UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PATAGONIA
SAN JUAN BOSCO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

VISTO:

Comodoro Rivadavia, 06 de marzo de 2007 -

La nota entrada a FCN. N° 202/07 presentada por el Departamento Bioquimica, mediante
la cual eleva cuatro proyectos de Practica Profesional a eleccion para la carrera de Bioquimica, y

CONSIDERANDO:

Que las mismas han sido avaladas por el Comité de Carrera del Departamento de

Bioquimica.

Que han seguido el camino critico correspondiente.
Que cumplen con las Resoluciones CAFCN. N° 234/92 y 057/99.
Que el tema fue tratado en la I sesion ordinaria del afio en curso.

POR ELLO, EL CONSEJO ACADEMICO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
RESUELVE

Art. 1°) Aprobar las Pricticas Profesionales que se detallan, en el marco de la Practica
Profesional a eleccion de la carrera de Bioquimica cuyos contenidos figuran en el Anexo que

forma parte integrante de la presente resolucion:

Evaluacion microbiologica de areas costeras
de la provincia del Chubut y Santa Cruz para
su uso en acuicultura

Dra. Silvia Estevao Belchior / Lic. Héctor
Zaixso

Parasitologia Clinica

Dra. Paula Sanchez Thevenet / Bioq. Mirta
Cordoba

Disefio, desarrollo y caracterizacion de un
biosensor enzimatico para la evaluacién de
frescura en pescado

Dr. Osvaldo Cordoba / Dr. Gustavo Barrera

Bromatologia

Dra. Maria A. Fajardo / Dra. Paula Sanchez /
Dra. Graciela Ponce

Art. 2°) Registrese, cursense las comunicaciones pertinentes, notifiquese a quien corresponda y

cumplido, archivese.-

RESOLUCION CAFCN. N° 035/07.-
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Propuesta de practica profesional en drea a eleccion: Evaluacién microbioldgica de dreas
costeras de la provincia del Chubut y Santa Cruz para su uso en acuicultura.

Docentes que participan en la_propuesta de prictica profesional:
Docente Responsable

Dra. Silvia Estevao Belchior.

Docente Responsable externo:

Lic. Héctor Zaixso.

Docente colaborador:

Bioq. Adriana Gallardo

Periodo de desarrollo: 1° cuatrimestre del afio 2007.

Numero de alumnos a aceptar: uno (1)

Introduccion

Las provincias del Chubut y Santa Cruz poseen, a los fines de la maricultura, una gran
variedad de ambientes que permitirian la implementacion de diferentes formas de cultivos
acuaticos. La maricultura es una de las alternativas econémicas potencialmente adecuadas para la
patagonia en razon de presentar algunas interesantes ventajas comparativas, cOmo areas con
aguas costeras no contaminadas y espacio costero disponible.

Las aguas costeras de ambas provincias pueden considerarse no contaminadas, excepto en la
cercania las ciudades, esta circunstancia asociada a su ubicacion en la Patagonia hace que los
potenciales productos provenientes del area gocen de antemano con una buena imagen a nivel
internacional. La ausencia de contaminacion se halla asociada a la escasez de ciudades costeras lo
cual, por otra parte, es una desventaja, ya que el acceso a muchos de los sitios potencialmente
aptos para la maricultura es dificultoso en la época invernal por la falta de caminos adecuados.

Las perspectivas del mercado son muy favorables para algunos productos acuiculturales
clasicos como mejillones y ostras, dado que ambos tipos de producto estan actualmente siendo
importados. Para ello la contaminacion de las aguas para acuicultura ha sido considerada
especialmente por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPYA). La
Resolucion SAGPYA 506/00 impone que las zonas de produccion de acuicultura sean
clasificadas segin los resultados de estudios sanitarios previos, particularmente en lo que hace a
su aptitud microbiologica y quimica en términos de riesgo sanitario.

Los organismos bivalvos, como los mejillones son capaces de concentrar microorganismos
en su interior debido a que se alimentan por mecanismos de filtracion no selectiva, y como
consecuencia, pueden ser reservorios de microorganismos patogenos. Pueden concentrar
microorganismos de la familia Vibrionaceae, tales como Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus, los cuales son patogenos para el ser humano u otros patogenos de origen fecal como
Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli y virus entéricos. Todos estos microorganismos
al igual que otras bacterias patogenas asociadas a alimentos tienen como principal sintoma
clinico, una gastroenteritis.

Por las razones anteriormente mencionadas el proposito principal de esta investigacion
radica en establecer el perfil microbiologico de mejillones y de las aguas de extraccion de estos
bivalvos en zonas costeras de Chubut y Santa Cruz. Este trabajo se desarrollara en el marco de
los proyectos de investigacion PNUD ARG: Evaluacién de areas costeras de la provincia del
Chubut para su uso en acuicultura (B-B-69) y Estudio de base para una gestion integrada de la
bahia de San Julian (B-B-70).
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Objetivo general
Establecer el perfil microbiologico de mejillones y de las aguas de extraccion de estos
bivalvos en zonas costeras de Chubut y Santa Cruz.

Objetivos parciales

> Desarrollar la metodologia cientifica adecuada que le permita al alumno poder cumplir con el
objetivo propuesto.

» Clasificar los sitios con mayores potencialidades para la acuicultura de acuerdo a indicadores
de polucién, como es la carga de bacterias coliformes fecales.

» Determinar la concentracion de coliformes fecales en carne de bivalvos y liquido intervalvar
(de acuerdo a la reglamentacion vigente de la SAGPYA)

» Investigar la presencia de bacterias patogenas para el hombre en carne de bivalvos y liquido

intervalvar

Actividades a desarrollar: Se proponen las siguientes actividades:

|. Biusqueda bibliografica sobre el tema a desarrollar: Se lograra que el alumno acceda
mediante diferentes vias a recabar informacion previa sobre el tema.

