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RESUMEN:

Las técnicas de determinacion de residuos de antibioticos son complejas, caras y/o demasiado
lentas. Una alternativa viable podria ser la deteccion bioldgica, que evalua la actividad a través de la
inhibicién del crecimiento de un microorganismo. Este trabajo tiene como objetivo realizar la
puesta a punto de una técnica bioldgica, econémica, rapida y facil de implementar para la deteccion
de residuos de antibidticos en musculo de peces (Piaractus mesopotamicus). El fundamento de la
misma s¢ basa en la elevada sensibilidad a la presencia de antibidticos de un microorganismo
termofilo, apatdégeno, esporulado vy de requerimientos nutricionales basicos, como ¢l Geobacillus
stearothermophilus. En ausencia de antimicrobianos esta bacteria crece, modificando ¢l pH y
produciendo un viraje en el color del medio (indicador). La existencia de bajas concentraciones de
sustancias antimicrobianas impide su desarrollo y, por lo tanto, el medio no modifica su coloracion.
Para la puesta a punto de la técnica se¢ comenzd por comprobar la pureza, estabilidad vy viabilidad de
una cepa ATCC de G. stearothermophilus, luego se procedié a evaluar la estabilidad del medio,
analizar la interaccion entre los antibidticos y microorganismos sensibles y resistentes a los mismos,
v evaluar la interaccion entre los antimicrobianos v G. stearothermophilus en el medio de cultivo
elegido, una vez puesta a punto la técnica se traté de determinar la presencia de Enrofloxacina y
Oxitetraciclina en las muestras de musculo previamente obtenidas. El método biologico de
deteccion de antimicrobianos evaluado en este trabajo mostro ser efectivo, sin embargo, a la hora de
confrontarlo con el musculo de pescado, no se pudo poner en evidencia la presencia de antibioticos
en los mismos, por lo que se propone la realizacion de ensayos complementarios que permitan
perfeccionar la técnica, ya que, si bien en este trabajo los resultados obtenidos no fueron los
esperados, estudios previos, desarrollados sobre leche, came de pollo o canales de Bos taurus,
especificados en la bibliografia y consultados durante la confeccion del proyecto, dejan constancia
de la viabilidad del método de cribado utilizando Geobacillus stearothermophilus para la deteccion

de residuos de antibidticos en muestras organicas.



1.  INTRODUCCION:

La produccion acuicola a nivel mundial, en particular la piscicola, evidencié una marcada
expansion en las ultimas décadas. Esto se debid, principalmente, a una creciente demanda
de proteinas derivadas de la carne de pescado y a la necesidad de gestionar los recursos
naturales de manera sostenible debido a la preocupante disminucién del stock pesquero
(Hennig et al, 2017). El consumo de pescado per cdpita ha aumentado de 9 kg en 1961 a
20,2 kg en 2015 (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la
agricultura -FAO-, 2018); con predominio de pescado de cultivo. En consecuencia, desde el
afio 2012, la acuicultura supera a la pesca, cuyos volumenes de produccion anual se
encuentran estancados (Hennig ef a/, 2017).

La acuicultura en Argentina produce anualmente 3900 toneladas. El 85% de esta
produccion se encuentra representado por pacu (Piaractus mesopotamicus), con un
volumen aproximado de 2000 toneladas (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria —SENASA-, 2018). Asi, el cultivo de paci ha tenido un crecimiento
sostenido hasta la actualidad, superando durante los ultimos 3 afios a la trucha que
tradicionalmente fuera la principal (Wicki & Wiltchiensky, 2017). Sin embargo, la baja tasa
de supervivencia y desarrollo de larvas produce una disminucion en el stock de animales
maduros sexualmente. Una alternativa a este inconveniente es el uso de antibioticos para el
tratamiento (terapéutico), prevencion (profilactico), y diseminacidén (metafilactico) de
enfermedades o como promotores de crecimiento. Si bien, en la actualidad se desconoce el
mecanismo preciso por el cual los antibioticos incrementan el peso de los animales de
produccion, se sabe que disminuyen el microbioma intestinal, aumentando la disponibilidad
de los nutrientes (Ramirez, 2017). Ademas, generan una disminucion en el peso del tracto
digestivo, el gasto energético y el incremento de la absorcion intestinal, mejorando su
eficiencia (Food and Drug Administration -FDA-, 1998; Hernandez Serrano, 2005).

A pesar de todas estas ventajas, el uso empirico e indiscriminado de antibioticos, y los
riesgos que esto conlleva en la salud humana, animal y ambiental, incentivan trabajos de
investigacion que permitan la deteccion rapida y econdmica de residuos de los mismos en
productos que se destinan al consumo humano. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), desde la plataforma “Una Salud”, trabaja en base a una estrategia conjunta con la

FAO y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) en un acuerdo de colaboracion



tripartita desde el afio 2010 estableciendo un programa integrado de vigilancia que incluye
el estudio del uso de antimicrobianos y la propagacidon de genes bacterianos de resistencia a
este tipo de drogas en los diferentes sistemas de produccion, incluido el entorno acuatico.
Los principales objetivos de esta plataforma son: asegurar que los antibioticos mantengan
su efectividad y utilidad para curar enfermedades en humanos y animales; promover el uso
prudente y responsable de los agentes antimicrobianos y facilitar el acceso global a
farmacos de buena calidad (Cabezén Marchant, 2016). Ademas, el Sistema Nacional de
Control de Alimentos (SNCA) se encarga de la vigilancia de los productos obtenidos en la
produccion acuicola, a fin de que se cumpla lo establecido en el Codigo Alimentario
Argentino (CAA) y el decreto 4238/68 del SENASA. Por otra parte, determinados
organismos internacionales se rigen por el Codex Alimentario, que establece normas
especificas de calidad e inocuidad de alimentos y requisitos que deben cumplir los paises
para la exportacion (FAO, 2018).

Es por ello que surge la necesidad de establecer la presencia o no de este tipo de sustancias
en los productos acuicolas. Si bien existen técnicas fisicas y quimicas, altamente especificas
y sensibles, para la deteccion de residuos antimicrobianos, las mismas resultan costosas y
dificiles de realizar. Asi, surge la necesidad de desarrollar técnicas alternativas sencillas,
rapidas y economicas de deteccion cualitativa de residuos de antibioticos en productos
alimenticios de consumo humano.

Geobacillus stearothermophilus es un microorganismo que se utiliza para monitorear los
procesos de esterilizacion. Es ideal ya que carece de patogenicidad, pirogenicidad,
toxicidad y es resistente a altas temperaturas (Zarama Ortiz & Rosero Torres, 2006).
Ademas es sensible a muchos antibioticos (Torres Florez, 2019) por lo que en los altimos
afios se ha extendido su uso a la deteccion de residuos de estos compuestos en material
biologico. La espora de la bacteria G. stearothermophilus es una de las esporas mas
termorresistentes de los microorganismos aerobicos (Alvarenga-Venutolo & Rivas-Solano,
2012). Su temperatura Optima de crecimiento se encuentra entre 50 y 70°C, temperatura que
a su vez impide el crecimiento de posibles microorganismos contaminantes presentes en el

medio de ensayo que puedan afectar el resultado del mismo.



