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Prélogo

La Red de Recursos Genéticos (REDGEN) fue creada a fines de 2014 por decision institucional con
la finalidad de converger en un solo ambito todas las capacidades de conservacion de los recursos
genéticos (RR. GG.) del INTA, para normalizar protocolos, evitando la pérdida de materiales y
adecuar lo conservado a la normativa vigente. Como asi también colaborar desde el INTA en un
marco que conduzca a un Sistema Nacional de Preservacion de Recursos Genéticos. Si bien en el
instituto se dispone de un alto porcentaje de los recursos genéticos vinculados a la Alimentacion y
la Agricultura, hay otras instituciones nacionales que los preservan. Ademas, otra actividad
vinculada a la REDGEN es participar como referentes o colaborar, segln el caso y pertinencia, en
los foros nacionales e internacionales donde este tema sea relevante dada la adhesiéon de
Argentina al Convenio de la Diversidad Bioldgica (CBD), al Tratado Internacional sobre los Recursos
Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura (TIRFAA) y al Protocolo de Nagoya. En esa
decisién de 2014 se cred una red general de RR. GG. con tres subredes: Fitogenéticos,
Zoogenéticos y Microbianos con sus respectivos coordinadores. En 2018, culminan los proyectos y
programas nacionales y a fines de 2019 se crea el Programa Nacional de Recursos Genéticos y
Mejoramiento, y dentro de él una red con un solo coordinador que engloba cuatro subredes:
Fitogenéticos, Zoogenéticos, Microbianos y Forestales. Dentro de lo especifico de la Red de
Recursos Genéticos Microbianos, por cuestiones de afinidad, se lo separd en tres grupos tematicos
de referencia Sanidad Vegetal, Agroindustria y Sanidad Animal. En el Ultimo, se encuadran mas del
50 % de los RR. GG. Microbianos conservados en el INTA. El objetivo del presente trabajo es
mostrar las colecciones de cultivos microbianos presentes en sanidad animal.

Los conceptos aqui vertidos quedan bajo la responsabilidad de los autores.
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Mapa de EEA y centros que conforman la RED GEN Microbianos.



Coleccion EEA Anguil

Responsable/Curadora: Lic. en Ciencias Bioldgicas, Valeria Natalia Baldone; e-mail:
baldone.valeria@inta.gob.ar

Colaboradores: Dra. Lumila Ivana Fuchs, Dra. Maria del Carmen Rojas, Dr. Ariel Omar

Miranda y MV MSc Luis Rhades.

PALABRAS CLAVE

La Pampa, bovinos, bacterias, Trichomonas sp., material genético

UBICACION

La coleccién se encuentra en el Laboratorio de Sanidad Animal, perteneciente al Grupo de
Produccién, Mejoramiento y Sanidad Animal de la Estacion Experimental Agropecuaria
(EEA) del INTA Anguil “Ing. Agr. Guillermo Covas” (Figuras 1y 2). Se encuentra ubicado en la
ruta 5, km 580 en la localidad de Anguil, provincia de La Pampa.

El Laboratorio de Sanidad Animal cuenta con una trayectoria de mas de dos décadas
trabajando en enfermedades que afectan la reproducciéon, puntualmente en lo que se
refiere a enfermedades venéreas, metabdlicas y carenciales. Desde sus comienzos,
utilizando técnicas tradicionales de diagndstico, hasta la actualidad con el desarrollo de
técnicas moleculares. Esto le ha permitido ser parte fundamental en la toma de decisiones
sobre politicas sanitarias y productivas, hoy no solo llevadas a cabo en el ambito provincial,

sino también transferidas como modelo para otras provincias.



® Anguil

Figura 1: Estacidn Experimental Agropecuaria Anguil (La Pampa)

Figura 2: Equipo de trabajo del Laboratorio de Sanidad Animal

COLECCION

La coleccion de la EEA Anguil estd constituida por cepas y material genético para la
produccion, la investigacion y el desarrollo de vacunas, asi como material de referencia para
el control de calidad de técnicas de diagndstico y evaluacién de medios de cultivo.

Nuestra coleccion cuenta con diferentes géneros y especies bacterianas y protozoarios.
Patégenos de enfermedades venéreas y enfermedades infecciosas en su mayoria de

bovinos, también encontramos Brucella ovis pertencientes a ovinos y Brucella suis obtenida



de la liebre europea (Lepus europaeus) y ovinos sumando un total de 442 items,
provenientes tanto de la regién pampeana como de otras zonas de Argentina.
En el siguiente cuadro se pueden observar los diferentes items conservados, la forma de

preservacion, el origen y los usos de los mismos (Tabla 1).