2. Desarrollo de procedimientos para el aislamiento de bacterias coliformes fecales y
patégenos humanos: Con esta actividad se desea lograr que el alumno comprenda la
metodologia a realizar y ademas la desarrolle. Este altimo aspecto comprende el calculo de
materiales y reactivos, la preparacion de los mismos y la puesta a punto de la técnica.

3 Caracterizacién de Areas marinas costeras y seleccion de los sitios con mayores
potencialidades para la acuicultura. Esta actividad comprende la caracterizacion general
referida al grado de exposicion al oleaje, batimetria, salinidad, temperatura, pH.,
transparencia, la concentracion de clorofila a, concentracion de nitratos y fosfatos, oxigeno
disuelto, carga de bacterias coliformes fecales y corrientes, presencia de cafiadones costeros y
potenciales aportes de agua dulce en época de lluvias y aguas residuales.

4 Deteccién de bacterias coliformes fecales y bacterias patogenas en carne de bivalvos y
liquido intervalvar: Con esta actividad se pretende clasificar los moluscos bivalvos en base
a la coliformes fecales y E coli en carne de bivalvos y liquido intervalvar, de acuerdo a la
reglamentacion vigente del SAGPYA e investigar la presencia de bacterias patogenas para el
hombre.

5. Andlisis de datos y elaboracion del informe: En esta actividad el alumno debera analizar los
resultados obtenidos y discutirlos, utilizando bibliografia referente al tema, para elaborar
conclusiones acordes al objetivo planteado.

Materiales y Métodos:
Materiales y reactivos:_Los insumos de la préactica seran provistos por la catedra y en el marco
del Proyecto PNUD ARG, mencionado anteriormente.

Sitio de Muestreos: Se escogeran sitios de muestreo en la costa de la Provincia de Chubut y
Bahia San Julian (Santa Cruz), con potencialidades para la acuicultura de acuerdo a las
especificaciones de la Subsecretaria de Pesca Provincial y del conocimiento previo existente.

Estudio y clasificacién de zonas produccion: Los muestreos y la determinacion de los
parametros que se consideran para clasificar las zonas de produccion de moluscos aptos para
consumo. se realizaran de acuerdo a lo establecido en el Reglamento Sanitario De Explotacion y
Comercializacion de Moluscos y Bivalvos Vivos para Consumo Humano (5).
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Analisis de Agua

Parametros fisicoquimicos: se determinara la temperatura, pH, fosfatos y nitratos (1).
Parametros bacteriolégicos: Se recolectaran muestras superficiales en recipientes estériles de
250 ml para analisis bacteriologico. Se desarrollara el método de fermentacion en tubos
multiples (NMP/100ml) utilizando 5 tubos y tres diluciones para la determinacion de Coliformes
totales y fecales y confirmacion de la Presencia de Fscherichia coli (E.coli), El analisis se
realizara seguin técnicas normalizadas (1).

Anilisis de moluscos bivalvos: Se cosecharan de la restinga, durante la bajamar, en el periodo
comprendido entre agosto y noviembre de 2006 con periodicidad de 15 dias (5). Se recogeran al
azar mejillones en bolsas de polietileno asépticas y se trasladaran al laboratorio a 4°C- 8°C.

La seleccion del tamafio de las muestra, como asi también el transporte, preparacion y
procesamiento de las mismas, se realizara de acuerdo a especificaciones de Donovan et al. 1998
(3).

Se realizaran las siguientes determinaciones bacteriologicas:

Coliformes totales en 100g de moluscos bivalvos
Coliformes fecales en 100g de moluscos bivalvos
Confirmacion de Escherichia coli

Determinacion de NMP de Vibrio por g

Identificacion de Vibrios parahaemoliticus y vulnificus

» Presencia de Salmonella sp
» Determinaciéon de coliformes totales, fecales y E. coli: en 100g de carne y liquido

intervalvar, se aplicara el método estandar del NMP de 5 tubos por tres diluciones aplicando
metodologias estandares descriptas en (4).

VY YYY

» Determinacion de NMP/g de molusco bivalvo de Vibrio spp, se aplicaran la metodologia
especificada en Barris, 2005 (2), en 50g de carne y liquido intervalvar, empleando la técnica
de NMP en sistemas de tres tubos en agua de peptona alcalina y posterior confirmacion en el
medio selectivo agar TCBS e identificacion preliminar (2, 4)

La identificacion de las especies de Vibrios parahaemoliticus y vulnificus se realizara por
métodos tradicionales de acuerdo a ICMSF (4).

» Presencia de Salmonella: Se determinaré la presencia de Salmonella en 25 g de marisco (3,
4, 5) aplicando técnicas de preenriquecimiento en el PBS, enriquecimiento en caldo
tetrationato y cultivo en los medios selectivos para tal fin (2, 4). la Identificaciéon de las
especies de salmonelas se realizard mediante método de identificacion serologica y
metabolica (4).

Como control de calidad de las metodologias se emplearan cepas de la coleccion de la
Catedra de Microbiologia Clinica previamente tipificadas.

.- APHA, AWWA, WEF. Standard Methods for the examination of water and wastewater.
Franson M.A. (ed), American Public Health Assoc., Washington, D.C. 1994,

2.- Barris YF. Determinacion Del Perfil Microbiologico De La Almeja (Lucina Pectinata
Gmelin, 1791), Del Ostion De Mangle Mangle (Crassostrearhizophorae Guilding, 1828) Y Las
Aguas De Extraccion De Bivalvos De La Zona Suroeste De Puerto Rico. Tesis de Maestria.
Universidad de Puerto Rico. 2005.
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3.- Donovan TJ, Gallacher S, Andrews NJ, Greenwood MH, Graham J, Russell JE, Roberts D,
Lee R. Modification of the standard method used in the United Kingdom for counting
Escherichia coli in live bivalve molluscs. Communic. Dis. and Public Health, 1:188-196. 1998,
4.- International Commission on Microbiological Specifications for Foods (L.C.M.S.F.).
Microorganismos de los alimentos: Técnicas de analisis microbiologicos, (Vol. I). Acribia,
Zaragoza, Espaia. 1980.