1.1.  Antecedentes del tema y experiencia previa en relacion al mismo

El Instituto de Ictiologia del Nordeste (INICNE), a través de su servicio de extension,
trabaja de forma coordinada con productores acuicolas del NEA y otras regiones del pais.
Este trabajo conjunto ha permitido conocer el uso, muchas veces empirico, de antibioticos
en acuicultura. Ademas, la Catedra de Microbiologia posee una amplia trayectoria en el
estudio de microorganismos aislados de animales y la evaluacién de sus perfiles de
resistencia a antimicrobianos (RAM). Estos antecedentes, sumados al enfoque concebido
por la OMS respecto de la lucha contra la resistencia a los antibidticos, “una salud”,
motivaron el proyecto de tesis doctoral de la M.V. Amable, Valeria Inés, para evaluar el

efecto del uso de antibidticos en acuicultura y del cual se desprende el presente proyecto.
1.2. OBJETIVOS:

Objetivo general:

e Realizar la puesta a punto de una técnica bioldgica, econdmica, rapida y facil de
implementar para la deteccion de residuos de antibidticos en musculo de peces
(Piaractus mesopotamicus).

Objetivos particulares:

e Obtener un testigo microbiano puro, viable y estable y conservarlo en forma de una
suspension de esporas.

e Determinar si diferentes concentraciones de los antibioticos en estudio alteran por si
solos las caracteristicas fisicoquimicas del medio.

e Evaluar, mediante el uso de microorganismos resistentes y sensibles a los
antibioticos en estudio, si el desarrollo bacteriano altera las caracteristicas
fisicoquimicas del medio.

o Establecer la sensibilidad de la técnica utilizando al Geobacillus stearothermophilus
como indicador biologico.

e Evaluar, cualitativamente, la presencia de residuos antimicrobianos en muestras de
musculo de juveniles de P. mesopotamicus a los que se les suministrd los

antibioticos en estudio en dosis subclinicas durante diferentes periodos de tiempo.



2. MARCO TEORICO:
2.1. Acuicultura en el mundo:

Los peces no solo son ricos en proteinas, sino que ademds aportan vitaminas y minerales,
contienen bajos niveles de colesterol y son entre un 90 y 100 % mas digestibles que
cualquier otro alimento (Luchini & Panné-Huidobro, 2008). Cabe destacar que, aunque
existen pescados grasos, ninguno iguala las cantidades de grasa de la carne vacuna, ovina,
suina o de aves (Acufia Reyes, 2013). Es por ello que resulta decisivo para corregir dietas
desequilibradas, y mediante sustitucion, para contrarrestar la obesidad (FAQO, 2016).

En 2014, la produccién piscicola ascendio a 73,8 millones de toneladas, de las cuales 49,8
millones provenian de peces de escama (FAO, 2016). En 2016 la produccién mundial de
acuicultura ascendié a 110,2 millones de toneladas, 80 millones de las cuales pertenecian a
peces comestibles (FAQO, 2018). En forma paralela, la captura pesquera viene disminuyendo
como consecuencia del paulatino agotamiento del recurso natural (Hennig er al, 2017).
Segun las estadisticas mundiales sobre acuicultura mas recientes recopiladas por la FAQ, la
produccion acuicola mundial alcanzo6 otro récord historico de 114,5 millones de toneladas
de peso vivo en 2018, con un valor total de venta en la explotacion de 263.600 millones de
dolares (FAO, 2020).

El comercio internacional desempefia un papel importante en el sector de la pesca y la
acuicultura al crear empleo, proveer alimentos, generar ingresos y contribuir al crecimiento
y el desarrollo economico, asi como a la seguridad alimentaria y nutricional, fundamental
sobre todo en los paises en desarrollo. Las estadisticas oficiales indican que 59,6 millones
de personas participaron en el sector primario de la pesca de captura y la acuicultura en
2016 (FAO, 2018). Las normas que rigen el comercio internacional de los alimentos se
acordaron durante la Ronda de Uruguay de Negociaciones Comerciales Multilaterales y se
aplican a todos los miembros de la Organizacion Mundial de Comercio. Con respecto a la
inocuidad de los alimentos, las normas figuran en el Acuerdo sobre la Aplicacion de
Medidas Sanitarias y Fitosanitarias (Acuerdo MSF) (OMS, 1999), que se basa en el analisis
de riesgos y permite a los paises adoptar medidas legitimas para proteger a sus poblaciones,

siempre y cuando no representen una restriccion injustificable de comercio.



Pese a la importancia del pescado y la acuicultura en general para alimentar al planeta,
hasta el dia de hoy existen deficiencias marcadas que deben ser solucionadas a la brevedad
y de manera coordinada entre los distintos paises. Entre ellas se puede nombrar la falta de
datos que los paises proporcionan a entidades internacionales encargadas del comercio
exterior (FAQO, 2018), defectuosas condiciones sanitarias que favorecen la aparicién y la
diseminacion de infecciones en los peces, excesiva densidad de peces en las jaulas,
demasiada cercania de las jaulas entre si y a tierra firme, estrés por la excesiva e inadecuada
manipulacion de los peces e incorrecta disposicion de peces muertos y desechos (Millanao

etal,2011).
2.2. Acuicultura en la Argentina:

En Argentina, existe un potencial de crecimiento tangible de la acuicultura desde la década
de los ‘90. Esto se debe a la diversidad de ambientes, recursos naturales, aguas de calidad,
disponibilidad de insumos para produccion de alimento balanceado y a la existencia de
instituciones de ensefianza e investigacion que respaldan la produccion. La piscicultura se
concentra en cuatro regiones geograficas: Region templada céalida y subtropical del norte
argentino, Cuenca templada fria y cordillerana, Cuenca templada continental y Cuenca
templada a templada fria, de las cuales las mas importantes son las dos primeras (FAQO,
2018).

La produccién acuicola crecio desde las 1.000 toneladas en 1996 con 2 especies cultivadas,
hasta mas de 3.700 toneladas para el 2016, incorporando més de 23 especies, con un
maximo de produccién en el afio 2014 de 4.027 toneladas (Fernandez Cirelli ef a/, 2010).
La fuente de agua utilizada preponderantemente para las producciones acuicolas en la
cuenca templado-calida del Norte Argentino es la subterranea. Analisis de laboratorio
llevados a cabo en establecimientos de las provincias de Formosa y Misiones indican que
los niveles de elementos traza inorganicos no superan los niveles guia para la proteccion de
la vida acuéatica establecida por la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacion,
por lo que el agua de la region evidencia una muy buena calidad para este tipo de
producciones (Fernandez Cirelli ef al, 2010)

El consumo de carne de pescado en Argentina es de 7,9 kg/hab/afio, de los cuales se estima
que solo el 3,2% es producido por piscicultura continental de agua dulce en el NEA, no

disponiéndose de informacion para otras regiones del centro/morte del pais. La baja



participacion de la zona, a pesar del alto potencial en cuanto a recursos naturales, se debe a
la diversidad de actores y la no integracion de acciones que formalicen cadenas o sectores

bien definidos y que sean motores de desarrollo de la piscicultura (Hennig et al, 2017).
2.3. Pacu (Piaractus mesopotamicus)

P. mesopotamicus es una especie autoctona subtropical, omnivora (de amplio espectro
alimentario), muy demandada y con amplio desarrollo en la region NEA (Hennig ef al,
2017). Un importante factor que influye en el crecimiento del cultivo de peces de esta
region es la cultura de consumo de pescado, factor que no esta presente en otras regiones
del pais (Fernandez Cirelli ef al, 2010).

