from which dilutions were
made up to 1: 512. A sample of each dilution (950 ul) was treated with lysozyme
buffer (50 ul); then AP activity was determined in a similar manner as was done
with the milk sample. The number of bacteria in the culture of 18 hours was
counted with the ISO 4832, 2006 (plaque MPN) procedure.

To relate the MPN coliform / ml with AP activity in a sample of milk was
considered a logarithmic equation derived from the activity of the enzyme. This
procedure was subjected to internal evaluation following the recommendations of
the Spanish Association of Pharmaceutical Industry (AEFI), the Food and
Agriculture Organization of the United Nations and Food and Drug Administration
(FDA) of the United States. For the validation of the selectivity of the test, 84,78%
interference was found. The test showed linearity. The correlation coefficient was
0,99; the determination coefficient 99,8%. The variation coefficient was 11,38%.
The detection limit was 0,093 IU/I of alkaline phosphatase activity and the
quantization 0,309 IU/l. It is recommended that this test trials in different strains
producing the enzyme.

Keys words: Alkaline phosphatase, MPN coliform, milk pollution



INTRODUCCION.

La contaminacion de alimentos consiste en la presencia de sustancias de
origen bioldgico o quimico, que son riesgosas o toxicas para la salud del
consumidor!. Los programas de vigilancia, prevencién y control de la
contaminacién de alimentos en Perq, se actualizaron con el D.S. 007-98-
SA, 24.SEP.98 (Reglamento sobre el Control Sanitario de Alimentos y
Bebidas), y hace algunos afos se han acondicionado a las normas
internacionales (R.M. N° 591-2008-MINSA)?3, esto supone la
implementacion de técnicas microbioldgicas que permitan la deteccién de
microrganismos de manera rapida y eficaz. Actualmente, las técnicas
utilizadas en nuestro pais implican tres dias de procesamiento de
muestras para obtener resultados.

El principal efecto nocivo a la salud, producto de una contaminacion
alimentaria, es un episodio de enfermedad diarreica aguda (EDA), el cual
es de notificacién obligatoria a la Direccion General de Epidemiologia del
Ministerio de Salud®.

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA), constituyen un problema de
salud publica en el pais. El impacto producido por estas enfermedades,
especialmente en nifios y ancianos, se ha caracterizado por su efecto
negativo sobre el estado nutricional y elevadas tasas de mortalidad infantil
(760 mil muertes en niflos menores de 5 afnos, segun OMS). Los episodios
de EDA muestran una tendencia lenta de descenso, con mayores
episodios en las primeras semanas del afo, debido a que el clima favorece
la diseminacion de las bacterias que las provocan. La Encuesta
Demogréafica y de Salud Familiar (ENDES 2014), muestra que la
prevalencia de diarrea entre nifios menores de cinco afios de edad alcanzé
12,1%, un porcentaje menor al encontrado en la Encuesta 2009 (14,0%)°.

Las bacterias causantes de enfermedades transmitidas por alimentos son
principalmente: Vibrio sp, Salmonella sp, Shigella sp, Escherichia coli,
Campylobacter sp, Yersinia sp, Clostridium sp, Staphylococcus spy desde
hace algunos afnos se investiga con énfasis Listeria monocytogenes. De
ellas, el principal indicador de contaminacion alimentaria es Escherichia
coli, la cual se ha investigado tradicionalmente con la técnica del nUmero
mas probable (NMP)8. Actualmente, se dispone de kits de deteccion
basados en RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real),
los cuales han reducido el tiempo de deteccién a un dia’.

Muchas de las organizaciones gubernamentales que tienen bajo su
responsabilidad la vigilancia y el control de la contaminacién de los
alimentos, a pesar de haber implementado algunos programas de

9



educacioén sanitaria, no presupuestan recursos para investigar o adquirir
kits de deteccion de bacterias indicadoras de contaminacion o sus
metabolitos”®, de manera que se hace mas dificil reducir la tasa de
morbilidad de la poblacién, afectada especificamente en el tracto
gastrointestinal.

Algunas investigaciones orientadas a la evaluacion de la calidad sanitaria
de leche cruda, han sugerido reformas en la deteccién de patdgenos
debido a su bajo nivel de identificacion. Especial referencia se ha hecho a
las metodologias de cultivo microbiano ISO, por lo que se requiere un
nuevo enfoque en la trazabilidad de este alimento®.

El uso de la tecnologia de biosensores conocida internacionalmente desde
1962 y aplicada a la medicina en 1975, podria resultar una alternativa de
solucién. Actualmente, estos instrumentos estan al servicio del control de
la contaminacién ambiental, la industria agroalimentaria, la farmacéutica,
los procesos industriales, entre otros. El desarrollo de investigaciones
basicas y aplicadas en esta linea esta aun incipiente en nuestro pais. Por
lo tanto, es un reto iniciar la busqueda de soluciones rapidas vy
econémicas, sobre todo para los programas de asistencia alimentaria
donde se ha reportado contaminacién microbiana'.

En este contexto se planted la posibilidad de cuantificar bacterias a través
de la deteccion de la actividad de fosfatasa alcalina, relacionandola con la
técnica del nimero mas probable de coliformes. Para ello, se analizé la
tecnologia de un biosensor 6ptico y se probd una forma de deteccion de
la actividad enzimatica, validando esta técnica segun lo sugerido por la
Asociacion Espanola de Farmacéuticos de la Industria, Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién y la Oficina de
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

La deteccién de fosfatasa alcalina ha sido tradicionalmente utilizada como
marcador de pasteurizacion de leche, debido a su termolabilidad'® 13. Y
aunque se le ha relacionado con la presencia de microorganismos
patdgenos, en la regién no se ha encontrado trabajos de investigacion que
propongan la cuantificacion de bacterias a partir de la evaluacion de la
actividad esta enzima; sobre todo relacionandola con la técnica del
namero mas probable de coliformes.

Por otro lado, las investigaciones sobre biosensores, que datan desde
1962, cuando Clark y Lyons desarrollaron un analizador de glucosa,
comercializado en 1975 como “Enzyme electrode” por Yellow Springs
Instrument Company; han sido el punto de partida para desarrollar
métodos rapidos, confiables y econdémicos, que faciliten el hallazgo de
analitos de interés médico o alimentario, como el caso de fosfatasa
alcalina'.

Se ha descrito que el control de calidad, utilizando Analisis de Peligros y
Puntos Criticos Control en la industria lactea, genera un gran volumen de
muestras y los costos asociados son significativos. Por lo tanto, urge el
desarrollo y aplicacibn de sistemas analiticos rapidos, sensibles vy
rentables para la deteccidon de patdgenos en la leche. Como es de
esperarse, se ayudaria a la industria lactea en la reduccion de los gastos
generales y la gestion de la produccién. Los recientes avances en las
tecnologias de deteccion de patdégenos para el andlisis de la leche, se ha
centrado en la amplificacién del &cido nucleico y biosensores™®.

Es de especial interés centrarse en tecnologias rapidas y econémicas, por
lo que la forma inteligente de detectar microorganismos utiles o
perjudiciales, es hacerlo mediante el uso de biosensores, lo cual
constituye un desafio para los investigadores'®. Desde hace varias
décadas se ha propuesto esta tecnologia para industrias de alimentos y
bebidas, ya que estas usan métodos analiticos laboriosos, que demandan
uno a mas dias. Con una tecnologia moderna se podra asegurar la calidad
de los productos y el control de procesos'’.