5.- Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPYA) Decreto 4238, Capitulo
XXIII, Reglamento Sanitario de Explotacion y Comercializacion de Moluscos y Bivalvos Vivos
para Consumo Humano, Resolucion 506/00.

Bibliografia:

La catedra cuenta con bibliografia sobre técnicas estandarizadas y ademas mediante
busquedas informatizadas el alumno podra acceder a una variedad de articulos cientificos
referentes al tema de estudio.

Duracion del Proyecto y Cronograma:

Las actividades se desarrollaran en 400 horas, durante el 1° cuatrimestre del afio 2007, con
una carga horaria aproximada de 20 horas semanales en horarios a convenir con el alumno.
Cronograma de actividades:

SEMANAS |2 4 6 8 10 12 14 16
Actividad 1 | X

Actividad 2 X X

Actividad 3 X X X

Actividad 4 X X X X X
Actividad 5 X X X

Bibliografia disponible:

A. LIBROS DE TEXTO.

PRATS G. Microbiologia Clinica. Editorial Médica Panamericana S.A. Espafia. 2006

CACHIONE R., DURLACH R., LARGHI O., Temas de Zoonosis III. Asociacion Argentina
de Zoonosis. Buenos Aires, Argentina. 2006.

FORBES B.A., SAHM DF., WEISSFELD AS. BAILEY/SCOTT: Diagnostico
microbioldgico. 11° edicion. Editorial Médica Panamericana. Argentina. 2004.

CACHIONE R., DURLACH R., LARGHI O., Temas de Zoonosis Il. Asociacion Argentina de
Zoonosis. Buenos Aires, Argentina. 2004,

BAVA A.], Introduccion a la Micologia Médica. Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana,
Suplemento 4. Federacion Bioquimica de la Provincia de Buenos Aires. Argentina. 2002

INFECCIONES EN OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA — Madulos 1, 2, 3 y 4. Asociacion
Argentina de Internet Médica y Bioinformatica (AAIMB). Ed. Clinicas Argentinas. Argentina.
2002.

PROGRAMA NACIONAL DE CONTROL DE TUBERCULOSIS. Normas Teécnicas.
Ministerio de Salud. Argentina 2002,

AMBROSIO AM., RIERA L., CALDERON G.E. MICUCCI HA. Procedimientos de
seguridad en el manejo del material biologico. Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana,
Suplemento 1. Federacion Bioquimica de la Provincia de Buenos Aires. Argentina. 2001
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KONEMAN, ALLEN, JAMDA, SCHRECKENBERGERER, Diagnostico Microbiolégico. 5°
De. Editorial Panamericana. Argentina.1999.

DALET F., DEL RIO G., Infecciones Urinarias, Fundacion Puigvert. Espaiia. 1997.

MURRAY P. Pocket Guide to Clinical Microbiology, American Society for Microbiology.
Washington DC.1996.

Manual de Vigilancia Epidemiologica. Serie HSP/ Manuales Operativos PALTEXA Vol. 1V,
N°. LemusJ. Y col. OPS/OMS, Washington, D.C. 1996

MARTINEZ, MENDEZ TOVAR, HERNANDEZ HERNANDEZ, CASTANONN
CLIVARES. Micologia Médica. Procedimientos para el diagnostico de laboratorio. 1° ed.
Editorial Trillas. México 1995.

TOLKLIK, WILLETT, AMOS. ZINSSER, Microbiologia. 20" ed. Editorial Médica
Panamericana. Argentina. 1994.

CLINICAL MICROBIOLOGY PROCEDURES HANDBOOK. VOL.I y 2. Isenberg H. (Ed
in Chief). American Society for Microbiology. Washington DC.1993.

LENNETTE Y COL. Manual de Microbiologia clinica. Editorial Médica Panamericana,
Espafia 4° edicion, 1991,

MOSSEL D.A.A, MORENO GARCIA B., Microbiologia de los Alimentos Editorial Acribia.
Zaragoza, Espafia. 1985,

BERGEY’S MANUAL OF SISTEMATIC BACTERIOLOGY: 9° edicion. Ed. Williams and
Wilkins, Baltimore. London. 1984

Cumulative Techniques and Procedures in Clinical Microbiology. CUMITECH 1A, 3, 10,
12A, 14A, 16A, 17, 20, 25. American Society for Microbiology. Washington DC.

B. REVISTAS DE CONSULTA:

Revista Argentina de Microbiologia. Ediciones de la Asociacion Argentina de Microbiologia.

Infectologia & Microbiologia Clinica. Publicacion oficial de la Sociedad Argentina de
Bacteriologia Clinica y de la Sociedad Argentina de Infectologia.

Clinical Microbiology Reviews. Publicacion de la A. A M. Ed. Vol. 13 al 16.

Revista de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de
Litoral, Centro de Publicaciones de la UN.L. Vol. 4, 5, 6, 7, 8 y 9 Afio 2000 en adelante

Modulos del curso de Microbiologia Clinica. AAM. Colegio de Bioquimicos de la Provincia
de Entre Rios. Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas Universidad Nacional del Litoral.
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PRACTICA PROFESIONAL A ELECCION

“PARASITOLOGIA CLINICA”
A) TEMA Y CONTENIDO:

OBJETIVO GENERAL:

Aplicar la estrategia de Atencion Primaria de la Salud y de la metodologia de la ciencia
Epidemiologia a los aspectos de salud y parasitosis en la Region.
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MARCO TEORICO y CONTENIDO:
La Atencion Primaria de la Salud (APS) y la Epidemiologia, son pilares basicos de la
formacion y del ambito de trabajo de los Profesionales en Salud.