Debido a la tradicion de consumir ejemplares con tallas mayores a 1.2 kg, en la zona
subtropical son necesarios 16 meses de cultivo y densidades de engorde final bajas (0.2
ind/m2) (Wicki ef al, 2007). A su vez, el pacu se adapta al cultivo en jaulas en conjunto con
dos o mas especies. Ademas de la Argentina, P. mesopotamicus se cultiva en varios paises

de América Latina como Brasil, Paraguay y Pert (Hennig ef a/, 2017).
2.4. Antibioticos en medicina veterinaria

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden,
eventualmente, destruirlos (Sarraga ef al, 2006). Las tetraciclinas son los antibidticos mas
utilizados mundialmente en produccion animal debido a su amplio espectro de accion
(Occhi, 2013). La Enrofloxacina, antibidtico del grupo de fluorquinolonas, tiene buena
actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas y es eficaz contra Mycoplasma
spp. Se utiliza ampliamente en peces de crianza artificial, obteniendo muy buenos
resultados en el tratamiento de los patogenos habituales (Otero ef al, 2001).

Para los peces, la medicacion en masa es el unico tratamiento factible (Anadon Navarro,
2007), y la via mas usada es a través de premezclas solidas o liquidas afiadidas al pienso, en
general, en concentraciones relativamente elevadas (del orden de 100 a 1000 mg/L) y
administradas durante periodos bastante cortos (Sarraga ef al, 2006).

Estos medicamentos son, a su vez, los mas usados como promotores de crecimiento en
animales que se destinan a consumo humano a fin de disminuir los tiempos productivos

(Mattar ef al, 2009). La administracion de antimicrobianos en dosis subterapéuticas y por



largos periodos de tiempo favorece el control de la microbiota bacteriana, lo que conlleva
un mayor aprovechamiento de los nutrientes y un aumento considerable de peso en un
menor tiempo (Sarraga ef al, 2006). Ademas de los beneficios econdmicos, las principales
ventajas para los productores son mayor uniformidad de crecimiento, estabilizacion de la
microbiota intestinal de los animales y mantenimiento de la salud en casos de estrés
medioambiental (Acevedo ef al, 2015).

El peligro de la aplicacion de altas cantidades de antibioticos son los efectos colaterales de
estos medicamentos, puesto que modifican la comunidad bacteriana asociada al ambiente,
afectando la conservacion de la biodiversidad acuatica e incluso pudiendo repercutir sobre
la salud humana (Buschmann & Fortt, 2005). También es importante destacar el riesgo de
que restos de estos antimicrobianos lleguen al consumidor en forma de trazas presentes en

la carne de pescado (Avdalov, 2012).
2.5. Normativas nacionales e internacionales ante el uso de antibioticos

Desde 1993, el Comité del Codex Alimentarius sobre Residuos de Medicamentos
Veterinarios en los Alimentos (CCRVDF) ha definido, en base a datos toxicoldgicos
relevantes y parametros cinéticos farmacoldgicos, la tolerancia o limite méximo para
residuos de antibioticos (LMR) para el comercio internacional, ademés del tiempo de
espera o de retirada de los mismos (Cabezon Marchant, 2016). La acuicultura, sin embargo,
no suele generar ingresos suficientes de las ventas para respaldar la produccién de estos
datos, por lo tanto en la actualidad se estan comenzando a aplicar, por ejemplo en Europa,
programas de vigilancia que constan de la toma de muestra de tejido muscular de peces
para detectar la presencia de una serie de residuos de medicamentos veterinarios (OMS,
1999), siendo Noruega el pais mas avanzado con publicaciones anuales de datos.

El uso imprudente de antibidticos en la acuicultura ha dado lugar a problemas relacionados
con los residuos antimicrobianos y la resistencia a los mismos (FAO, 2018) y el
conocimiento de dichos problemas ha llevado a la concientizacion por parte de los
consumidores. Los productos de la agroindustria “organica verde” estan siendo requeridos
por los paises desarrollados, aunque sus costos sean mas elevados (Mattar ef al/, 2009). La
“quimiofobia” no ha hecho més que crecer tras el gran impacto mediatico de las “crisis
alimentarias” (vacas locas, dioxinas, nitrofuranos, etc.) a nivel mundial (Birz, 2006). Todo

esto ha llevado a que, por ejemplo, en 1986, el Parlamento Sueco prohiba el uso de los



antibioticos como promotores del crecimiento (Anadon Navarro, 2007). Posteriormente, el
Reglamento 1831/2003 de la Comision Europea ha establecido la desaparicidon progresiva
de antibioticos usados como promotores del crecimiento. La medida se completd con la
prohibicion total de los mismos a partir del 1 de enero de 2006 (Anaddén Navarro, 2007).
Actualmente los paises de la Union Europea investigan continuamente la necesidad de
controlar importaciones de canales de animales desde otros paises (con menor control del
uso de antibidticos promotores de crecimiento) a fin de preservar la salud publica sin
generar conflictos comerciales y sus consecuencias (Torres & Zarazaga, 2002). EEUU, uno
de los principales paises productores de carne, que en 2012 utilizo aproximadamente el
72.5% del total de antibidticos como promotores de crecimiento (Ramirez, 2017), quiza
podria sumarse a mediano plazo a la posicidon europea debido al aumento de la presion
social contra el uso de antibidticos en produccion animal.

Por desgracia, algunos paises aplican programas de vigilancia a los productos de
exportacion pero no ofrecen las mismas garantias para los mercados nacionales (OMS,
1999). Tal es el caso de Chile, donde se ha registrado el uso a gran escala de antibidticos en
ganaderia, avicultura y acuicultura de manera totalmente incontrolada. A manera de
ejemplo, la industria Chilena del salmon usa para producir una tonelada de salmoén
aproximadamente 75 veces mas antibioticos que la industria acuicola noruega (Cabello,
2004). Por otro lado, en la salmonicultura norteamericana, por ejemplo, solo se permite el
suministro de antibidticos a través de inyecciones, en cambio en Chile se usan disueltos en
los alimentos, produciendo una gran pérdida de estos en el medio acuético y la consiguiente
contaminacion de la fauna silvestre (Sommer, 2009). A su vez la presencia de residuos de
estas drogas en los alimentos, sugiere la influencia de esta practica en la evolucion de la
resistencia bacteriana a los antibioticos en Chile (Buschmann & Fortt, 2005).