Tabla 1: Descripcion de los items del Laboratorio de Sanidad Animal

Item Cant.| Tipo Hospedador Cons. Origen Usos
N 2 Casos de
C. fetus fetus 5 Bacteria Bovino Liqguido |diagndstico Servicios a terceros
Tesis de Inmundgenos
ADN -20°C doctorado vacunales
Ensayos Control de medios de
experimentales | cultivo
Técnicas de
diagnéstico
N 2 Casos de
C. fetus 10 | Bacteria Bovino Liqguido |diagndstico Servicios a terceros
Tesis de Inmundgenos
venerealis ADN -20°C doctorado vacunales
Ensayos Control de medios de
experimentales | cultivo
Técnicas de
diagndstico
Estudio de la
variabilidad
N2 Casos de
C. fetus venerealis | 40 | Bacteria Bovino Liqguido |diagndstico Servicios a terceros
Tesis de Inmundgenos
biovar intermedius ADN -20°C doctorado vacunales
Ensayos Control de medios de
experimentales | cultivo
Técnicas de
diagndstico
Estudio de la
variabilidad
N 2 Tesis de Control de medios de
C. sputorum 3 Bacteria Bovino Liquido |doctorado cultivo
Técnicas de
ADN -20°C diagndstico
Trabajos de Control de medios de
C. hyointestinalis 2 Bacteria Bovino investigacion cultivo




Técnicas de

ADN Convenios diagndstico
N2 Tesis de
Acanthamoeba sp 6 Bacteria Vida libre Liqguido |doctorado Servicios a terceros
Técnicas de
ADN Humanos -20°C diagnéstico
N 2 Tesis de
A. jacobasi 1 Bacteria Bovino Liqguido |doctorado Servicios a terceros
Técnicas de
ADN -20°C diagndstico
N2 Trabajos de
Neochlamydia sp 1 ADN Dentro de Liquido |investigacion Investigacion
Achanthamoeba | -20 °C
N2 Casos de
B. abortus 8 Bacteria Bovino liquido diagnéstico Servicios a terceros
Técnicas de
diagnéstico
N2 Casos de
B. ovis 3 Bacteria Ovino liquido diagnéstico Servicios a terceros
Técnicas de
diagndstico
N2 Casos de Control de medios de
B. suis biotipo 1 5 Bacteria | Liebre europea |liquido diagnéstico cultivo
Tesis de
doctorado Servicios a terceros
Técnicas de
Tesina de grado | diagndstico
N 2 Control de medios de
E. coli 0157:H7 73 | Bacteria Bovino Liqguido | Tesis de maestria | cultivo
ADN -20°C Investigacion
Técnicas de
diagndstico
N2 Casos de
T. foetus 260 | Protozoo Bovino liquido diagnéstico Servicios a terceros
Inmundgenos
ADN Pceev vacunales
Control de medios de
cultivo
Técnicas de
diagndstico
Resistencia a
antibioticos
Estudio de la
variabilidad
N 2 De otro Resistencia a
trichomadnidos 17 | Protozoo Bovino liquido laboratorio antibioticos




Estudio de la

ADN -20°C variabilidad

De otro Técnicas de

Leptospira sp ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico
De otro Técnicas de

N. caninum ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico
De otro Técnicas de

L. monocytigenes ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico
De otro Técnicas de

M. bovis ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico

De otro Técnicas de

U. diversum ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico
De otro Técnicas de

Pi3 ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico

De otro Técnicas de

VSRB ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico

De otro Técnicas de

DVB ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico

De otro Técnicas de

IBR ADN Bovino -20°C laboratorio diagndstico

De otro Técnicas de

M. haemolytica ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico
De otro Técnicas de

P. multocida ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico
De otro Técnicas de

M. hypneumoniae ADN Bovino -20°C laboratorio diagnéstico

Cant.: cantidad, Cons.: conservaciéon, C: Campylobacter, A. jacobasi: Acanthamoeba jacobasi, B:

Brucella, E: Escherichia, T: Tritrichomonas, N: Neospora, L: Listeria, M bovis: Mycoplasma bovis, U:

Ureaplasma, M. haemolitica: Manhemia haemolytica, P: Pasteurella, M. hypneumoniae:

Mycoplasma hypneumoniae, PCEEV: Programa de Control y Erradicacidn de Enfermedades

Venéreas.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

La caracterizacion fenotipica se realiza mediante métodos convencionales en tubos y placas.