La APS es una estrategia en salud, con un enfoque de promocion y proteccion de la
misma y de prevencion de enfermedades (1). Ejemplo de acciones realizadas en la APS lo
constituyen la educacion para la salud (nivel primario), y el catastro poblacional para deteccion
precoz de patologias (nivel secundario), entre otras.

La Epidemiologia es una ciencia cuyo objeto es la comprension de los determinantes de
la salud en las poblaciones humanas, esto implica el funcionamiento del sistema natural
salud/enfermedad (2). Entre sus propositos se destacan: 1) deteccion, caracterizacion y
cuantificacion de los problemas de salud y enfermedad y su ordenamiento seglin su impacto en la
poblacion, para disefiar politicas de salud y, 2) deteccion, caracterizacion y cuantificacion de los
determinantes de salud y enfermedad para conocer las causas y evaluar la eficacia de las
intervenciones sanitarias (2).

La Practica Profesional ofrecida, tiene como objeto que el alumno realice actividades de
APS, aplicando conocimientos referidos al diagnostico y epidemiologia en el area de
Parasitologia. El trabajo conjunto con profesionales y técnicos de sectores tales como, el
Departamento Zoonosis y su Programa de Control de la Hidatidosis de la Pcia del Chubut, el
Hospital de Pico Truncado de la Pcia. de Santa Cruz y el Centro Regional de Investigacion y
Desarrollo Cientifico Tecnolégico (CRIDECIT/UNPATA), representa una oportunidad
formativa Unica, desde la realidad regional, respecto a normas y criterios de trabajo en equipo,
interdisciplinario e integrado a la comunidad.

Finalmente se destaca y resume que el trabajo interdisciplinario e integrado a la
comunidad, con enfoque desde la epidemiologia, constituye el marco de referencia de la
presente propuesta de Practica Profesional.

OBJETIVOS PEDAGOGICOS ACTITUDINALES

Integrar los conocimientos previos, adquiridos en su formacion como Bioquimico.

Desarrollar criterios de observacion.

Desarrollar mentalidad de trabajo en equipos interdisciplinarios e intersectoriales.

Mantener el interés continuo por el estudio de las Ciencias objeto de la presente practica en la faz
profesional y de investigacion.

Desarrollar un trabajo en salud desde la metodologia de APS.

OBJETIVOS PEDAGOGICOS PROCEDIMENTALES

Aplicar técnicas de estudios epidemiologicos.

Realizar analisis de deteccion de enfermedades parasitarias.

Aplicar normas de bioseguridad en el manejo de muestras de laboratorio.
Aplicar herramientas de estadistica para el analisis de datos.

Realizar informes de tipo profesional.

B) PERIODO Y TIEMPO DE DESARROLLO:

Esta Practica se ofrece para el primer cuatrimestre del afio 2007.

Carga horaria: 16 semanas de 400 horas cuatrimestrales (25 horas semanales), en horarios a
convenir con el alumno y las diferentes Instituciones y sectores participantes.
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- N” Vacantes: 1 una.

C) ACTIVIDADES  PROGRAMADAS A DESARROLLAR SEGUN AMBITO DE
REALIZACION:

Actividad 1: estudios de situacion de hidatidosis y otras zoonosis parasitarias.
AMBITO DE REALIZACION: Departamento Zoonosis, Programa de Control de la

Hidatidosis, Chubut.

Actividades especificas:

a) Realizacion de estudios catastrales serologicos y por imagen, en humanos, para
deteccion de portadores de quistes hidatidicos.

b) Realizacion de estudios catastrales serologicos en humanos para diagnostico de
Chagas, Brucelosis y Toxoplasmosis.

¢) Realizacion de encuestas sobre factores de riesgo para las zoonosis parasitarias
estudias en a) y b).

d) Resumen y analisis de datos

e) Realizacion de informes técnico

Actividad 2: diagnostico de parasitosis intestinales.

AMBITO DE REALIZACION:

e Hospital de Pico Truncado, Pcia. Santa Cruz
e Departamento de Bioquimica y CRIDECIT, Facultad de Ciencias Naturales,
UNPSJB.

Actividades especificas:

a) Reuniones de planificacion y organizacion con el equipo de salud.

b) Recoleccion de muestras.

¢) Realizacion de encuesta sobre factores de riesgo para parasitosis intestinales.
d) Analisis de las muestras en el laboratorio.

e) Resumen, analisis e interpretacion de datos.

f) Elaboracion de informes

Actividad 3: resumen y procesamiento de la informacion. Integracion de resultados.

AMBITO DE REALIZACION:
e Departamento de Bioquimica y CRIDECIT, Facultad de Ciencias Naturales, UNPSIB.
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Actividades especificas:

a) Busqueda bibliografica

b) Realizacién de actividades de gabinete: coordinacion y analisis de las actividades
realizadas (act. 1y 2)

c) Resumen, analisis e interpretacion de datos.

d) Elaboracion y entrega de informes.

D) METODOLOGIA:

d.1) Obtencion y analisis de muestras:

Sueros humanos: se realizaran extracciones de sangre a voluntarios humanos que participen de
las campaiias de catastro del Depto. de Zoonosis de la Pcia. del Chubut. Las extracciones estaran
supervisadas por los Bioquimicos del Departamento. Se separara el suero para las pruebas de
diagnostico seroldgico de Hidatidosis, Chagas, Brucelosis y Toxoplasmosis, segun técnicas de
Elisa, HAI y Aglutinacion de Latex segin corresponda (3).

Encuesta por imagenes: se participara como colaborador del personal Médico del Programa de
Control de la Hidatidosis (Depto. Zoonosis, Chubut), en las pruebas ecograficas que se realicen
para la deteccion de quistes hidatidicos en portadores humanos (3).

Biisqueda de pardsitos intestinales en nifios: se realizara en muestras de materia fecal de 5- 7
dias de recoleccion y de mucosa perianal, las que seran procesadas de acuerdo a normas
estandarizadas para diagnostico de parasitosis intestinales por medio de técnicas de
concentracion (3). Las mismas se realizaran bajo la supervision del personal profesional a cargo
de la catedra Parasitologia Clinica.