En Argentina, el Plan Nacional de Control de Residuos e Higiene en Alimentos (CREHA),
segun lo establecido en el Capitulo IX del Decreto 4238/68 de la Resolucion 290,
determina el riesgo para la salud publica de residuos quimicos, aditivos, toxinas, y
microorganismos que se controlaran mediante un programa anual, cumpliendo con las
exigencias y los Limites Maximos Admitidos, segun las legislaciones y normas nacionales

e internacionales vigentes (Occhi, 2013).



En 2015, 1a Resolucion conjunta de los ministerios de Salud y ex Agricultura, Ganaderia y
Pesca Numeros 834/2015 y 391/2015, formalizé la Estrategia Argentina para el Control de
la Resistencia Antimicrobiana (RAM). La norma establece como autoridad de aplicacion
del Programa a la Direccion Nacional de Agroquimicos, Productos Veterinarios y
Alimentos del SENASA y crea la Comisién de Vigilancia de la RAM en animales
destinados al consumo humano que se ocupard de la planificacion, seguimiento y
evaluacion del Programa Nacional y analizara para la adopcion de posibles medidas de
mitigacion. A través del Programa Nacional de Vigilancia de la RAM en animales de
consumo, creado y aprobado mediante la Resolucion SENASA 591/2015, se busca como
objetivo primario determinar y monitorear de forma sostenida en el tiempo la prevalencia
de la resistencia de bacterias comensales y zoonéticas a diferentes antimicrobianos de
importancia en salud humana. Todo esto, con el objetivo de poder evaluar posibles medidas
que permitan retrasar o impedir la diseminacion de bacterias resistentes y, de esta manera,

minimizar su riesgo potencial sobre la salud publica y animal.

2.6. Desventajas en el uso indiscriminado de antibidticos y riesgos de salud publica

Todas las actividades humanas dedicadas a la produccion de alimentos de origen animal
tienen peligros inherentes que pueden afectar la salud de las personas, los animales e
incluso los ecosistemas naturales. Dichos peligros se incrementan con la paulatina
intensificacion y diversificacion de estas actividades. Al igual que el pescado obtenido a
través de la pesca extractiva, la acuicultura no estd exenta del riesgo que implica el
consumo de sus productos, para la salud humana (Avdalov, 2012). El analisis del riesgo en
relacion con la inocuidad de los alimentos y la base metodologica para la evaluacion,
gestion y comunicacion de los mismos estd todavia en evolucidon a nivel internacional
(OMS, 1999).

En la acuicultura, los antibioticos mas utilizados son oxitetraciclina, florfenicol,
sarafloxacina, enrofloxacina, sulfonamidas y eritromicina (Cabello, 2006). Estos
compuestos son considerados contaminantes emergentes y grandes amenazas para el
ecosistema debido a su absorcion incompleta, de hasta un 95%, y la produccion de
metabolitos que pueden ser incluso mas toxicos que el compuesto original y pueden llegar

a acumularse en todas las matrices ambientales, principalmente las aguas superficiales,



subterraneas, suelos y sedimentos (Barrios et al, 2015). Los residuos antimicrobianos se
acumulan, también, en los tejidos de los animales tratados, necesitando un largo periodo de
tiempo para su eliminacion (Anadon Navarro, 2007). El tejido muscular y la grasa son los
lugares preferentes, aunque también se han identificado en los tejidos menos consumidos

como higado o rifidén (Sarraga, et al, 2000).

El uso indiscriminado de toneladas de antibidticos en la industria acuicola puede
acompafarse de las complicaciones que enfrentan quienes trabajan en ellas, sus familiares e
incluso comunidades cercanas, creando en sus intestinos, piel, faringe y genitales
alteraciones de la microbiota normal (Cabello, 2004), reacciones alérgicas,
superinfecciones, retrasos en la identificacion del germen causal, aparicion de gérmenes
antibidtico-resistentes (Sarraga ef al, 2000), nefropatia y hepatotoxicidad (Aguilar Ccalla,
2018). Algunas de estas sustancias resisten las altas temperaturas de los tratamientos
industriales y pueden llegar al consumidor a través de los alimentos (Machado, 2016).

El agua constituye la ruta principal por la cual se introducen genes de resistencia en los
ecosistemas naturales, en donde bacterias no patogenas pueden servir como reservorio de
estos genes (Barrios ef al, 2015) debido al amplio intercambio genético, probablemente
bidireccional, entre bacterias de los ambientes acuaticos y terrestres (Millanao et a/, 2011),
y que parte de la biota del intestino de los animales habita también en el intestino humano
(Aguilar Ccalla, 2018).

Por otra parte, estudios realizados en una zona costera de Chile, donde se desarrolla la
acuicultura del Salmon, confirman que peces silvestres que viven alrededor de los recintos
de acuicultura y que son consumidos por humanos presentan cantidades detectables de
antibioticos en carne (Fortt ez al, 2007, Sommer, 2009).

Segun directivas de la OMS, las quinolonas deberian ser reservadas para tratar solamente
infecciones en los humanos, en quienes estos medicamentos son considerados esenciales
para el tratamiento de multiples infecciones (Anadoén Navarro, 2007) sobre todo en
pacientes inmunodeprimidos tras la radioterapia, quimioterapia para el cancer, trasplante o
VIH positivos. Es por eso que su uso en la produccion animal para alimentos debiera ser
totalmente restringida (Millanao ef al, 2011).

Por todo ello, es necesario estandarizar técnicas sensibles, faciles y de rapida ejecucién, que

ayuden a detectar residuos de farmacos de uso veterinario en alimentos de origen animal



(Restrepo Arango, 1998) y que traen como consecuencia problemas de comercializacion
internacional debido al incumplimiento en las normas establecidas en distintos paises
(Acevedo et al, 2015), afectando las exportaciones de productos, la imagen del pais y la

competitividad (Guaman & Noemi, 2019).
2.7. Métodos de deteccion de residuos de antibiotico en productos de origen animal

Existen diversos métodos de deteccion de residuos microbianos en muestras organicas,
principalmente alimentos de origen animal, con distinta especificidad y sensibilidad y que
permiten la obtencion de distintos tipos de resultados. Estos se clasifican en métodos de
cribado y métodos de confirmacion. Los primeros detectan la presencia de una sustancia o
tipo de sustancia, mientras que los segundos permiten identificar y cuantificar de manera
inequivoca la sustancia (Guaman & Noemi, 2019). Por su parte la Comision Europea los
clasifica en cualitativos (microbiologicos, enzimaticos, etc.) y cuantitativos (cromatografia,
etc.) (Machado, 2016).

Las técnicas mas usadas, citadas por Restrepo Arengo en 1998, son: Inhibicién microbiana,
Inmunoensayos con conjugados enzimaticos como ELISA, Ensayos cromatograficos,
Electroespectofotometria en masa, Método conductimetro, UV y Screening test.