Como medio no selectivo para el aislamiento de bacterias se utiliza agar sangre base, agar

nutritivo y caldo nutritivo. Para seleccionar el crecimiento de una especie o grupo

determinado se utilizan medios como agar Shepler, agar Skirrow, agar MacConkey con

sorbitol, agar Brucella, agar no nutritivo con solucién de Page, entre otros, incubandolos en

sus atmdsferas correspondientes (Figura 3).




Para determinar especies de trichomdnidos se realiza un examen directo en cultivo,

utilizando el caldo infusion de higado (Figuras 4 y 5).

Figura 3: Cultivo de Campylobacter fetus en placa de agar Skirrow
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Figura 4 y 5: Examen directo en cultivo de T. foetus, utilizando el caldo infusién de higado.

MORFOLOGIA CELULAR

La morfologia y motilidad celular se estudia mediante observaciones directas al microscopio
de contraste de fases (1000x, Olympus) (Figura 6). Las muestras se preparan a partir de un
cultivo de 24 a 48 hs de incubacién. Ademas, se utiliza tincién de Gram, prueba de la catalasa
y oxidasa, y crecimiento en placa de tioglicolato con distintos porcentajes de glicina (0,6 %,
1%,1,1%,1,3%,1,5%y1,9%)en bacterias (Figuras 7, 8 y 9) y tincién 15 para la coloracién

de flagelos en trichomédnidos (Figuras 10y 11).

Figura 6: trofozoitos y quistes de Acanthamoeba
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Figura 7: Observacion
al microscopio
de C. fetus
Coloracién
de Gram

Figura 8: Resultados positivos a la prueba de catalasa con formacion de burbujas

Figura 9: Prueba de la oxidasa mostrando un resultado negativo y uno positivo con la formacion de
color
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Figuras 10 y 11: Tincién 15 para la coloracion de flagelos en trichomdnidos

CARACTERIZACION MOLECULAR

La caracterizacion molecular se realiza mediante la técnica de PCR convencional y PCR real
time para la distincion de familias, especies, subespecies y biovariedad (Figuras 12, 13y 14).
En algunos casos, la extraccion de ADN se realiza mediante la utilizacion de kits de extraccion

y, en otros, por el método de ebullicion y centrifugacion.
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Figura 12: Confirmacion de la identificacién morfoldgica de Acanthamoeba sp. mediante PCR. Linea
1: Escalera de 100 pb.; linea 2: control positivo; lineas 3 y 4: muestras positivas; lineas 5y 6: muestras
negativas; linea 7: control negativo

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— . ———————— — —

Figura 13: Confirmacién de la identificacién morfoldgica de Trichomona sp. mediante PCR. Lineas m:
Escalera de 100 pb.; linea 1 hasta 12: muestras analizadas; linea 13: control positivo para
Tritrichomas foetus; linea 14: control positivo para Tetratrichomonas; linea 15: control negativo
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Figura 14: Confirmacion de subespecies de Campylobacter fetus. Linea 1: marcador de peso
molecular; linea 2: control C. fetus venerealis, linea 3: control C. fetus fetus; linea 4 hasta 14: ADN
amplificado de los aislamientos; linea 15: control negativo; linea 5: aislamiento determinado como
C. sputorum.

CONSERVACION

BACTERIAS

El congelado de los aislamientos se realiza mediante la técnica de Cryoinstant, utilizando
crioviales de 2 ml con falddn, conteniendo cada uno 25 crioperlas de vidrio tratadas con
crioprotectores que actian como conservantes (Figura 15). Para ello se extrae una ansada
de cultivo fresco de una placa del cultivo correspondiente y se la deposita en el medio
conservante del criovial (Figura 16). El criovial se agita utilizando un vortex durante
aproximadamente 10 segundos para que las bacterias impregnen las crioperlas. Se deja
reposar el vial durante 10 minutos y luego se retira el remanente de medio conservante
mediante una pipeta Pasteur estéril. Finalmente, se sumerge el criovial en la fase acuosa del

nitrégeno liquido (-196 °C)
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Fig. 15: Crioviales de 2 ml conteniendo 25 crioperlas

cada uno

Fig. 16: Agregado de una ansada de la cepa en medio conservante del criovial.

PROTOZOOS
Los trichomdnidos se conservan en el mismo medio utilizado para su cultivo caldo infusiéon
de higado con el agregado de 10 % de dimetilsulféxido en crioviales y en pajuelas de

inseminacioén (Figura 17).

16



Figura 17: Conservacion de trichomanidos en nitrégeno liquido

El laboratorio de la EEA Anguil cuenta con cuatro termos de nitrégeno liquido (-196 °C) que
permiten preservar de manera adecuada y por varios afios los diferentes ftems de nuestro

interés (Figura 18).