Andlisis de Encuestas epidemiolégicas: se procedera a la elaboracion y realizacion de de
encuestas sobre factores de riesgo para las distintas parasitosis estudiadas en los distintos grupos
mencionados anteriormente. La actividad sera supervisada por el personal docente de la Catedra
de Salud Publica.

d.2) Andlisis estadistico de los datos: se realizara estadistica descriptiva de los datos,
expresandolos seglin sean de distribucion paramétrica o0 no paramétrica (4).

Dado que la asociacion entre variables se puede estudiar a través del método de las
diferencias y el de las variaciones concomitantes (teoria de la correlacion — regresion), se
utilizaran los test correspondientes de acuerdo a la naturaleza de la distribucion. Se consideraran
valores de p < 0,05 como significativos y valores de p < 0,01, como altamente significativos. Los
softwares a utilizar seran: Instat V2.02 y Sigma Plot 4.0:

d.3) Elaboracion y presentacion del informe final de la Practica realizada:
e Segun normas y directrices (5, 6, 7)
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E) CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES: por semana

Semanas ler cuatrimestre de 2007

Actividad: -2 3 4 s g R0
* % % *
2 * & k% k¥ %% k% k% %% k% * % k% k%
% &* * * % %* * *® *® ® %
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F) CRITERIOS PEDAGOGICOS:
Las estrategias de enseflanza a utilizar seran

o Interrogacion: para que el alumno evoque conocimientos previos, se interese en los
nuevos, descubra relaciones, recapitule y demuestre el provecho alcanzado.

e Trabajar e interrelacionarse con los equipos de salud del Municipio de Pico Truncado
(Sta. Cruz) y del Depto. Zoonosis de la Pcia. del Chbut. Contacto directo con la
comunidad objeto del trabajo.

e Realizar las actividades préacticas de laboratorio previstas.

G) BIBLIOGRAFIA:
1.- Kroeger, A., Luna, R. 1992. Atencion Primaria de la Salud: principios y métodos

2 - Basualdo, J. A, Minvielle, M. C., Grenovero, M. S. 2004. Nociones Basicas de Metodologia
de la Investigacion en Ciencias de la Salud. led. Grafica Alemana. La Plata, Argentina.
3.- Atias, A. 1998. Parasitologia Clinica. Ed. Panamerica. Sgo. de  Chile, Chile.
4 - Morton, R. F., Hebel, J. R, Mc Carter, R. J. 1993. Bioestadistica y Epidemiologia. 3ra. Ed.

Interamericana. Mc. Graw y Hill, Barcelona.
5.- Reglamento Practica Profesional A Eleccion. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Ciencias Naturales, UNPSIB.

6.- Sistema Internacional de Unidades. [Serial online]. Disponible en URL:
www.sc.ehu.es/sbweb/fisica/unidades/unidades/unidades/htm.

7.- Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas. Normas Vancouver 2000. [Serial
online]. Disponible en URL:

H) EQUIPAMIENTO:

EQUIPAMIENTOD DISPONIBLE Origen

1 Bafio termostatizado UNPS.JB.
| Balanza Sartorius UNPS.JB.

| Espectrofotometro Metrolab 1700 UV Visible UN.PS.J.B.

1 Peachimetro UNPS.IB.
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1 Centrifuga UN.P.S.]B.
1 Heladera-Freezer Peabody UN.P.S.JB.
| Freezer UN.P.S.JB.
1 Set de Pipetas automaticas UN.P.S.J.B.
1 Microscopio 6ptico Bausch & Lomb UN.P.S.J.B.
Kits serologicos para Hidatidosis, Chagas, |Prog. Control Hid
Brucelosis y Toxoplasmosis UN.P.S.].B.
Jeringas y Agujas p/extraccion sangre Prog. Control Hid.
1 Equipo multimedia UN.P.S.JB.
Termometro UN.P.S.JB.

I) PERSONAL RESPONSABLE y COLABORADORLES DEPARTAMENTO DE LA UNPSJB:

Docentes Responsables: Dra. Paula Sanchez Thevenet Prof Adj. Salud Publica investigador
Cridecit/UNPSJB, Bioq. Mirta Cordoba: Prof. Adj. Parasitologia Clinica.

Colaboradores: Bioq. Claudia Torrecillas: JTP de Parasitologia Clinica, Biogq. Monica Souto JTP
Salud Publica, Tca. Qca. Maria Noel Jolly Aux. Cat. Parasitologia Clinica, Tecn. Quim. Silvana
Karamarco Aux. Cat. Parasitolog{ia Clinica

IT) COLABORADORES EXTERNOS
Med. Vet. Oscar Jensen Director Departamento Zoonosis, Chubut.

Profesionales y técnicos del Dpeto. Zoonosis, Chubut.

Med. Arturo Arguello Director Hospital Pico Truncado, Santa Cruz.
Med. Gen Maria Laura larza, Hospital Pico Truncado

Med. Ped. Gladis Noemi Viviani, Hospital Pico Truncado

Med. Ped. Capra Pablo, Hospital Pico Truncado

Med. Ped. Maria del Rosario Salvatierra, Pico Truncado, Santa Cruz.
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Practica Profesional: Diseio, Desarrollo Y Caracterizacion De Un Biosensor Enzimaitico
Para La Evaluacion De Frescura En Pescados

Primer cuatrimestre 2007

Profesor responsable: Dr. Osvaldo Cordoba (Departamento de Bioquimica)
Profesor responsable: Dr. Gustavo Daniel Barrera (Departamento de Quimica)
Colaboradores: Biog. Silvia Alejandra Miscoria (Departamento de Quimica)
Departamento: Quimica

Catedra: Quimica Analitica Il

Numero de alumnos: | (uno)
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Objetivos:
Objetivos generales:

» Disenar un biosensor enzimatico para la evaluacion de la frescura en pescados a partir del
monitoreo del analito hipoxantina.