Se ha encontrado investigaciones bibliograficas que han tomado varios
anos de revision y que resaltan la importancia de los biosensores y su
aplicacion en la investigacion en alimentos y homdlogos; sobre todo en el
control de procesos automatizados y no automatizados, deteccion de
micotoxinas, identificacién de factores antinutricionales, residualidad de
contaminantes organicos tradicionales y emergentes (pesticidas,
antibiéticos, hormonas, dioxinas, furanonas, entre otros), seguimiento y
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control microbiolégico, presencia de organismos genéticamente
modificados, alérgenos y composicién nutricional, entre otros. Y se ha visto
que esta tecnologia es una excelente alternativa a los métodos
convencionales que, para detectar una contaminacion microbiana,
dependen de etapas de enriquecimiento, seguidos de una identificacion
bioquimica, tomando en algunos casos hasta una semana para toda la
prueba.18-20

Muchos trabajos de investigacion reportan identificacion de patégenos de
alimentos y agua, especialmente Escherichia coli, utilizando técnica de
biosensores, unos amperométricos otros potenciométricos o
piezoeléctricos?'23. Sin embargo, no se ha encontrado reportes sobre el
uso de fosfatasa alcalina como analito, sino como transductor de
bioafinidad, como el utilizado por Liu & Li?4, para detectar Escherichia coli
O157:H7. En su trabajo, ellos separaron inmunomagnéticamente al
patégeno de la muestra a manera de sandwich (anticuerpos en camas
micromagnéticas - E. coli - anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina)
y luego midieron la absorbancia del p-nitrofenol a 400 nm, a partir de la
hidrélisis del p-nitrofenil por la fosfatasa alcalina (E.C.3.1.3.1). Se examin6
la selectividad del sistema y no se observd interferencia de otros
patégenos como Salmonella tiphymurium, Campylobacter jejuni y Listeria
monocytogenes. El rango de deteccion fue 3,2x102 a 3,2x10* UFC/mL Yy la
desviacion estandar relativa fue 2,5 — 9,9%. La deteccion total se realiz
en menos de 2 horas.

En la busqueda de informacién sobre posibilidad del conteo microbiano
basado en el funcionamiento de un biosensor Optico, se encontrd
referencias de sensores o6pticos disefiados a identificar secuencias de
ADN de E. coli, como el desarrollado por Almadidy et al®®, quienes
utilizaron sondas del gen Lac Z sobre una superficie de fibra 6ptica, con
agentes fluorescentes intercalares, para reportar eventos de hibridacién
en las cadenas diana. Este biosensor fue capaz de detectar secuencias
de ADN en E. coli a nivel de picomoles en pocos minutos.

También se ha informado acerca de biosensores que cuantifican células
somaticas o bacterias?®, especificamente E. coli; no solo en muestras de
carne?’ o espinacas ?’-28, sino también en leche cruda?®s: 2.

En el caso de conteo de células, Maraldo y Mutharasan?’, por ejemplo,
mediante sensores PEMC (Piezoelectric-excited millimeter-sized
cantilever), lograron cuantificar Escherichia coli O157:H7 (EC) en
muestras de carne molida. El cambio total de la frecuencia de resonancia
obtenido para las muestras inoculadas fue 138 £ 9, 735 £ 23, 2.603 £ 51 y
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7.184 + 606 Hz, correspondientes a concentraciones de EC de 10, 100,
1.000 y 10.000 células/ml, respectivamente.

Como se ha referido, la actividad de fosfatasa alcalina no se ha asociado
al conteo de bacterias contaminantes de la leche, pero si al conteo de
bacterias mesdfilas en espinaca. En este procedimiento se utilizé un kit de
deteccion basado en emision de fluorescencia y se establecié una
ecuacion de regresion entre la actividad de la enzima y el nimero de
células (r=0,9)%.

Por otro lado, la enzima que mas se ha investigado y relacionado con el
conteo de bacterias coliformes ha sido beta galactosidasa. Unas
investigaciones, como la de Boyachi®®, han utilizado inmunosensores
basados en la captura de E. coli, cultivandola en caldo Luria Bertani con
la adicién del inductor isopropil beta-D-tiogalactopiranédsido (IPTG). En
este caso, la beta galactosidasa inducida convirti6 p-aminofenil beta D-
galactopiranésido (PAPG) en p-aminofenol (PAP), el cual fue medido por
amperometria usando un electrodo de disco rotatorio de oro. Se obtuvo
una buena correlacion linear (r>= 0,989) entre el log UFC/ml de E. coliy el
tiempo necesario para producir una concentracion especifica de PAP. La
deteccién amperométrica permitio la deteccion de 2x108 UFC/ml de E. coli
dentro de los 30 minutos del periodo de incubacién. Otro caso parecido
fue el desarrollado por Mittelmann et al®', quienes usaron p-amino fenil
beta D-galactopirandsido como sustrato, determinando la densidad de
coliformes representado por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. La
deteccién de E. coli fue lograda usando un electrodo cubierto por
anticuerpos que se unen especificamente a la bacteria. La deteccién
amperométrica permitié la determinacion de 103 UFC/ml en 60-75 min.

Hasta ahora, en el campo del diagnéstico rapido, fosfatasa alcalina se ha
reportado mas comunmente como parte del elemento transductor de un
sensor de deteccidn rapida de un determinado analito, que en algunos
casos ha sido un microorganismo?’.

13



MATERIAL Y METODOS.

3.1.

Material.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

3.1.6.

Bioldgico.

* Leche cruda entera recolectada del Programa “Vaso de
Leche” del distrito de Chiclayo.

» Escherichia coli K-12 (BioRad)

De Vidrio.

* Tubos de ensayo 15 x 100 (Pirex)
* Tubos de Durham (Kimax)

* Matraces de 500 ml (Kimax)

» Pipetas de 10 ml (Kimax)

De polipropileno.

» Tubos de centrifuga 2 ml (Eppendorf)

» Cubetas para espectrofotémetro (Brand)

» Tips para micropipetas de 2-100 ply 100-1000 pul (Brand)

Medios de Cultivo.

» Caldo Lauril sulfato (Merck)

» Caldo lactosado bilis 2% (Merck)
» Caldo Peptonado (Merck)

Reactivos.

» Dodecil sulfato de sodio 0,1% (SIGMA)

» Buffer: 4-aminoantipirina 29 mmol/l en solucion de
aminometil propanol 3 mol/l, pH 10 (a 37°C) (Wiener)

» Fenilfosfato de sodio 1,4 mol/100mI (Wiener)

» Ferrocianuro de potasio 10 mmol/l (Wiener)

e Solucién de fenol equivalente a 200 Ul/I de fosfatasa
alcalina (Wiener)

» Lisozima 35 mg/ml (Lisolac® - REFASA)

* Agua destilada

Equipos e instrumentos

» Espectrofotémetro UV-VIS Genesys 10 (Thermo)
» Bafo de agua 37°C (Branstead/Lab-Line)

* Incubadora 30°C (Memmert)

* Micropipeta 10 — 100 pl (HTL)

* Micropipeta 100 — 1000 pl (HTL)

14



Crondémetro (Sunbeam)

3.1.7. Otros.

Filtros de membrana estériles de 0,22 um de porosidad
(Sterile Millex® Filter Unit - Millipore)

Tips para micropipeta de 10-100ul y de 100-1000u! (HTL)
Jeringas hipodérmicas 1 ml (Nipro)

Algodon (CKF)

Gradillas, marcadores de tinta indeleble.

3.2. Metodologia.

3.2.1. Propuesta de deteccion de actividad de fosfatasa alcalina

de origen microbiano basada en el funcionamiento de un
biosensor éptico.
Sobre la base del fundamento del funcionamiento de un
biosensor 6ptico’®, se plante6 la forma de cuantificar
bacterias con actividad de fosfatasa alcalina en leche cruda.
(Figura 1):

Se considerd un pretratamiento de cada muestra de
leche cruda con Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1%
para liberar la enzima de fuentes no microbianas, como
la que permanece capturada en globulos de grasa®.
Para el atrapamiento de bacterias productoras de la
enzima, se usé un filtro de membrana de 0,22 pl de
porosidad.