Entre los métodos cuantitativos, la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) es el
instrumento con mayor versatilidad debido a su alta aplicabilidad, sensibilidad y eficiencia
en una gran gama de antibidticos (Acevedo ef al, 2015). A pesar de ser una herramienta
confiable presenta inconvenientes considerables como el costo del equipamiento, necesidad
de capacitacion técnica, infraestructura, costo y tiempo, entre otros (Zambrano et al,
2018).

Dentro de los métodos cualitativos, el microbioldgico o de cribado, se basa en la inhibicion
del crecimiento microbiano en un medio de cultivo agarizado adecuado que contiene
ademas una fuente rica en hidratos de carbono, sustancias mejoradoras de la sensibilidad
(como trimetoprim, cloranfenicol, etc.) e indicadores de pH o de potencial éxido-reduccion
(Machado, 2016). La prueba tiene solo dos posibles resultados. El resultado es negativo
cuando se observa cambio de coloracion del medio debido al metabolismo de
microorganismos que fermentan azucares debido a la ausencia de sustancias
antimicrobianas inhibidoras del crecimiento. El resultado es positivo cuando no se observan

cambios de coloracion en el medio debido a la presencia de inhibidores del crecimiento de



la bacteria. Las ventajas del método son: espectro razonablemente amplio, sencillez, no
necesita equipamiento sofisticado, adaptable para analizar un gran numero de muestras,
bajo costo, resultados rapidos. Entre las desventajas se puede nombrar la falta de
especificidad y que los resultados positivos necesitan posterior confirmacion (Guaman &
Noemi, 2019).

Existen en el mercado test comerciales de referencia como Delvotest MCS®, Eclipse®,
Tetracyclines Test Bioeasy® y Rescreen™, entre otros, que usan Geobacillus
stearothermophilus var. Calidolactis. Todos ellos tienen un tiempo de obtencion de
resultados de 3 horas, mientras que la empresa Gist-Brocades, con el método Delvotest®,
ha logrado disminuir el tiempo a 2 horas 15 minutos, siempre y cuando se cuente con un
lector fotométrico disefiado y comercializado exclusivamente para este fin, que posee un
elevado costo y que debe ser amortizado posteriormente (Machado, 2016).

Aguilar Ccalla (2018) desarrollo una técnica de difusion en placa usando Bacillus subftilis y
Micrococcus luteus que demostrd ser confiable, facil y sencilla para clasificar a los residuos

segun sus potenciales riesgos, aunque no permite identificar al tipo de residuo inhibidor.
2.8. Geobacillus stearothermophilus:

El género Bacillus incluye bacterias aerobias y anaerobias facultativas, Gram positivas,
capaces de utilizar una amplia gama de compuestos orgdnicos simples como sustrato
respiratorio y algunas incluso fermentan azucares. Son formadoras de endosporas -ovaladas
o cilindricas, subterminales o terminales- que se caracterizan por poseer bajo contenido de
agua, no tienen un metabolismo detectable, son altamente resistentes a la desecacion,
congelacion, radiacion y a la accion de ciertas sustancias quimicas (Alvarenga-Venutolo &
Rivas-Solano, 2012). Un grupo fisiologico especial dentro del género, es el de los
termofilos extremos, bacterias capaces de crecer a temperaturas tan elevadas como los 65°C
y no crecen por debajo de los 45°C (Zarama Ortiz & Rosero Torres, 2006).

Geobacillus stearothermophilus es una bacteria termofila, aerdbica, esporulada y de
requerimientos nutricionales basicos. Sobre agar nutritivo forma colonias redondas,
mucosas, pequefias, incoloras, con un diametro aproximado de 1 mm a 5 mm (Zarama Ortiz
et al, 2006). Posee una temperatura maxima de crecimiento de 65-75° C, con una
temperatura minima de 40° C y optima de 55° C. Tiene una tolerancia limitada a la acidez

con un pH minimo para su crecimiento de 5,2. La actividad de agua minima que requiere en



la temperatura optima es de 0,93 (Matamala, 2012). Puede desarrollar en medios sintéticos

y no requiere factores de crecimiento, vitaminas, NaCl o KCl (Zarama Ortiz et al, 2006).



3. HIPOTESIS:

La presencia de residuos de antibidticos en carne de pescado puede ser puesta en evidencia

a través de un método biologico utilizando Geobacillus stearothermophilus.



4.

a.

MATERIALES Y METODOS:

Lugar de trabajo. El trabajo se llevd a cabo en el laboratorio del Servicio de
Diagnostico Bacteriologico y Micologico de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Nordeste, ubicado en Sargento Cabral 2139, Corrientes,
Argentina. Por su parte, los ensayos con animales, de donde se obtuvieron las muestras
con las que se trabajaron en el presente trabajo, fueron realizados en las instalaciones del

Instituto de Ictiologia del Nordeste de 1a misma Facultad.

. Preparacion y fraccionamiento del medio de cultivo. El medio empleado para el

método de deteccion fue Agar Parpura de Bromocresol Fortificado con Glucosa (APBg)
(en g/L: Pluripeptona 5; Extracto de carne 3; Glucosa 20; Agar 15; Purpura de
bromocresol 0,024). La suspension se homogeneizé a bafio maria hasta disolucion total,
fracciono en tubos de 5 mL con tapa a rosca, esterilizd a 121°C durante 15 minutos y

almacen¢ refrigerado hasta su utilizacion.

. Obtenciéon de la suspension de esporas de G. stearothermophilus. Frascos

conteniendo 100 ml de caldo nutritivo adicionado con sulfato de Magnesio 1mM se
inocularon con 500 pL de la suspension del testigo microbiano y se incubaron a 60° C
durante 4 dias. La esporulacion se controlé6 mediante observacion microscopica por
coloracion de Schaefter-Fulton. Una vez alcanzados niveles de esporulacion superiores
al 90% los microorganismos fueron lavados dos veces y resuspendidos en solucion
fisioldgica estéril en una concentracion equivalente al tubo N° 4 de la escala de
McFarland (equivalente a una concentracion de 12x10° gérmenes por mililitro). Las
suspensiones se calentaron a 80° C durante 3 minutos y conservaron a 4° C hasta su

utilizacion.

. Evaluacion de la estabilidad del medio APBg frente a distintas concentraciones de

Enrofloxacina y Oxitetraciclina. Tubos conteniendo 5 mL del medio de cultivo,
adicionados con diferentes concentraciones de los antibidticos (Tabla 1) se incubaron a
60° C durante 24 horas a fin de comprobar la estabilidad del medio ante la presencia de
antibidticos. Cambios en la coloracion del medio de parpura a amarillo indicaron que el

medio se ve modificado por la sola presencia del antibidtico en el mismo.



Tabla 1 -Concentraciones de antibidticos evaluadas

para determinar la estabilidad del medio.