» Lograr que el alumno realice sus practicas utilizando los razonamientos y las
metodologias aprendidas en el cursado de las materias Quimica Biologica 1, Quimica
biologica I1, Quimica Analitica I y Quimica Analitica I1.

» Capacitar al alumno en el uso de técnicas electroquimicas como voltamperometria,
amperometrias, entre otras.

» Incentivar al alumno en el uso de metodologias estadisticas.

Objetivos especificos:

» Desarrollar nuevas metodologias de inmovilizacion de biomoléculas que puedan
emplearse como elementos de reconocimiento en biosensores electroquimicos.

» Preparar y caracterizar electrodos enzimaticos amperométricos que permitan la
cuantificacion de analitos indicadores de la frescura del pescado.

Introduccion:

Un biosensor es un sensor quimico que transforma informacion quimica en una sefal
eléctrica, la cual es empleada como sefial analitica. Los biosensores son sensores quimicos en los
cuales el elemento de reconocimiento utiliza un mecanismo bioquimico [1].

Los biosensores son figuras clave del desarrollo tecnologico en este nuevo siglo. La
investigacion sobre el tema implica la integracion de la quimica, la fisica, la medicina, la
informatica y la biologia molecular. En los ultimos diez afios, el desarrollo de la investigacion en
Electroquimica Analitica se encuentra liderado, sin lugar a dudas, por los biosensores
electroquimicos en todas sus variantes posibles (biosensores enzimaticos, inmunosensores,
genosensores).

Inicialmente los biosensores fueron desarrollados para aplicaciones en el campo de la
salud. En la actualidad, su campo de aplicacion no se restringe a la quimica clinica [2], sino
también a la evaluacion de la contaminacion ambiental en tiempo real [3], a la determinacion de
parametros como la calidad y frescura de los productos alimenticios, a la cuantificacion de
principios activos de formulaciones farmacéuticas, entre muchos otros ejemplos [4-5], todo esto
con gran sensibilidad, selectividad y rapidez.

Una etapa clave en el desarrollo de los biosensores en general, es la inmovilizacion del
bioelemento de reconocimiento correspondiente. En lo que se refiere a los biosensores
enzimaticos, se han evaluado diversas metodologias de inmovilizacion de enzimas en
transductores electroquimicos de modo que permitan la conservacion de la mayor parte de sus
propiedades biocataliticas [6].

En la industria pesquera, el estado de conservacion y calidad de la materia prima son
aspectos prioritarios [7-10].
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Un analito que presenta interés en la determinacion de la frescura de los alimentos,
especialmente de productos marinos, es la hipoxantina. Este compuesto presenta una importancia
fundamental en el metabolismo de las purinas. En los alimentos, la hipoxantina se genera a partir
de la degradacion del ATP que se encuentra en el tejido muscular. Luego se generan xantina y
acido urico, mediante reacciones que son lo suficientemente lentas como para que la hipoxantina
se acumule en los tejidos. Cuando el animal muere, esta evolucion degradativa enzimatica del
musculo puede afectar la higiene de dicho alimento y la salud del posible consumidor. Este
aspecto es de suma importancia ya que en €l se basa la posibilidad de relacionar la concentracion
de hipoxantina en los alimentos de origen animal con su frescura, su estado de conservacion y
por ende con su calidad.

En el musculo animal la aparicion de hipoxantina se incrementa durante el periodo post-
mortem, lo que permite establecer una relacion entre su contenido y algunos compuestos
relacionados con el ATP. Esta relacion es particularmente importante en la industria pesquera y
se utiliza como indice de frescura del pescado [11-13]. Se han propuesto algunos biosensores de
hipoxantina basados en el uso de xantina oxidasa, enzima que cataliza la oxidacion de
hipoxantina a acido urico y peroxido de hidrogeno, inmovilizada sobre diferentes electrodos
[14-19].

Materiales y Métodos:

En el presente proyecto se propone el desarrollo de biosensores electroquimicos basados
en pastas de grafito, modificados con xantina oxidasa y diversos metales de transicion
catalizadores de la oxidacion/reduccion de peroxido de hidrogeno. Se pretende aplicar el
biosensor para hipoxantina en la determinacion de este analito en musculo de pescado y
correlacionarlo con el grado de frescura del producto alimenticio. A lo largo de este trabajo se
investigaran nuevas estrategias de inmovilizacion de la enzima sobre transductores
electroquimicos y se buscara obtener biosensores que permitan la deteccion altamente sensible y
selectiva de hipoxantina a partir de la asociacion de las excelentes propiedades de los los
materiales compositos (pasta de grafito), y las ventajas inherentes a los electrocatalidadores
(metales de transicion) y bioelectrocatalizadores (xantina oxidasa). La caracterizacion de los
bioelectrodos, asi como la performance analitica, sera efectuada empleando técnicas
electroquimicas.

Se estudiara el comportamiento electroquimico de hipoxantina (analito de interés),
peroxido de hidrogeno y 4acido urico (productos de la reaccion enzimatica) sobre electrodos de
pasta de grafito mediante voltamperometria ciclica y amperometria a un potencial previamente
seleccionado a partir de voltamperometrias hidrodinamicas.

Se disefiaran biosensores enzimaticos basados en el empleo de pasta de grafito y la
xantina oxidasa. Se evaluaran estrategias de inmovilizacion de esta enzima rédox mediante su
incorporacion en dichos compositos, La sefial se obtendra a partir de la oxidacion y/o reduccion
de los productos de la reaccion enzimatica involucrada, peroxido de hidrogeno y acido urico. Se
estudiara la incorporacion de electrocatalizadores de la oxidacion/reduccion del peroxido de
hidrogeno a fin de mejorar la sensibilidad y selectividad de los electrodos resultantes. Para ello
se modificaran los electrodos compdsitos por dispersion de microparticulas de diferentes
metales. La sefial analizada se obtendra de determinaciones amperométricas y el analisis
comparativo se efectuara a partir de las sensibilidades de los correspondientes calibrados. Una
vez analizados los parametros analiticos, se buscara la mejor performance de disefio.