El elemento de reconocimiento estuvo representado por
fenil fosfato de sodio; con buffer aminoantipirina en
aminometil propanol a pH 10, como medio de interaccién.
Y el sistema de transduccién, emision de senal y registro
de datos, estuvo representado por el espectrofotometro
UV-VIS Genesys 10 (Thermo).
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Fosfatasa
alcalina
(Coliformes)

Fenil fosfato
de sodio

Espectrofometro

Figura 1. Deteccion de actividad de fosfatasa alcalina de origen microbiano
acondicionado a un modelo de biosensor.

3.2.2. Recuento de Coliformes (Basado en ISO 7251; 2005)33.
ElI NMP de coliformes, es la prueba estandar para detectar la
contaminacion de leche. Por lo tanto, para conocer la cantidad
de coliformes presentes en una muestra de leche cruda, se
usoé esta técnica, basada en el procedimiento ISO 7251, 2005;
y se procedié de la siguiente manera (Figura 2):

» Se preparé series de tres tubos con caldo triptona lauril
sulfato (TSL) conteniendo campanas de Durham. Del
mismo modo, se prepar6 tubos con caldo Escherichia coli
(EC).

e En tubos con 9 ml de caldo peptonado 0,1% (CP), se
realiz diluciones de la muestra de leche cruda entera.
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Se sembrdé 1 ml de cada diluciéon en cada una de las

series de tubos con caldo triptona lauril sulfato.

Luego se incubd a 37 + 1°C durante 24 * 2 horas (+ 24

horas si era necesario).

A partir de cada tubo en donde se formd gas, se sembré

con asa de kolle en caldo EC y en caldo peptonado 1%.

Se incubd a 45 + 2°C durante 48 £ 2 horas.

La prueba se consider6 positiva si producia

desprendimiento de gas en caldo EC e indol en CP

(comprobado por la adicién de reactivo de Kovac’s y

formacién de un anillo rojo).

Para el conteo, se consider6 3 diluciones con tubos

positivos segun los siguientes casos:

v" Cuando al menos una diluciéon presentaba 3 tubos
positivos, se eligié la mas diluida que presente los 3
tubos positivos y las dos diluciones siguientes con
tubos positivos.

v' De no presentarse el caso anterior, se eligi6 las
ultimas 3 diluciones (mas diluidas) que contenian al
menos un tubo positivo.

El NMP fue determinado con la ayuda de la tabla

preparada para este caso. (Anexo 1).
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DIA 1

DIA 2

DIA 4

Figura 2.

g Uy

Muestra liquida 10° 102 lU;
Dilucién madre (10") (10 3 (1079) (10
5 < L @ @ <
10 mL 1 mL
TSL a doble

iz TSL a simple concentracion
concentracion

g8d 06 Bub BUE 30k

10° 10~ 10° 103
(10 (109 (10 (109

Incubar a 37°C + 1°C durante 24 h + 2 h (+24 h si es necesario)

Sembrar a partir de los tubos congasen ECy CPad45°C+2+C

N TR
o UEY B B0 b

100 10 102 10
(10" (102 (10°%) (104

Incubar en bano a 45°C £ 0,5 £ C durante48 h £ 2 h

Anadir 0,5 mL de reactivo de Kovacs a los tubos de CP

5|15 o1 s o v ol s s

Mezclar y examinar al cabo de 1 min
Contar el niimero de tubos con coloracion roja y formacion de gas

ECB Hcp

Determinar el NMP

Método horizontal para el recuento de Escherichia coli presuntivas.
Técnica del NMP (Basado en la norma ISO 7251).
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3.2.3. Deteccion de actividad de fosfatasa alcalina de
Escherichia coli k-12.
Debido a que E. coli es la bacteria representativa de las
coliformes y con la finalidad de tener un patron bacteriano
de actividad de fosfatasa alcalina se utilizé6 una cepa de E.
coli K-12, para lo cual se hizo lo siguiente:

Se prepard un cultivo de Escherichia coli K-12, de 18

horas, en caldo peptonado 1%.

Luego, se realizo6 diluciones al medio en caldo peptonado

1% hasta 1:512.

Después de homogeneizar, se leyeron las absorbancias

de cada dilucién a 550 nm.

Ademas, 950 pL de cada dilucion se mezclé vy

homogeneiz6 con 50 uL de buffer lisozima (Tris-HCI

25mM, EDTA 10mM, Sucrosa 15%, pH 8,0 y lisozima 35

mg/mL). Se dejé reposar durante 10 minutos.

A partir de este lisado, se tomé una muestra de 25 pl para

determinar la actividad de fosfatasa alcalina.

Para logarlo, con cada dilucién se trabajé de la siguiente

manera:

v Se incubd durante 5 minutos en bano de agua a 37°C,
tres tubos de ensayo marcados como B, Sy M; y que
contenian 250 pl de un buffer formado por 4-
aminoantipirina (29 mmol/l) en solucién de aminometil
propanol (3 mol/l) mas fenil fosfato de sodio (14 mM),
apH 10.

v" Al tubo M se le agregé 25 pl de lisado; al tubo S, 25
pul de una solucién de fenol equivalente a una
actividad de FA de 200 Ul/I. El tubo B se mantuvo solo
con el buffer.

v" Después de 10 minutos de incubacién, se agreg6 a
todos los tubos 1.250 pl de ferrocianuro de potasio (10
mmol/l).

v Luego se leyé la absorbancia de la reaccion
coloreada de los tubos en un espectrofotometro a 520
nm de longitud de onda, llevando el equipo a cero con
la solucién buffer contenida en el tubo B.

v" Finalmente se realizé el calculo de actividad de
fosfatasa alcalina con la férmula:

Fosfatasa Alcalina (Ul/l) = % x Abs M
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3.2.4. Recuento de E. coli k-12 productoras de fosfatasa
alcalina (Basado en ISO 4832; 2006)33.
Para conocer el numero de E. coli k-12 que contenia el

cult

ivo de 18 horas, se realiz6 el procedimiento ISO 4832;

2006, que a continuacion se describe (Figura 3):

2.C

ny =
ngz

Se realiz6 diluciones al décimo del cultivo microbiano de
18 horas.

Se agregd por duplicado, 1 ml de cada una de las
diluciones en placas Petri estériles.

Se anadié 15 ml de agar Mc Conkey a 45 + 2°C.
Después de homogeneizar se dej6 solidificar. Aparte, se
prepard una placa testigo para controlar la esterilidad del
medio.

Luego, se incub6 cada cultivo a 37 + 1 °C.

Para el conteo, se considerd las colonias caracteristicas
(diametro mayor o igual a 0,5 mm) en las placas que
contenian menos de 150 colonias.

Se tomo en cuenta las placas que contenian un maximo
de 150 colonias al nivel de dos soluciones sucesivas. Era
necesario que al menos una placa contenga mas de 15
colonias.

Se calculd el numero de bacterias por mililitro segun la
férmula:

2C
N =
(n1+0,1'n2)'d

Donde:

=Suma de las colonias contadas en todas las placas
consideradas, de dos diluciones sucesivas y con al
menos una placa con un minimo de 15 colonias.
numero de placas consideradas en la primera dilucion.
namero de placas consideradas en la segunda dilucion.
nivel de dilucion correspondiente a la primera dilucion
considerada para el contero (d = 1 cuando la muestra
para andlisis se ha sembrado directamente).