Figura 18: Termos de nitrégeno del laboratorio de Sanidad Animal (EEA Anguil)

ADN
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El ADN se deposita y se conserva por un periodo de unos 10 afios a -20 °C en agua destilada
en las instalaciones de la sala de freezers del Laboratorio de Sanidad Animal (Figura 19). Esto
garantiza que la conservacion se realice en condiciones dptimas para posibles analisis

posteriores.

Figura 19: Sala de
freezers destinada a la
conservacion del
material genético.

El Laboratorio de Sanidad Animal de la EEA Anguil de la provincia de La Pampa se encuentra
totalmente equipado para asegurar el resguardo en las condiciones necesarias de los
diferentes microrganismos que aqui se estudian e investigan, asi como también su material
genético. Todo esto nos permite tener al alcance dichos items para futuros estudios, analisis

y proyectos de investigacidn, ademas de contar con un importante stock de estos.

CONSIDERACIONES FINALES

Las colecciones de microorganismos son fuentes de recursos genéticos cuyo propodsito es la
preservacion de la diversidad bioldgica, garantizando su disponibilidad para diferentes
actividades de investigacién. Son recursos valiosos que tienen como objetivo preservar,

identificar, catalogar y distribuir las cepas depositadas en ellas para su uso en control de
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calidad, apoyo a la investigacién cientifica, estudios epidemiolégicos, asi como para el

desarrollo de vacunas.

El Laboratorio de Sanidad Animal de la EEA Anguil cuenta con una importante cantidad de
microorganismo vivos, como asi también de material genético, que nos provee de la materia
prima necesaria para el diagndéstico e investigacién de enfermedades de importancia
veterinaria para nuestra regidn y alrededores. Se pretende continuar ampliando y

enriqueciendo dicha coleccién.
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Coleccion EEA Balcarce, Lab. de Bacteriologia

Responsable/Curadora: Lic. Valeria Salazar. e-mail: salazar.valeria@inta.gob.ar

PALABRAS CLAVE

Bacterias patégenas, conservacion, salud animal, zoonosis.

UBICACION

La coleccidn se encuentra ubicada en el Laboratorio de Bacteriologia del Grupo de Salud Animal
(GSA) dentro del Area de Investigacién en Produccién Animal de la Estacién Experimental
Agropecuaria (EEA) del INTA Balcarce, provincia de Buenos Aires (Figuras 1y 2).

La EEA desarrolla actividades sobre un area del territorio bonaerense que cubre 10 partidos del
sudeste y centro de la provincia de Buenos Aires, con una superficie total de 4.247.000 de hectareas,
predominando el sistema mixto agricola-ganadero, con produccién de cereales, oleaginosas,
hortalizas (especialmente papa), bovinos (carne y leche) y ovinos.

Su propdsito es impulsar, vigorizar y coordinar el desarrollo de la investigacion basica y aplicada, la

experimentacion adaptativa, la extensidn y transferencia de tecnologia agropecuaria.

Figura 1. Vista aérea de la EEA INTA Balcarce.
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Las actividades de investigacién y experimentacién desarrolladas focalizan diferentes lineas de
trabajo en las areas de Agronomia, Produccién Animal, Economia y Sociologia Rural, Extension y
Transferencia de Tecnologia.

Asimismo, esta unidad del INTA junto con la Facultad de Ciencias Agrarias (dependiente de la
Universidad Nacional de Mar del Plata) conforman un modelo de complementacion institucional
dedicado a la investigacidn, educacion, extension y capacitacidon, denominado Unidad Integrada
Balcarce. En este marco se desarrollan cursos de perfeccionamiento y actualizacién (para personal
profesional o técnico) y programas de posgrado, con maestrias, especializaciones, doctorado en
Ciencias Agrarias y el programa de Residencia Interna en Salud Animal, ademas de otras actividades
de investigacion y extension. Recientemente se ha aprobado la Unidad de Doble Dependencia (UDD)
en Balcarce, entre el INTA y el CONICET, y se ha consolidado sobre una matriz preexistente de
investigacion, desarrollo y transferencia para conformar grupos cientifico-técnicos que jerarquizany
expanden sus actividades de manera complementaria para darle relevancia al sistema productivo de
la zona.