Con vista a sus posibles aplicaciones analiticas, se hara un estudio critico de la
selectividad de los biosensores resultantes.
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Se estudiara la respuesta del bioelectrodo seleccionado respecto a su comportamiento
frente a los interferentes habituales presentes en las muestras. En caso de ser necesario, debido al
analisis citado anteriormente, se propondra el uso de membranas permselectivas como barreras
anti-interferentes a fin de obtener la efectiva eliminacion de la interferencia. Se realizaran
estudios estadisticos de repetitividad y reproducibilidad de los bioelectrodos disefiados para,
luego, analizar la estabilidad y las condiciones de almacenamiento de los biosensores.

Para obtener un conocimiento de las distintas etapas de la reaccion enzimatico-
electroquimica y de las diferentes contribuciones a la velocidad del proceso global, sobre el
disefio final del biosensor se analizara electroquimicamente la cinética de la reaccion catalizada
por la enzima inmovilizada y la determinacion los parametros cinéticos de los biosensores a
partir de graficos de Eadie-Hofstee,

Por altimo, se estudiara la respuesta del biosensor en muestras reales de musculo de
pescado.

Medios y elementos necesarios para el desarrollo del proyecto:

En el Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencia Naturales, se dispone
actualmente de: potenciostato, balanza, electrodos, celdas electroquimicas, reactivos y todo el
equipamiento computacional necesario. La catedra Quimica analitica 11 cuenta con los medios
necesarios para llevar a cabo este proyecto.

Actividades programadas:

1) Actualizacion bibliografica

2) Preparacion de los bioelectrodos

3) Estudio de la respuesta electroquimica de hipoxantina sobre electrodos composito de grafito
y electrodos de grafito metalizados.

4) Disefio del biosensor enzimatico.

5) Evaluacion de la performance analitica de los bioelectrodos

6) Estudio de interferentes

7) Estudio de repetitividad y reproducibilidad de los electrodos disefiados

8) Estudio de la estabilidad de los disefios

9) Estudio de la respuesta del biosensor en muestras reales

10) Analisis de resultados y elaboracion del informe

Cronograma.

Semanas
Actividad |1 zZ |3 4 |5 6 7 8 9 10 (11 (12 |13 |14 |15 |16
es
1
2 X X X
3 X X X X
4 X X X
5 X X X
6 X X
7 X X
8 X X X X X
9 X
10 X X X
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PRACTICA PROFESIONAL EN BROMATOLOGIA

A) TEMA Y CONTENIDO:

OBJETIVO GENERAL:

Aplicacion de la estrategia de Atencion Primaria de la Salud en los aspectos de sanidad
de alimentos y del control de la triquinosis, en la ciudad de Comodoro Rivadavia, Provincia del
Chubut.

MARCO TEORICO y CONTENIDO:

El trabajo interdisciplinario e integrado a la comunidad, participando desde los ambitos de
responsabilidad Municipal, relacionados al control de calidad de los alimentos, con un enfoque
global y colectivo, constituye el marco de referencia de la formacion en La Atencion Primaria
de la Salud (APS), en la presente propuesta.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son causadas por la ingestion de
aguas y/o alimentos contaminados por agentes biologicos (bacterias y sus toxinas, virus,
parasitos, hongos y priones) y por sustancias quimicas (metales pesados, toxicos de origen
vegetal, plaguicidas, fertilizantes). Para las personas sanas, la mayoria de las ETAs son
enfermedades pasajeras, pero en grupos vulnerables (nifios, ancianos, mujeres embarazadas e
inmunodeprimidas) pueden ser muy graves (1).

Los alimentos contaminados pueden relacionarse a ETAs, tales como listeriosis,
salmonelosis, sindrome urémico hemolitico, botulismo, colera y trichinellosis entre otras (2). La
trichinellosis es producida por el parasito Trichinella spiralis. el hombre adquiere la infeccion a
través de la ingestion de carne de cerdo cruda o mal cocida contaminada con larvas de este
parasito. Las complicaciones importantes de esta enfermedad se producen cuando se ve afectado
el sistema nervioso o el miocardio. Los principales hospederos de 7. spiralis son la rata, el cerdo
y el hombre. Las técnicas que se usan para detectar las larvas del parasito en carne de cerdo son
la triquinoscopia y la digestion enzimatica (3).

La inocuidad es una caracteristica basica, que junto a las nutricionales, organolépticas y
economicas, determinan la calidad de los alimentos. Relacionados a la inocuidad existen dos
herramientas de aseguramiento de la calidad alimentaria: las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) y el Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (ARPCC).

Las BPM observan el cuidado del ambiente de elaboracion de alimentos, el estado de los
equipos involucrados y la actitud de los manipuladores a lo largo de toda la cadena de
produccion alimentaria (produccion-transformacion-distribucion-consumo). Son de caracter
obligatorio tanto en el ambito nacional como en el mercado internacional (4).

El ARPCC es un sistema que identifica y controla riesgos alimentarios, biologicos,
quimicos o fisicos que pueden afectar en forma adversa la seguridad del alimento. Este analisis
de riesgo sirve de base para establecer los puntos criticos de control (PCC). Los PCC identifican
aquellos puntos del proceso que deben controlarse para asegurar la calidad del alimento y
establece los limites criticos de los valores de los parametros que deben alcanzarse en cada
punto. Es un sistema para asegurar la calidad de los alimentos basado en la prevencion (5). En
Argentina y en el MERCOSUR no es obligatoria su aplicacion (4).