Conociendo el numero de bacterias encontradas en el
cultivo de 18 horas, se pudo deducir qué valor de fosfatasa
alcalina corresponde a este determinado numero de células.
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Muestra liquida 10" 10° 107
Dilucién madre (101 (I(T* (107) (10
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL

O 0O O
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100 10" 102 10°
(10 (102) (107) (10%)

Verter 15 mL de Mec Conckey a 45°C + 2°C
Mezclar y dejar solidificar

%

Cubrir con 4 mL de Mc Conckey a 45°C +2°C
Incubar a 30°C + 1°C 0 37°C £ 1°C durante 24 h+ 2 h

DiA 2 I ]
Retener las placas con menos de 150 colonias caracteristicas
10° 10" 102 10°
(107 (10°%) (107 (10
Lectura y expresion de resultados
Figura 3. Método horizontal para el recuento de Escherichia coli K-12. Técnica del

recuento de colonias (Basado en la norma ISO 4832).
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3.2.5. Deteccion de actividad de fosfatasa alcalina de origen
microbiano en leche cruda.

Con la finalidad de conocer si existe relacién entre la

actividad de fosfatasa alcalina de origen microbiano en leche

cruda y el NMP de coliformes, se procedié de la siguiente
manera:

* Enuntubo de ensayo 15x100 se agreg6 200 pl de leche
cruda entera mas 800 pl de SDS 0,1%.

» Después de mezclar e incubar a 37°C por diez minutos,
se filtrd la solucion a través de una membrana estéril de
0,22 um de poro.

» Se lavo el filtro con 500 ul de agua destilada estéril y se
descarté el lavado.

* Se anadié al filtro 30 pl de lisozima 35 mg/ml y dejo diez
minutos a temperatura ambiente (22°C). Este
procedimiento lis6 la pared celular y dejé libre la
fosfatasa alcalina del espacio periplasmatico34.

* Se anadi6 220 uL de agua destilada estéril y midié la
actividad de fosfatasa alcalina del filtrado, como se hizo
en el procedimiento 3.2.3, tomando como muestra 25 pl
de este lisado mezclado con agua destilada.

« EI valor final corresponde a la actividad enzimatica
bacteriana de 200 ul de leche, por lo que se multiplicé
por 5 para tener el valor correspondiente a 1ml de leche.

« Teniendo en cuenta que, con los procedimientos
anteriores, se puede estimar el nimero de bacterias en
funcion de la actividad de fosfatasa alcalina, se aplicé la
ecuacion de regresion (siguiendo el modelo logaritmico)
y=a+b*In(x):

(%)

xX=e\b

Donde:

X = Numero de bacterias esperado.

e = Constante, base de logaritmo natural.

y = Actividad de fosfatasa alcalina observada en
funcion del numero de bacterias segun el
modelo logaritmico.

a = Término constante de la regresion.

b = Razén de cambio esperada de actividad de

fosfatasa alcalina (UI/L) por cada unidad de
cambio en el logaritmo natural del numero de
bacterias (x).
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3.2.6. Validacion interna de la prueba que estima el numero de

bacterias productoras de fosfatasa alcalina en muestras
de leche cruda.
Para la validacion del test se tuvo en cuenta lo recomendado
por la Asociacidén Espanola de Farmaceéuticos de la Industria
(AEFI), Administracion de medicamentos y alimentos de
Estados Unidos (FDA) y Organizacién de las naciones
unidas para la agricultura y la alimentacién (FAQ)3%-37, En
esta investigacion se realizd pruebas de selectividad,
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccién y limite de
cuantificacion.

A.

Selectividad.

En esta prueba, se comparan los resultados del analisis
de muestras con y sin el analito (fosfatasa alcalina). Para
ello, se analizan dos grupos de muestras: uno de seis
muestras sometido a tratamiento térmico en bafno de
agua a 100°C por cinco minutos y otro, sin tratamiento
térmico.

Luego se aplica la prueba t de Student para comprobar
la existencia o no de diferencias significativas entre los
dos grupos. Si los datos obtenidos resultaran muy
variados, se realiza una prueba no paramétrica para
muestras independientes. Antes de aplicar la prueba, se
debe comprobar la normalidad de la distribucion
muestral y la homogeneidad de variancias.

Linealidad.

Este test evalla la capacidad del método para dar
resultados que son directamente proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra. Se analiza, por
triplicado, cinco niveles de concentracién del analito en
una muestra de leche cruda entera (1:1; 1:2; 1:4; 1:8;
1:16). Con los resultados se prepara una tabla
relacionando las cantidades o concentraciones “x” y la

respuesta “y”. La relacién entre ambas variables se
expresa como una recta de regresion del tipo y = a + b* x.

Precision.

La precision evalla el grado de dispersion o
concordancia entre una serie de medidas realizadas. Se
realiza diez analisis de una misma muestra en las
mismas condiciones de operacién (analista, reactivos,
equipos, tiempos). Los resultados se expresan con el

23



coeficiente de variacion: CV (%) = (Desviacion
estandar/media aritmética de los resultados) * 100.

Exactitud.

Para conocer la proximidad entre el valor de numeracion
de bacterias con actividad de fosfatasa alcalina en las
muestras de leche, con el NMP de coliformes (tomando
como biomarcador de contaminacién de alimentos a E.
coli), se analiza la actividad de fosfatasa alcalina de seis
muestras de leche cruda y se determina en cada una de
ellas, el NMP basado en la norma ISO 7251. Luego se
realiza tratamiento estadistico de comparacion de
varianzas.

Limite de deteccion y Limite de Cuantificacion.

Se prepara una serie de muestras con cantidades
decrecientes del analito en la matriz (fosfatasa alcalina
en leche cruda) y se analiza cada una de ellas, seis
veces consecutivas.

De acuerdo con la IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry), el célculo del limite de deteccion
se realiza a partir de la desviacion estandar de la
muestra placebo (sin el analito) y la pendiente de la recta
del analito®.

Como el método a ensayar es espectrofotométrico,
método instrumental que corrige la sefal frente a un
blanco, el limite de deteccion tedrico se calcula mediante
la expresion:

K * Sbl
CL=——
bvn

Donde:

CL = concentracion del analito en el limite de
cuantificacion (LC) o deteccion (LD).

K= constante que usualmente se considera 10 para
LCy 3 para LD.

Sbi = desviacién estandar correspondiente a la senal
del blanco

b= pendiente de la curva de calibrado obtenida al
representar la respuesta del método frente a la
concentracion del analito.

n=  Numero de réplicas.
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Iv. RESULTADOS.
4.1. Recuento de coliformes.

Para garantizar que la metodologia de recuento propuesta sea lo
mas semejante posible con la técnica del NMP, las muestras de
leche cruda se refrigeraron (un dia) después de tomadas, hasta la
realizacion del ensayo. Esto sirvié para validar internamente la
exactitud de lo propuesto en esta investigacion.

Se realizo diluciones hasta 106 y el NMP se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Recuento de coliformes/ml en muestras de leche cruda con
la técnica del NMP (Basado en la norma ISO 7251).

Dilucién mas

N° de tubos Recuento NMP*

Muestra alta con tubos » :
" positivos Coliformes/ml
positivos
1 10°° 3 2.400
2 10°° 3 2.400
3 106 2 1.100
4 106 1 480
5 10° 3 2.400
6 10° 3 2.400

* Segun tabla NMP (Anexo 1)

4.2. Recuento de Escherichia coli k-12 'y deteccidn de actividad de
fosfatasa alcalina.
Después de realizar el cultivo bacteriano en caldo peptonado 1% (18
horas), se prepar6 diluciones del hasta 1:512. Luego se midié las

absorbancias a 550nm. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

El conteo de bacterias de este cultivo de 18 horas (método ISO
4832, 1991) result6:

Dilucion 10°=  Una placa con 133 colonias y otra con 181. Se
considerd la que contenia 133.
Dilucién 106 = Una placa con 31 colonias y otra con 28.