Enrofloxacina Oxitetraciclina
(mg/mL) (ng/mL)
1,25 2.8
0,625 0,92
0,3125 0,3

0,1562 0,1
0,078 0,03
0,039 0,01
0,01 0,003
0 0

e. Determinacion de la interaccion entre antimicrobianos y microorganismos en el
medio APBg. Se prepararon 4 series de 8 tubos con 5 mL del medio de cultivo cada uno
(32 tubos en total). De las mismas, 2 series fueron adicionadas con diferentes
concentraciones de enrofloxacina y los 2 restantes, con diferentes concentraciones de
oxitetraciclina. A su vez, todos los tubos de una de las series adicionadas con
enrofloxacina se inocularon con 100 puL. de un cultivo activo de un microorganismo
sensible a enrofloxacina (Staphylococcus coagulasa negativa, proveniente del Servicio
de Diagnostico Bacteriologico y Micoldgico, referencia interna: EXG157) , mientras que
los de la serie restante fueron inoculados con 100 pL. de un cultivo activo de un
microorganismo resistente a enrofloxacina (Staphylococcus pseudintermedius, también
obtenido del Servicio de Diagnostico Bacteriologico y Micologico, referencia interna:
EXG150,) . Por otro lado, los tubos de una de las series adicionadas con oxitetraciclina
fueron inoculados con 100 uL. de un cultivo activo de un microorganismo sensible a
oxitetraciclina (Lscherichia coli EXG151), mientras que los de la serie restante fueron
inoculados con 100 pL de un cultivo activo de un microorganismo resistente a
oxitetraciclina (Lischerichia coli EXG133). (Tabla 2) Todos los tubos se incubaron a 37°
C durante 24 horas. Cambios en la coloracion del medio de purpura a amarillo indicaron

crecimiento de los microorganismos inoculados.



Tabla 2 — Series de tubos, sus indculos y concentraciones de antibidtico para la determinacion de la interaccion

entre antimicrobianos y microorganismos en el medio APBg.

Serie 1 2 3 4

In6culo con Sensible a Resistente a Sensible a Resistente a
microorganismo enrofloxacina enrofloxacina | oxitetraciclina | oxitetraciclina
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

Tubol (1,25 mg/mL) (1,25 mg/mL) (2.8 ng/mL) (2.8 ng/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

Tubo2 (0,625 mg/mL) (0,625 mg/mL) | (0,92 ug/mL) | (0,92 ug/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

Tubo 3 (0,3125 mg/mL) | (0,3125 mg/mL) | (0,3 ug/mL) (0,3 ng/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

Antibidtico Tubo4 (0,1562 mg/mL) | (0,1562 mg/mL) | (0,1 ug/mL) (0,1 pg/mL)
(concentracion) Tubo 5 enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina
(0,078 mg/mL) (0,078 mg/mL) | (0,03 ug/mL) | (0,03 ug/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

Tubo6 (0,039 mg/mL) (0,039 mg/mL) | (0,01 ug/mL) | (0,01 ug/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina
Tubo7 (0,01 mg/mL) (0,01 mg/mL) | (0,003 ug/mL) | (0,003 ug/mL)
enrofloxacina enrofloxacina oxitetraciclina | oxitetraciclina

TS 0 mgm) (0 mg/mL) (0 pg/mL) (0 pg/mL)

f. Analisis de la interaccion entre antibioticos y G. stearothermophilus en medio
APBg. Se prepararon 2 series de 8 tubos cada una conteniendo 5 mL del medio de
cultivo, una de las series se adiciond con diferentes concentraciones de enrofloxacina y
la otra con diferentes concentraciones de oxitetraciclina (Tabla 1). Todos los tubos se
inocularon con 100 pL de la suspension de esporas de G. stearothermophilus y se
incubaron a 60° C durante 24 horas. Cambios en la coloracién del medio de purpura a
amarillo indicaron crecimiento de los microorganismos inoculados a pesar de la
presencia de antibiotico en el medio, indicando que la concentracidén de antimicrobiano
en el medio se encontraba por debajo de la CIM (concentracion inhibitoria minima) del
microorganismo.

g. Preparacion de las muestras de musculo de P. mesopotamicus. En ensayos previos

del grupo de investigacidén, se congelaron muestras de musculo de juveniles de P.



mesopotamicus alimentados con dosis subterapéuticas de enrofloxacina (tratamiento E),
oxitetraciclina (tratamiento O) y sin ningin antibidtico (tratamiento C) durante
diferentes periodos de tiempo (30, 60, 90 y 120 dias) y por triplicado. Ademas, 3 dias
después de suspender la administracion de antibioticos, se tomd una Unica muestra de
cada tratamiento, lo que da un total de 39 muestras. Porciones de 1 g de las mismas
fueron descongeladas y maceradas junto con 2 mL de agua destilada estéril. Se
determino el pH de las suspensiones, corrigiendo el mismo si fuese necesario, a fin de
asegurar la neutralidad de los mismos, ya que el violeta de bromocresol es un indicador
de variaciones de pH en el medio.

. Determinacion de la presencia de enrofloxacina y/o oxitetraciclina en muestras de
musculo de peces. Alicuotas de 100 uL. de las muestras se sembraron junto con 100 pL
de la suspension de esporas de G. stearothermophilus en tubos conteniendo 5 ml de
medio APBg. Ademas, se incluyeron tres controles de los cuales uno se inoculé solo con
una muestra de carne del grupo control, otro solo con la suspension de esporas y un
tercero sin inocular. Los tubos se incubaron en estufa a 60° C durante 48 h, con

controles periddicos cada 4 h.



5. RESULTADOS:

S.1.  Desarrollo del microorganismo.

Luego de un periodo de 24 horas a 60° C, el caldo nutritivo en el que se inoculd el
contenido del vial con endosporas de Geobacillus stearothermophilus empezo a evidenciar
desarrollo bacteriano. El mismo se pudo comprobar por el enturbiamiento del medio
liquido. Luego de la siembra por estriado en agar nutritivo y posterior incubacién a 60°C,
se observd la aparicion de un solo tipo de colonias que determiné la pureza del cultivo. Las
mismas presentaron forma circular, con bordes definidos, color crema y superficie lisa,
caracteristicas compatibles con las descriptas en la bibliografia para el microorganismo en
estudio.

Los resultados de la caracterizacion fenotipica (Tabla 3) coinciden con aquellos
establecidos para G. stearothermophilus. Determinando que el cultivo obtenido a partir del

vial se encontraba puro y pertenecia al microorganismo en estudio.

Tabla 3 — Resultados de la caracterizaciéon fenotipica

Prueba quimica Resultado Tiempo de lectura
Coloracion de Gram Negativa Inmediato
Catalasa Negativa Inmediato
Oxidasa Negativa Inmediato
Indol Negativa 24 horas
TSI Positiva 24 Horas
Reduccion de nitritos/nitratos Positiva 24 Horas

Fermentacion de Azucares:

Manitol Positivo 24 Horas
Arabinosa Negativo 48 Horas
Citrato Negativa 48 Horas
Rojo de metilo/Voges Proskauer Positivo / Negativo 48 Horas

La coloracion de Schaeffer Fulton de la suspension cultivada a 60° C durante 4 dias
demostré un 90% de bacterias esporuladas en la suspensién de esporas de G.

stearothermophilus, por lo que se prosiguid a su conservacion.