En virtud de lo expuesto, la practica profesional ofrecida, tiene como objeto que el
alumno realice actividades de prevencion primaria, aplicando conocimientos referidos a la
sanidad de alimentos y a la epidemiologia y control de la triquinosis.
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El trabajo conjunto con profesionales y técnicos del Municipio representa una
oportunidad formativa unica para los alumnos de grado, desde la realidad local, respecto a
normas y criterios de trabajo en equipo. De ésta forma el alumno integrara y aplicara
conocimientos de diferentes areas de su formacion y tendra acceso a una experiencia de trabajo
interdisciplinario e integrado a la comunidad local.

OBJETIVOS PEDAGOGICOS EN EL AREA DE LAS ACTITUDES:

Integrar los conocimientos previos, adquiridos en su formacion como Bioquimico.

Desarrollar criterios de observacion.

Desarrollar mentalidad de trabajo en equipos interdisciplinarios.

Mantener el interés continuo por el estudio de las Ciencias objeto de la presente practica en la faz
profesional y de investigacion.

Desarrollar un trabajo en salud desde la metodologia de APS.

OBJETIVOS PEDAGOGICOS EN EL AREA DE LOS PROCEDIMIENTOS

Participar de las Inspecciones de: mataderos, empresas y comercios que elaboran y expenden
alimentos.

Aplicar la metodologia del analisis de riesgos y puntos criticos de control.

Realizar analisis de deteccion de Trichinella spiralis.

Aplicar herramientas epidemiologicas y de estadistica para el analisis de datos.

Realizar informes de tipo profesional.

B) PERIODO Y TIEMPO DE DESARROLLO:
Esta Practica se ofrece para el primer cuatrimestre del afio 2007.
Carga horaria: 16 semanas de 400 horas cuatrimestrales (25 horas semanales), en horarios a

convenir entre el alumno, la Direccion de Bromatologia y el laboratorio del Departamento de
Bioquimica de la UNPSIB.

C) ACTIVIDADES PROGRAMADAS A DESARROLLAR SEGUN AMBITO DE
REALIZACION:

Actividad 1:
- Control de establecimientos procesadores y/o elaboradores de alimentos
- Vigilancia y control de triquinosis

AMBITO DE REALIZACION: Direccion de Bromatologia y Veterinaria de la Municipalidad de
Comodoro Rivadavia.

Actividades especificas:

- Busquedas bibliograficas

- Inspeccion de: mataderos, empresas y comercios que elaboran y expenden alimentos.
- Vigilancia y diagnostico de triquinosis.

- Inspeccion de Desinfeccion y Sanitizacion,

- Analisis de riesgo y puntos criticos de control.

Actividad 2:
- Analisis, resumen y procesamiento de los datos. Integracion de resultados.
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AMBITO DE REALIZACION: Departamento de Bioquimica, Facultad de Ciencias Naturales,
UNPSIJB.

Actividades especificas:

- Resumen, analisis e interpretacion de datos.
- Elaboracién de informes.

D) METODOLOGIA:

Actividad 1:
d.1) Basquedas bibliograficas

d.2) Control de establecimientos procesadores y/o elaboradores de alimentos (6)

d.3) Vigilancia y control de triquinosis: se analizara carnes y derivados de cerdo. Se recolectaran
y analizaran éstas muestras segiin normas de la direccion de Bromatologia y Veterinaria de la
Municipalidad de C. Rivadavia. La deteccion de Triquinella spiralis se realizard por medio de
las técnicas de triquinoscopia y de método enzimatico (6,7).

d.4) Analisis de riesgos y puntos criticos de control:

Se realizara la observacion y registro de flujos de produccion de alimentos segun la técnica de
ARPCC (8). Se completara con el analisis la siguiente grilla de resumen de resultados :

Jndzcar

Fase Pehgm( s) i edida(s‘) EPC(‘U,imire(s)
____________ preventiva(s) | fcritico(s).

N %”a

Actividad 2:

d.5) Analisis Estadistico: los datos descriptivos se expresaran con medidas de posicion y de
dispersion (9).

d.6) Elaboracion y presentacion del informe final de la Practica realizada: segun normas y
directrices (10).

E) CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES: por semana

Semanas ler cuatrimestre de 2007

—
Acibidad |1 J2 3 14 15 8 7 8 9

d.l

d2 ek | Kk |k |dek |k | Kk | Kk | Kk | hk | Kk |k | Kk

d‘_g ki |dk |k |k | Rk | kk | Rk | ok | Kk

d 4 %k [ Kk | dk |Gk [ Kk [ Kk | k% [ Rk | %%

ds3 *k | %k [ mk | Rk | Ak Kk | kR | Kk | %%
d.é ek |k | kR | Rk
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F) CRITERIOS PEDAGOGICOS:
Las estrategias de ensefianza a utilizar seran:

Interrogacion, para que el alumno evoque conocimientos previos, se interese en los nuevos,
descubra relaciones, recapitule y demuestre el aprovechamiento alcanzado.

Trabajar e interrelacionarse con los equipos de trabajo del Municipio. Contacto directo con la
comunidad objeto del trabajo.

Realizar las actividades practicas de laboratorio previstas.
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10- REGLAMENTO PRACTICA PROFESIONAL A ELECCION. Departamento de
Bioquimica, Facultad de Ciencias Naturales, UNPSJB.

H) EQUIPAMIENTO: Las catedras y la Direccion de Bromatologia y Veterinaria cuentan con
el material necesario para la realizacion de esta practica./)
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-Dra. Maria Angélica Fajardo: Profesora Titular de la Catedra de Bromatologia y Nutricion
- Dra. Paula Sanchez, Profesora Adjunta de Salud Pablica

- Dra. Graciela Ponce, Profesora Asociada P.P. Anélisis Clinico
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Area de Bromatologia y Veterinaria: Med. Vet. Rubén Pontelli

Med. Vet. Juan Ros, Med. Vet. Paula da Silva Silvestre y Bioq. Lidia Amaya.
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