Se tuvo en cuenta las placas que contenian entre 15y 150 colonias.

El nimero de E. coli k-12 por mililitro se obtuvo con la férmula:
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N = LC
B (n1+0,1n2)d

2.C = 192 (suma de colonias de placas de dos diluciones
sucesivas)

ny = 1 (numero de placas consideradas en la 12 diluc.)

nz = 2 (numero de placas consideradas en la 22 diluc.)

d = 10° (nivel de dilucién correspondiente a la 12diluc.)

N = 16 x 10° Escherichia coli k-12/ ml

Un dato importante es la absorbancia del cultivo bacteriano de 18
horas, puesto que permite estimar, en relacion con la dilucién
hecha, un nimero aproximado de bacterias, segun la actividad de
fosfatasa alcalina que muestren (Tabla 3)3.

Tabla 2. Diluciones de cultivo de 18 horas de E. coli k-12 y
absorbancias obtenidas a 550nm.

Dilucién Absorbancia (550nm)
1:1 0,967
1:2 0,582
1:4 0,337
1:8 0,208
1:16 0,115
1:32 0,054
1:64 0,029
1:128 0,015
1:256 0,006
1:512 0,002

Sobre la base de los procedimientos realizados anteriormente, se
relaciond la cantidad de bacterias encontradas en el cultivo de 18
horas (16 x 10% E. coli / ml) con la actividad de fosfatasa alcalina
para cada dilucidon, como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3.

Correspondencia entre la cantidad de E. coli k-12 y la

actividad de fosfatasa alcalina de las diluciones de cultivo

bacteriano.

Dilucion

E. colik-12

Fosfatasa alcalina

: 64
: 128
: 256
:512

— — — ) ) e e e
w
N

(N° bacterias / ml)
16.000.000
8.000.000
4.000.000
2.000.000
1.000.000
500.000
250.000
125.000
62.500
31.250

i
428,30
340,85
240,60
160,40
120,30
60,15
20,05
ND
ND
ND

ND: No se detect6 actividad de la enzima.

Teniendo en cuenta que la actividad de fosfatasa alcalina obtenida
en cada dilucién, correspondiente a un determinado numero de
bacterias, tiene una tendencia logaritmica (Fig. 4), la cantidad de
bacterias (x) se dedujo en funcion de la actividad de fosfatasa
alcalina en UI/L (y) mediante la ecuacién:

x=el5)

Numero de bacterias esperado
Constante, base de logaritmo natural; igual a 2,7
Actividad de fosfatasa alcalina encontrada en funcién

del numero de bacterias segun el modelo logaritmico:
y =98,229 In(x) — 1.229,4.

o
Il

Término constante de la regresion; igual a — 1.229,4.
Razén de cambio de actividad de fosfatasa alcalina

(UI/L) por cada unidad de cambio en el logaritmo
natural del nimero de bacterias (x); igual a 98,229.
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300,00
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100,00

50,00

Actividad de Fosfatasa Alcalina (Ul/L)

0,00

-50,00

Figura 4.

L 2
/ y =98,2291In(x) - 1.229,4

/ R2=0,9735
L 4

5 10 15 20

Millones de E. colif ml

Linea de tendencia de actividad de fosfatasa alcalina (UI/L)
en funcién del numero de bacterias por mililitro.

Segun la ecuacion, la actividad de fosfatasa alcalina (UI/L)
encontrada en la muestra permitié estimar el nimero de bacterias
por mililitro. Se describen ejemplos en la tabla 4.

Tabla 4. Ejemplos de estimacién del numero de bacterias/ml
mediante deteccion de actividad de fosfatasa alcalina,
segun el modelo logaritmico y = 98,229 In (x) — 1.229,4.
Muestras de Actividad de N° de
leche fosfatasa alcalina (Ul/1) Bacterias / ml
1 67,15 493.949
2 79,65 560.499
3 85,32 593.573
4 61,67 467.323
5 38,26 368.820
6 71,43 515.795
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4.3.

Validacion interna de la prueba.
4.3.1. Selectividad.

En este ensayo se realiz6 la deteccidn de actividad de fosfatasa
alcalina a dos grupos de seis muestras, uno con tratamiento
térmico y otro sin él. Se evalué el grado de interferencia que
ocasiona la presencia de fosfatasa alcalina de otras fuentes.

Tabla 5. Actividad de fosfatasa alcalina de muestras de leche cruda
para la validacién por selectividad.

Sin tratamiento Con tratamiento
Determinacion térmico térmico
FA (UI/L) FA (UI/L)
1 400,00 38,10
2 285,71 57,14
3 247,62 57,14
4 209,52 57,14
5 361,90 19,05
6 247,62 38,10
Media 365,08 55,56
Desv. Std. 92,42 19,44
CV (%) 25,31 34,99

a. Determinacion de Interferencia.
La interferencia de fosfatasa alcalina de otras fuentes y otros
metabolitos interferentes, se determin6 mediante la férmula:

Di — Ds

% de inteferencia = — x 100
Donde:
Di = Media de actividad de fosfatasa alcalina de muestras
no sometidas a tratamiento térmico.
Ds = Media de actividad de fosfatasa alcalina de muestras

sometidas a tratamiento térmico.

365,08-55,56

% de inteferencia = 26508

x100 = 84,78

La interferencia de actividad de fosfatasa alcalina de otras fuentes
resulté excesivamente elevada: 84,78%.
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b. Significaciéon de la prueba (U de Mann-Whitney).
Los datos, reunidos en dos grupos, se analizaron con la prueba
U de Mann-Whitney para muestras independientes. Se
encontr6 diferencias significativas entre las medianas de los
grupos, con un nivel de significacion de 0,002 (p=0,05).

Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes

Grupos
Con tratamiento térmico Sin tratamiento termico
M==E M =8
gon<  Rangode media=3,50 Eango.de media =950 500
et B
e - 23
< 400 400 2
= g
£ 2001 200 |-,
= B
o oy g
I I I | | I I I I | I I I
0 50 40 30 zp 4@ op 10 oz 3D 40 50 &0
Frecuencia Frecuencia

Figura5. Prueba U de Mann-Whitney de muestras independientes.
Se observan las frecuencias de los tratamientos de la leche
cruda para validacion de la selectividad.

4.3.2. Linealidad.

Para conocer la linealidad del método, se analizé una muestra de
leche a cinco niveles de concentracion, por triplicado.
Estadisticamente lo correcto habria sido analizar diversas
concentraciones en forma aleatoria, no obstante, la AEFI establece
como criterio practico, analizar la muestra en sentido creciente de
concentracion para minimizar posibles efectos de memoria del
equipo. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Actividad de fosfatasa alcalina en diferentes niveles de
concentracion de una muestra de leche cruda para la
validacion por linealidad.