5.2.  Evaluacion de la estabilidad del medio APBg frente a distintas concentraciones
de Enrofloxacina y Oxitetraciclina.

La lectura del resultado del método elegido en el presente trabajo se basa en el cambio de
color del medio de cultivo al sufrir una variaciéon o modificacion en los valores de pH.
Debido a que algunos antimicrobianos presentan caracteristicas acidas o bésicas, capaces de
modificar el pH del medio en el que se encuentran, se procedié a la evaluacion de la
estabilidad del medio APBg frente a distintas concentraciones de Enrofloxacina y

Oxitetraciclina (Figuras 1y 2).

Figura 1 — Diferentes concentraciones de Oxitetraciclina.

Figura 2 — Diferentes concentraciones de Enrofloxacina.

La ausencia de modificaciones en la coloracion del medio de cultivo ante la interaccion con
diferentes concentraciones de Enrofloxacina permitio determinar que la misma no produce
inestabilidad, con lo cual es apta para continuar siendo utilizada en el presente trabajo de
investigacion (Figura 3). Por otro lado, los dos tubos correspondientes a las mayores
concentraciones de Oxitetraciclina (2.8 y 0.9 ug/mL), sufrieron cambios de coloracion,

indicando inestabilidad del medio ante la interaccion con este antibidtico (Figura 4).



Figura 1 — Interaccion entre distintas concentraciones de Oxitetraciclina y el medio APBg.

5.3. Determinacion de la interaccion entre antimicrobianos y microorganismos en
APBg.

El método de deteccion seleccionado para el presente trabajo se basa en la imposibilidad de
un microorganismo testigo de multiplicarse en presencia de un antibidtico presente en la
muestra a analizaren concentracidn tal que supere la CIM. Es por ello que, para la puesta a
punto de la técnica en estudio, se realiz6 la determinacion de la interaccion entre
antimicrobianos y microorganismos en el APBg. Luego de 24 horas de incubacion a 37° C,
todos los tubos de la serie 1, inoculados con un microorganismo sensible a Enrofloxacina
conservaron la coloracion violeta inicial, incluso aquel con la menor concentracion (0.01
mg/mL). Por su parte, el tubo 8 o control, sin agregado de antimicrobiano, evidencio
cambios en la coloracion tornandose amarillo debido a una disminucion del pH por el

metabolismo bacteriano (Figura 5).



Figura 5 — Interaccion entre Enrofloxacina y un microorganismo sensible a la misma en el medio APBg.

De la serie 2, inoculada con un microorganismo resistente a Enrofloxacina, luego de 24
horas de incubacion a 37° C, los 5 tubos con mayor concentracion de antibiotico (1,25;
0,625; 0,3125; 0,1562 y 0,078 mg/mL) no presentaron cambios en la coloracidén del medio.
Los dos tubos con menor concentracion de Enrofloxacina (0,039 y 0,01 mg/mL) y el tubo
control (0,00 mg/mL) sufrieron una alteracion del color, tornandose amarillos y

evidenciando produccidn de gas por parte del microorganismo (Figura 6).

Figura 6 — Interaccion entre Enrofloxacina y un microorganismo resistente a la misma en el medio APBg.



Por su parte, de los tubos de la serie 3, inoculados con un microorganismo sensible a
oxitetraciclina, el primero, correspondiente a la méxima concentracidn del antibiotico (2.8
ug/mL), y el ultimo, correspondiente al control sin antimicrobiano (0 pg/mL), sufrieron
cambios en la coloracion debido al crecimiento bacteriano y la consiguiente disminucidn

del pH. Los demaés tubos de la serie no presentaron alteraciones en el medio (Figura 7).

BACTERIA OXI SENSIRI F

Figura 7 — Interaccion entre Oxitetraciclina y un microorganismo sensible a la misma en el medio APBg.

Finalmente, de los tubos de la serie 4, inoculados con un microorganismo resistente a
oxitetraciclina, los tres con las mayores concentraciones de antibiotico (2.8; 0.92; 0.30
ng/mL) demostraron un leve cambio en la coloracion del medio, mientras que en los demas
tubos de la serie se produjo un notable viraje de coloracion violeta a amarillo y abundante

produccion de gas (Figura 8).



Figura 9 — Interaccion entre Oxitetraciclina y un microorganismo resistente a la misma en el medio APBg.

5.4.  Anadlisis de la interacciéon entre antibidticos y G. stearothermophilus en medio
APBg.

El microorganismo seleccionado como testigo para la técnica de deteccion de
antimicrobianos escogida para poner a punto en el presente trabajo es Geobacillus
stearothermophilus, bacilo extremadamente sensible a ciertos grupos de antimicrobianos.
Con el fin de determinar la capacidad de los antibidticos en estudio de inhibir a este
microorganismo y, a su vez, de determinar la sensibilidad de la técnica, se procedio al
analisis de la interaccidn entre antibioticos y G. stearothermophilus en el medio APBg. De
los tubos de la serie 1, adicionados con diferentes concentraciones de Enrofloxacina y
esporas de G. stearothermophilus, luego de 24 horas a 60° C, solo el control, sin adicion de
antibidtico, evidencid cambios en la coloracion del medio de violeta a amarillo (Figura

10).



Figura 10 — Interaccion entre Enrofloxacina y G. stearothermophilus en el medio APBg.

Respecto de los tubos de la serie 2, adicionados con diferentes concentraciones de
Okxitetraciclina y esporas de . stearothermophilus, 1os dos tubos con mayor concentracion
del antimicrobiano evidenciaron un leve cambio en la coloracion del medio, mientras que el

tubo control (0,0 ug/mL) vir6 completamente a color amarillo (Figura 11).

Figura 11 — Interaccion entre Oxitetraciclina y G. stearothermophilus en el medio APBg.

5.5. Determinacion de la presencia de enrofloxacina y/o oxitetraciclina en muestras
de misculo de peces.

Una vez comprobada la sensibilidad del Geobacillus stearothermophilus ante la presencia
de Oxitetraciclina y Enrofloxacina, se procedié a determinar la presencia de los
antimicrobianos en muestras de musculo de juveniles de P. mesopotamicus alimentados

durante 120 dias con distintas formulaciones de balanceado que incluian Enrofloxacina



(tratamiento E), Oxitetraciclina (tratamiento O) y sin ningun antibidtico (tratamiento C)

(Figura 12).

Figura 12 — Muestras de mtsculo de P. mesopotamicus congeladas.
Los tubos conteniendo muestras de musculo de P. mesopotamicus pertenecientes a los
tratamientos E y O y al grupo control luego de 30 dias de ensayo, en todas sus réplicas,

mostraron una leve variacion del color cercano a la superficie (Figura 13).