Actividad de Promedios de Actividad

Dilucién de FA (UI/L) de cada

FA (UI/L) . i
nivel de concentracion
1 1:1 (1) 666,67 531,75
404,76
523,81

2 1:2 (0,5) 357,14 293,65
261,90
261,90

3 1:4 (0,25) 214,29 174,60
190,48
119,05

4 1:8 (0,125) 142,86 111,11
119,05
71,43

5 1:16 (0,625) 95,24 71,43
71,43
47,62

Para la comprobacion estadistica de linealidad se realiz6:

a. Ecuacion de la recta. Pendiente y ordenada en el origen.
Para construir la recta de regresion y = b * x + a, donde x es la
concentracion de la muestra, y la respuesta (actividad de
fosfatasa alcalina en 1 ml de leche), b el valor de la pendiente y
a, el término independiente u ordenada en el origen, se hallaron
los valores de:

p = LEDO-)

Pendiente: S e—1)?

b =485,74

Ordenada en el origen: a=Yy—bx a=48,28
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Fosfatasa Alcalina Ul/L

Linealidad
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Figura6. Recta de regresion lineal de deteccién de actividad de

fosfatasa alcalina de origen microbiano en leche cruda.

b. Coeficiente de correlacién (r)

Para encontrar el grado de relacion entre las concentraciones
de la muestra y los niveles de actividad de fosfatasa alcalina
encontrados, se determiné el coeficiente de correlacién:

_ _Ix-H0-Y)
V2D (-3)?

r=0,999

El valor encontrado nos indica que existe relacién positiva entre
la concentracion fosfatasa alcalina (en leche) y el valor de la
actividad de la enzima, evaluados (en Ul/I).

Coeficiente de determinacion (r?)

El coeficiente de determinacién, medido en porcentaje, se
determind por la diferencia entre la unidad y el cociente de la
varianza residual entre la varianza de la variable dependiente
(actividad de fosfatasa alcalina en Ul/l):

r’=1- = r? = 99,8%

Por lo tanto, el 99,8% de la variacion de la actividad de fosfatasa
alcalina en la muestra, se explica por la variabilidad de la
concentracion de la enzima en dicha muestra, la cual depende
de las fuentes productoras de dicha enzima.
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d. Analisis de las varianzas (ANOVA)
La homogeneidad de varianzas se efectué con el test de
Levene, el cual resultdé 1,946, con un p-valor de 0,179; por lo
tanto, se demostrdé que existe homocedasticidad, es decir, las
varianzas de la actividad de fosfatasa alcalina analizada a
diferentes concentraciones, son homogéneas.

300.00

500,00

400,00

300,00

Actividad_FA

200,00
100,00 ? ?

00

T T
1 1:2 1:4 118 116

Concentracion

Figura7. Comparacion de las varianzas de las distintas
concentraciones de leche cruda y su actividad de fosfatasa
alcalina, analizadas en la prueba de linealidad.

4.3.3. Precision.

Después de ensayar el procedimiento diez veces, con la finalidad
de determinar el grado de concordancia de la prueba, en las
mismas condiciones de andlisis (equipo, operador, reactivos,
tiempos, temperaturas, etc.), se obtuvieron los resultados que se
muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Actividad de fosfatasa alcalina en una muestra de leche

cruda para la validacion por precision.

Determinaciones

Abs. para FA en 200

FA (UI/l) en 1 ml de

ul de muestra muestra

1 0,022 523,81

2 0,023 547,62

3 0,029 690,48

4 0,024 571,43

5 0,028 666,67

6 0,025 595,24

7 0,023 547,62

8 0,025 595,24

9 0,026 619,05

10 0,031 738,10
Media 609,52
Desviacién Std. 69,37
CV (%) 11,38

Coeficiente de Variacion.
El coeficiente de variacién encontrado (11,38%) sugiere realizar
cuatro repeticiones para con un intervalo de aceptacion de 85-

115% (p=0.01), segln la AEFI35.

4.3.4. Exactitud.

Después de procesar seis muestras de leche a las cuales se les
determiné actividad de fosfatasa alcalina y numerd coliformes
totales por mililitro, se obtuvieron los resultados que se muestran

en la tabla 8.
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Tabla 8. Cuantificacién de bacterias mediante deteccion de actividad
de fosfatasa alcalina y su relacién con NMP de coliformes
(ISO 7251) en muestras de leche cruda para validacion de

exactitud.
Fosfatasa N° de N° de
o Alcalina Bacterias/ml Bacterias/ml
Analisis . ,
(Ul segun sistema segun
en Leche de FA NMP*
1 138,10 1.012.119 240.000.000
2 109,52 758.163 240.000.000
3 104,76 722.522 1.100.000.000
4 66,67 491.541 460.000.000
5 171,43 1.417.790 240.000.000
6 123,81 875.986 240.000.000
Media 119,05 879.686.88 420.000.000
Desviac. Std. 35,12 315.351,57 344.557.687,5
Varianza 1.233,56 9,945 x 1010 1,187 x 10"/

*

Factor de diluciéon encontrado para multiplicar coeficiente NMP: 1068.

La prueba de Levene fue 6,955 con un p-valor de 0,025 (p < 0,05);
lo cual significa que no existe homogeneidad de varianzas de
ambos procedimientos, concluyéndose que sus exactitudes son
diferentes.

4.3.5. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion.

Al ensayar diluciones decrecientes del analito en la matriz
(fosfatasa alcalina en leche), desde 1:1 hasta 1:16, solo se detect6
actividad de fosfatasa alcalina en los dos primeros grupos, es decir
en la muestra sin diluir (1:1) y en la diluida al medio (1:2). El equipo
no detectd actividad en los siguientes niveles de diluciéon. Los
resultados se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Actividad de fosfatasa alcalina en dos niveles de
concentracion de una muestra de leche cruda para
validacion de limite de deteccion y cuantificacion.

Grupos Dilucion asi[pliel Satalieciele BacTerges/ml
FA (520nm) FA (UI/) )
estimado
1 1:1 0,010 46,73 401.795
1:1 0,009 42,06 383.252
1:1 0,011 51,40 421.236
1:1 0,010 46,73 401.795
1:1 0,010 46,73 401.795
1:1 0,005 23,36 317.250
2 1:2 0,003 14,02 288.643
1:2 0,001 4,67 262.614
1:2 0,002 9,35 275.321
1:2 0,001 4,67 262.615
1:2 0,004 18,69 302.609
1:2 0,002 9,35 275.321

a)

b)

Limite de Deteccion.
Aplicando la férmula para calcular el limite de deteccion se

obtuvo:
_ K Sbl
=5

_3(3675) _

CL T 485746

CL 0,093 Ul/I

El limite de deteccién hallado: 0,093 Ul/I, equivale a un estimado
de 250.730 bacterias/ml, productoras de la actividad de
fosfatasa alcalina.

Limite de Cuantificacion.
Aplicando la férmula para calcular el limite de cuantificacion se
obtuvo:

_ KxSp

CL = cl = 10(3675)

b+vn T 485746 0,309 UL

El limite de cuantificacién equivale a un estimado de 251.278
bacterias/ml, productoras de la actividad de fosfatasa alcalina.
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DISCUSION.

La problematica ambiental de nuestro pais y de manera especial, en
nuestra localidad, es la contaminacion de alimentos; mas la antropogénica
que la producida de manera natural. Es en todo momento necesario,
vigilar la calidad de un alimento que constituye la canasta basica familiar
como la leche®.

Para vigilar, controlar y asegurar la buena calidad fisicoquimica,
bromatolégica y microbiolégica, se requiere de métodos analiticos que
brinden datos en tiempo real. Los métodos tradicionales implican
determinaciones robustas, reproducibles y con capacidad de alcanzar
niveles de deteccion del orden de partes por trilldn, como los métodos
cromatograficos; sin embargo, son costosos e implican tratamientos muy
exhaustivos de la muestra'®.

Como se ha demostrado, la prueba microbiolégica que determina la
aptitud de la leche para consumo humano es el NMP de coliformes?; sin
embargo, por el tiempo de diagnéstico que demanda la prueba, se plante6
la propuesta desarrollada en esta investigacion.

En la revisidbn sobre métodos para la rapida deteccién de patégenos
transmitidos por alimentos hecha por Mandal y colaboradores®, se
explicaba que hace pocos afos existia la necesidad de mas
investigaciones sobre técnicas de separacion de microrganismos de la
matriz alimentaria y su concentracién, antes que solo su deteccion. Estas,
basadas en ensayos inmunoldgicos y genémicos. Actualmente se conoce
que los métodos son basados en técnicas de biologia molecular,
inmunologia y principios biofisicos y bioquimicos con aplicacién de
biosensores. Es indudable que estos permitiran una rapida deteccién en
tiempo real.

La idea de proponer un método que se relacione con el NMP de coliformes
para abreviar la deteccidn de estos microorganismos en leche, utilizando
los fundamentos del funcionamiento de un biosensor, fue motivada por las
caracteristicas tipicas de este, como alta sensibilidad, alta selectividad,
tiempo de andlisis corto, manejo sencillo, automatizable, entre otros. Se
escogié a Escherichia coli k-12, coliforme y principal indicador de
contaminacion de alimentos*'. Se eligi6é fosfatasa alcalina, debido a su
facil determinacién y a que su topologia permitia una extraccion sencilla
basada en la lisis de la pared celular3* 42-44,

Se evaluo la actividad de la enzima en diferentes concentraciones de la
bacteria por la técnica con fenil fosfato de sodio en medio alcalino
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tamponado con 4-aminoantipirina en aminometil propanol, una técnica
utilizada en suero sanguineo*. La actividad enzimatica en las
concentraciones bacterianas mostr6 una tendencia logaritmica cuando los
valores fueron analizados con Microsoft Excel v.2012 (Fig. 4).

Si bien es cierto, el modelo propuesto (que sigue un patrén logaritmico)
sirvié para estimar la cantidad de bacterias en funcién de la actividad de
fosfatasa alcalina, debe indicarse que dicha estimacion solo corresponde
a la cepa de E. coli analizada. De tal manera que podria proponerse una
investigacion para evaluar la actividad de fosfatasa alcalina tanto en
diferentes cepas como en diferentes condiciones de crecimiento.

Por otro lado, los métodos de deteccidn indirecta o los que se basen en
fenotipos microbianos quiza tengan muchas limitaciones. Las técnicas
gue se orienten a establecer sistemas de microbiologia molecular, es decir
las basadas en deteccion de &cidos nucleicos, podrian tener mayor
especificidad y precision*®.

El control de patégenos en alimentos siempre serd un punto critico de
control en el sistema HACCP, por lo que actualmente es una tarea
permanente; precisamente por sus implicancias en la salud publica. Como
la leche es un alimento que aun se sigue distribuyendo en programas de
asistencia social de gobiernos locales en Peru, fue necesario orientar la
investigacion hacia este sector.

Pareciera que los paises desarrollados no tuvieran el problema de
contaminacion de leche por patégenos, precisamente porque la
legislacion les obliga a pasteurizar la leche antes de ser expendida; sin
embargo, los brotes de enfermedades en granjas lecheras y la transmision
de Listeria monocytogenes, por ejemplo, ha ocurrido porque los
trabajadores agricolas y sus familias consumen leche sin pasteurizar®.

La pasteurizacién de la leche es una accién importante previa a su
consumo, pues garantiza su inocuidad. Uno de los parametros de control
de la pasteurizacion es medir la actividad de fosfatasa alcalina; su
deteccion es signo de una pasteurizacion deficiente*”. Cuando se
proyecto la investigacion reportada en este informe, se planteé la hipbtesis
que sustenta la presencia de coliformes como E. coli, con actividad de
fosfatasa alcalina*® en la leche. Y, por lo tanto, significaria una manera de
detectarla y cuantificarla.

Aunque existen varios métodos para la deteccion de la enzima®® %0 y |a
metodologia de deteccién propuesta por la Association of Official
Analitycal Chemists (AOAC) es la fluorimétrica®', en esta investigacion se
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optdé por la colorimétrica por ser econémica, sencilla, con tiempo de
analisis corto, entre otras propiedades, pensando en las caracteristicas de
los biosensores®.

Pensando en la validacion interna de la técnica propuesta, se hizo una
revisidbn de documentos de la Asociacion Esparola de Farmacéuticos de
la Industria®, Oficina de administracion de alimentos y medicamentos de
Estados Unidos de Norteamérica (FDA)3 y manuales para el control de
calidad de alimentos de la FAO®": %2, También se revis6 la legislacién
peruana al respecto para alinear la propuesta®.

Para validar la selectividad de la técnica habia que tratar dos grupos de
muestras, uno con el analito (fosfatasa alcalina) y otro sin él. Mientras que
la norma técnica colombiana para determinacién de actividad de fosfatasa
alcalina por método fluorimétrico senala que la muestra para el control
negativo debe someterse a 95°C por un minuto®* y la propuesta de Park
& Kang?8, sobre cuantificacion de bacterias por actividad de fosfatasa
alcalina en espinaca: 75°C por un minuto, para el caso de esta
investigacion, la muestra se sometié a 100°C (bafo de agua hirviente) por
cinco minutos, de tal manera que se pueda eliminar fosfatasa procedente
de otras fuentes®®.

Al evaluar el porcentaje de interferencia que producen otras sustancias,
se encontr6 84,78%, lo cual sugiere una contaminacién de la leche con
detergentes fosfatados, producto del lavado de envases de recoleccion;
ya que los glébulos de grasa, se disuelven con el SDS 0,1% y la enzima
encerrada en estos se destruye por el calor®® %6, Esta interferencia se
constituye en una gran limitacién de la técnica.

Para comprobar si existen o no diferencias significativas entre los grupos
de muestras analizados (con y sin el analito), cuando se efectua la
validacion del ensayo por selectividad, la prueba U de Mann-Whitney
mostrd un p-valor de 0,0022. Esto significa, que tanto las muestras que
han sufrido tratamiento térmico, como las que no ha sido sometidas al
calor, son significativa y estadisticamente diferentes. Por lo tanto, la
prueba es selectiva, pero se ve afectada por sustancias interferentes, lo
que la hace escasamente especifica.

La linealidad de la técnica se comprob6 evaluando cinco grupos de una
misma muestra a diferentes concentraciones. Los resultados analizados
en Microsoft Excel v. 2012, mostraron linealidad, con un valor de la
pendiente de 485,7. La prueba es lineal hasta 534 Ul/l, lo cual estima un
aproximado de 62,5 millones de bacterias con actividad de fosfatasa
alcalina. Se corrobor6 el hecho de que existe correlacién entre las
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concentraciones del analito en la muestra y sus respuestas, con un
coeficiente de Pearson equivalente a 0,99 y un coeficiente de
determinacién de 99,8%.

Fue necesario comprobar la homogeneidad de varianzas en cada uno de
los grupos analizados (de diferentes concentraciones). El analisis de
varianzas con el test de Levene resultdé con un valor de 1,946 en un nivel
de significancia de 0,179, lo que determind la existencia de
homocedasticidad; es decir, que los resultados obtenidos en las diferentes
concentraciones analizadas, muestran varianzas homogéneas. En este
ensayo, se ha demostrado que existe linealidad hasta 534 Ul/, sin
embargo, ensayos similares como el de Wiener, aplicado a suero
sanguineo, reporta una linealidad hasta 800 Ul/I*?.

Al evaluar la precision del ensayo, analizando diez veces una misma
muestra, con las mismas condiciones de prueba: el mismo equipo y el
mismo analista, el coeficiente de variacién (CV) resulté 11,38%. Segun
Camacho et al, 1993 (citado por AEFI)%, de acuerdo con el CV
encontrado, se establecié que el niumero de repeticiones para tener un
valor aceptable de actividad de fosfatasa alcalina por esta técnica, fue
cuatro.