Figura 13 — Tubos de APBg conteniendo esporas de G. stearothermophilus y musculo de P. mesopotamicus alimentados

durante 30 dias con balaceado adicionado sin (C) y con dosis subterapéuticas de Oxitetraciclina (O), Enrofloxacina (E).



Resultados iguales se obtuvieron al analizar las muestras de musculo de los animales

tratados luego de 60, 90 y 120 dias (Figuras 14, 15y 16).

|Grupo control

Figura 14 — Tubos de APBg conteniendo esporas de G. stearothermophilus y musculo de P. mesopotamicus alimentados

durante 60 dias con balaceado adicionado sin (C) y con dosis subterapéuticas de Oxitetraciclina (O), Enrofloxacina (E).
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Figura 15 — Tubos de APBg conteniendo esporas de G. stearothermophilus y musculo de P. mesopotamicus alimentados

durante 90 dias con balaceado adicionado sin (C) y con dosis subterapéuticas de Oxitetraciclina (O), Enrofloxacina (E).
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Figura 16 — Tubos de APBg conteniendo esporas de G. stearothermophilus y musculo de P. mesopotamicus alimentados

durante 120 dias con balaceado adicionado sin (C) y con dosis subterapéuticas de Oxitetraciclina (O), Enrofloxacina (E).

Los tubos conteniendo APBg a los que se les afiadio las muestras obtenidas de musculo de
peces luego de 123 dias de tratamiento, si mostraron diferencias entre si. Los tubos a los
que se les afiadio el musculo de los peces alimentados con balanceado suplementado con
antibioticos no sufrieron modificaciones en la coloracion, mientras que el tubo al que se le

agregd la muestra del grupo control viré6 completamente hacia una coloracion amarilla

(Figura 17).

Figura 17 — Tubos de APBg conteniendo esporas de G. stearothermophilus y mtsculo de P. mesopotamicus alimentados

durante 120 dias con balaceado adicionado sin (C)y con dosis subterapéuticas de Oxitetraciclina (O), Enrofloxacina (E) y

durante 3 dias con alimento convencional.



6. CONCLUSIONES:

El presente trabajo permitié la obtencion de una suspension de esporas de
Geobacillus stearothermophilus pura que se mantuvo viable y estable durante la
duracién de los trabajos aqui presentados. Dicha suspensidn se empled como testigo
microbiano en los ensayos aqui descriptos y servird de base para la realizacion de
futuros trabajos.

Se logré determinar que ninguna de las concentraciones de Enrofloxacina evaluadas
en el presente trabajo (1,25; 0,625; 0,3125; 0,1562; 0,078; 0,039 y 0,01 mg/mL)
alteran por si solas caracteristicas fisicoquimicas del medio. Esto permite inferir que
la técnica podria emplearse para la deteccion de altas concentraciones de este
antimicrobiano y que deben realizarse ensayos posteriores con el fin de poder
determinar el limite méximo que podria detectarse mediante la misma. Con respecto
a la Oxitetraciclina, se determind que concentraciones superiores a 0,92 ug/mL del
antimicrobiano alteran por si solas las caracteristicas del medio. Asi, se puede
deducir que la sensibilidad de la técnica no permitiria detectar concentraciones
superiores a estos valores.

Mediante los ensayos de interaccion entre antimicrobianos y microorganismos en el
medio APBg se logré asegurar que microorganismos sensibles a Enrofloxacina
pueden ser usados como testigos ya que no alteran la coloracion del medio en
presencia de dicho antibidtico, aun en una concentracion de 0,01 mg/mL. También
se demostr6 que microorganismos resistentes a este antibidtico podrian dar
resultados erréneos en bajas concentraciones. Con respecto a los ensayos con
Oxitetraciclina, se comprobaron las conclusiones expuestas en el item anterior, ya
que los tubos conteniendo concentraciones superiores a 0,92 pg/mL del
antimicrobiano sufren variaciones de color aun estando inoculados con
microorganismos sensibles al antibidtico. Ademas, se demostré que el uso de
microorganismos resistentes a Oxitetraciclina como testigo es inviable ya que altera
las caracteristicas del medio en presencia de todas las concentraciones evaluadas.
Los resultados de la interaccion entre Enrofloxacina y Geobacillus
stearothermophilus en el medio APBg permitié establecer que la sensibilidad de la

técnica es superior a 1,25 e inferior a 0,01 mg/mL del antimicrobiano, debiendo



realizar estudios posteriores para determinar dicho parametro con exactitud. Con
respecto a los resultados de la interaccion entre Oxitetraciclina y Geobacillus
stearothermophilus en el medio APBg, los mismos permitieron establecer que la
técnica posee una sensibilidad por debajo de los 0,92 ug/mL, debiendo realizarse
ensayos posteriores para determinar el limite inferior.

e La evaluacion cualitativa de la presencia de residuos de Enrofloxacina y
Oxitetraciclina en muestras de musculo de juveniles de P. mesopotamicus a los que
se les suministré antibidticos en dosis subclinicas durante diferentes periodos de
tiempo presento resultados inesperados. En las muestras de hasta 120 dias de ensayo
no se observo diferencias en la coloracion de los medios adicionados con los
distintos tipos de muestra, siendo los controles (sin administracion de
antimicrobianos) iguales a los tratamientos (con el agregado de estas sustancias).
Esto podria deberse a una reaccion fisico-quimica inesperada entre el tejido
muscular de los peces y el medio APBg. También podria existir la posibilidad de
que el alimento balanceado comercial haya estado suplementado con algun tipo de
sustancia que presente accion antimicrobiana y que la misma haya llegado al tejido
muscular de los animales. El resultado esperado se observd a los 123 dias de

ensayo, desconociéndose las razones de este cambio en los resultados.

En base a lo expuesto anteriormente, la hipdtesis del trabajo:

“La presencia de residuos de antibidticos en carne de pescado puede ser puesta en
evidencia a través de un método biolégico utilizando Geobacillus stearothermophilus”
no puede afirmarse basandose en los resultados de las muestras hasta el dia 120 de ensayo.
Si bien los resultados obtenidos en las muestras del dia 123 serian las esperadas, se propone
la realizacién de ensayos complementarios para poder afirmar la hipotesis. Se propone
determinar si fue adecuada la cantidad de esporas Geobacillus stearothermophilus
inoculadas en el presente trabajo, pudiendo deberse los resultados a una mayor cantidad de
microorganismos en el medio. Asi mismo se plantea la posibilidad de evaluar tanto la
cantidad de musculo inoculado como asi también otros métodos de procesamiento de las
muestras previas a su adicioén al medio APBg al igual que la realizacion de ensayos con

otros productos de origen animal como ser leche y huevos.



Estas sugerencias se basan en el hecho de que, si bien en este trabajo los resultados
obtenidos no fueron los esperados, estudios previos, desarrollados sobre leche, carne de
pollo o canales de bos Taurus, especificados en la bibliografia y consultados durante la
confeccion del proyecto, dejan constancia de la viabilidad del método de cribado utilizando
Geobacillus stearothermophilus para la deteccion de residuos de antibidticos en muestras

organicas.
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