Para efecto de validacion de la exactitud del ensayo, se eligié el método
ISO 7251 (NMP), ya que corresponde a la cuantificacion de Escherichia
coli, principal indicador de la contaminacién de alimentos considerado en
la legislacion nacional® 3. Para compararlas, se determiné la media,
desviacion estandar y varianza de cada una. En este punto fue necesario
evaluar la homogeneidad de varianzas de ambas con el test de Levene.
Este resulté 6,95 con un nivel de significancia de 0,025. De esta manera
se pudo establecer que la técnica propuesta y la del NMP tienen
exactitudes diferentes, lo cual sugiere falta de relacion, a pesar que E. coli
es la bacteria representativa de los coliformes.

Para la evaluacion de los limites de deteccidn y cuantificacion del ensayo,
asi como para la exactitud, se tom6 en cuenta la tendencia logaritmica
que mostro esta técnica. Esto permitié estimar la cantidad de bacterias
productoras de actividad de fosfatasa alcalina por mililitro. Aunque hubo
diferencias entre el limite de deteccidén de actividad de la enzima (0,093
Ul/l) y el limite de cuantificacion (0,309 Ul/l), la cantidad de bacterias
estimadas fue similar. Finalmente, se debe tener en cuenta que, segun lo
propuesto por la Asociacion Espafola de Farmacéuticos de la Industria y
lo establecido en este informe, el nUmero de bacterias con actividad de
fosfatasa alcalina por mililitro que debe aceptarse como valor inferior
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minimo, es el que resulta de la estimacion obtenida a partir del limite de
cuantificacion, es decir 251.278 bacterias /ml.

La intencién de proponer una técnica econdmica y sobre todo rapida,
como la implementada desde 1975, con la comercializacion del “enzyme
electrode” por Yellow Springs Instrument Company'®, ha compartido la
inquietud cientifica en el inicio del siglo XXI, el cual se ha revestido de
sistemas de deteccion en tiempo real, especialmente en campos donde
es necesario tener conocimiento de riesgos para la salud.

La propuesta para deteccién de bacterias contaminantes de la leche a
través de la actividad de fosfatasa alcalina, especificamente de
Escherichia coli, principal indicador de polucidén alimentaria, resulté ser
similar a otras investigaciones como la realizada por Park & Kang, para
conteo bacteriano en espinaca®.

Como se ha expresado lineas arriba, queda la inquietud de conocer
diferencialmente la actividad de fosfatasa alcalina de fuentes que
contaminan la leche, de tal manera que podamos hacer una estimacion
mas especifica del grupo de bacterias que se encuentran en este
alimento, rico en nutrimentos, vitaminas y minerales.

Queda pendiente realizar investigaciones sobre la actividad de B-
galactosidasa, debido a la cual se ha clasificado a las bacterias
coliformes*® 57, La decision de no evaluar esta enzima en esta
investigacion se debi6 al elevado costo de los insumos.

Por ultimo, quiza pueda pensarse en evaluar cada bacteria coliforme,
utilizando anticuerpos especificos o aptameros'® 155058 pero es materia
de generar la linea de investigacion interdisciplinaria, aun incipiente en
nuestro medio. Por lo que se hace necesario tener siempre en cuenta la
fisiologia y el metabolismo bacteriano®.
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VI.

CONCLUSIONES.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

La evaluacién de la actividad de fosfatasa alcalina en las muestras
de leche cruda analizadas permitié estimar el nimero de bacterias
productoras de la enzima.

La cuantificacién de bacterias mostré una tendencia logaritmica,
esto permitié conocer que el valor inferior minimo de cuantificacion
de 251.278 bacterias/ml, teniendo como base una cepa de
Escherichia coli k-12.

La selectividad del ensayo no fue satisfactoria debido a que se
encontrd6 84,78% de interferencia; es decir, a pesar de los
procedimientos realizados, se encontr6 actividad de fosfatasa
alcalina de otras bacterias.

La técnica propuesta no resulté especifica para detectar actividad
de fosfatasa alcalina de coliformes.

La técnica ensayada mostro linealidad hasta 534 Ul/I. El coeficiente
de correlacién fue 0,99 y el coeficiente de determinacién, 99,8%.

La precisién del ensayo propuesto tuvo un coeficiente de variacién
del 11,38%, lo cual indicé que debe realizarse cuatro repeticiones
para obtener un valor aceptable de actividad de fosfatasa alcalina.

Se compar6 el sistema de deteccion de actividad de fosfatasa
alcalina con la técnica del nUmero mas probable, segun ISO 7251,
concluyendo que ambas técnicas tienen exactitudes diferentes.

Se establecié como limite de deteccion 0,093 UI/L de actividad de

fosfatasa alcalina y como limite de cuantificaciéon, 0,309 UI/L de
actividad de fosfatasa alcalina.
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VIl.

RECOMENDACIONES.

Como resultado de la investigacion, se recomienda lo siguiente:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Evaluar la actividad de B-galactosidasa en los coliformes mas
frecuentes de contaminacion de leche en nuestra zona.

Realizar la cuantificacion de la actividad, ya sea de fosfatasa
alcalina como de B-galactosidasa, de diferentes cepas de bacterias
para poder estimar el nimero de bacterias en una muestra de
alimento.

Ensayar técnicas de evaluacion de actividad de fosfatasa alcalina
que resulten especificas para un determinado microorganismo o
tipo de alimento.

Realizar investigaciones que involucren la tecnologia de

biosensores con aplicacion en alimentos de alto riesgo como el
ceviche.
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IX.

ANEXOS.

9.1.

Tabla NMP para 3x0,1 g (mL); 3x0,01 g (mL) y 3x0,001 g (mL)

Numero de resultados positivos | coeficiente Limitedi? g;ozﬁanza
0,19 0,01¢g 0,001 g NMP/g Inferior | Superior

0 0 0 <3 - -

0 1 0 3+ <1 17

1 0 0 4 <1 21

1 0 1 7+ 2 27

1 1 0 7 2 28

1 2 0 11+ 4 35
2 0 0 9 2 38
2 0 1 14+ 5 48
2 1 0 15 5 50
2 1 1 20+ 7 60
2 2 0 21 8 62
3 0 0 23 9 130
3 0 1 39 10 180
3 1 0 43 10 210
3 1 1 75 20 280
3 2 0 93 30 380
3 2 1 150 50 500
3 2 1 210+ 80 640
3 3 0 240 90 1400
3 3 1 460 100 2400
3 3 2 1100 300 4 800
3 3 3 >1100 - -

Los resultados normales, obtenidos en el 95% de los ensayos, no estan
seguidos por un mas. Resultados “+” improbables, obtenidos en un 4% de
los casos, si estan seguidos por un “+”.

Las combinaciones de los tubos positivos que no se muestran en la tabla,
aparecen menos del 1% de los ensayos; si se observan a menudo,
significa que la técnica empleada es defectuosa o que las suposiciones
en las que se basa el NMP estimado no se han cumplido. Para estas
combinaciones que no se reflejan en la tabla se puede extrapolar un NMP
a partir de la siguiente combinacién mas elevada que aparece en la tabla
(por ejemplo, un caos 2 0 2 tendria resultado aproximado de 20, que es el

NMP correspondiente al caso 2 1 1.
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9.2. Fotografias de los ensayos.

Toma de muestra.

Cuantificacion de bacterias.
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Tratamiento térmico para validacion de la Selectividad

)

‘Jélli ifﬁ] ii. i ‘E

Filtracion de membrana de la muestra con Millipore®

51



Incubacién a 37°C para evaluacion de fosfatasa alcalina

Comparacion con NMP para validacién de la Exactitud
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