El Laboratorio de Bacteriologia del Grupo de Sanidad Animal forma parte del Servicio de Diagndstico
Veterinario Especializado (SDVE) que funciona desde hace mas de 40 afios. El personal cuenta con
amplia experiencia en trabajos de investigacién, ensayos a campo y de laboratorio en temas
relacionados con las principales enfermedades bacterianas que son parte importante y actualizada

de la problematica en sanidad animal de la regién.
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COLECCION

El cepario estd conformado exclusivamente por bacterias. Actualmente se encuentran conservados

mas de 2000 especimenes bacterianos de diversos géneros y especies, en su mayoria relacionados

a problematicas de sanidad animal. Las cepas provienen, por un lado, de diferentes trabajos de

investigacion que se han ido desarrollando en el marco de proyectos del INTA y ExtralNTA, a través

de convenios con empresas y, por otro lado, de casos que ingresan al Servicio de Diagndstico

Veterinario Especializado del GSA.

Dentro de los géneros conservados se encuentran: Actinobacillus, Actinomyces, Aeromona, Bacillus,

Bordetella, Brucella, Campylobacter, Citrobacter, Corynebacterium, Clostridium, Dermatophilus,

Enterobacter, Erysipelothrix, Escherichia, Fusobacterium, Haemophylus, Histophilus, Klebsiella,

Listeria, Mannhemia, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria, Ornitobacterium, Pasteurella, Proteus,

Providencia, Pseudomonas, Paenibacillus, Propionibacterium, Riemerella, Salmonella, Serratia,

Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Trueperella y Yersinia (Tabla 1).

Familia Género
\Actinomycetaceae \Actynomices
Trueperella
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lAeromonadaceae Aeromonas
\Alcaligenaceae Bordetella
Bacillaceae Bacillus
Brucellaceae Brucella
Campylobacteraceae Campylobacter
Corynebacteriaceae Corynebacterium

Clostridiaceae

Clostridium

Dermatophilaceae

Dermatophilus

Enterobacteriaceae

Citrobacter

Enterobacter

Escherichia

Klebsiella

Proteus

Providencia

Salmonella

Serratia

Shigella

Yersinia

Erysipelotrichaceae

Erisipelothrix

Flavobacteriaceae Ornitobacterium
Riemerella

Fusobacteriaceae Fusobacterium

Listeriaceae Listeria

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Moraxellaceae Moraxella

Neisseriaceae Neiseria

Pasteurellaceae Actinobacillus
Haempophilus
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Histophilus

Pasteurella

Mannheimia
Paenibacillaceae Paenibacillus
Propionibacteriaceae Propionibacterium
Pseudomonadaceae Pseudomonas
Staphylococcaceae Staphylococcus
Streptococcaceae Streptococcus

Tabla 1. Familias y géneros de bacterias conservadas en el cepario del Laboratorio de Bacteriologia del Grupo

de Sanidad Animal, EEA INTA Balcarce.

En la mayoria de los casos, los aislamientos provienen de bovinos de distintas razas y

sistemas de produccidn, seguido de diferentes especies de aves domésticas y ovinos. El resto

corresponde a otras especies como la caprina, porcina, equina y especies no tradicionales.

Los aislamientos se realizan a partir de muestras de diferentes érganos, huesos y fluidos

(leche, semen, mucus cérvico-vaginal, etc.). También se realizan aislamientos bacterianos a

partir de alimentos destinados a animales (ensilados, sustitutos, etc.), agua y efluentes Figura

3).

Aislamientos
5% Distribucion por especie animal
m Bovinos
15%
5% ; M Ovinos
| Aves
M Otros

Figura 3. Distribucion de los aislamientos bacterianos segun especie animal.

Laboratorio de Bacteriologia, Grupo Sanidad Animal, EEA INTA Balcarce.

El Laboratorio de Bacteriologia ademds cuenta con un banco de cepas de referencia

internacional que se utilizan como controles para realizar ensayos de validacién de métodos
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de diagndstico o evaluacién de vacunas. No obstante, y a pesar de la importancia de contar
con estas cepas, en el laboratorio se pone énfasis en la conformacién de una coleccién de
microorganismos autdoctonos que reflejen la diversidad de los recursos genéticos
microbianos de la region.

Cabe destacar que algunos de los géneros conservados constituyen subcolecciones de gran
importancia. Un ejemplo de ello es la coleccion del género Campylobacter, iniciada en 1989
y con alrededor de 600 aislamientos, de los cuales mas de la mitad pertenecen a la especie
Campylobacter fetus.

Los aislamientos provienen en su mayoria de muestras de mucus cérvico-vaginal, raspaje
prepucial (Figura 4), pulmdn e higado de feto, liquido abomaso y placenta de bovinos, pero
también integran la coleccidn cepas provenientes de campilobacteriosis en ovinos. Por otro
lado, una menor cantidad de cepas provienen derivadas de laboratorios de diagndstico y de
frigorificos de la provincia de Buenos Aires.

En cuanto a su origen geografico, las cepas del género Campylobacter fueron aisladas de
diferentes casos de diagndstico de animales en Argentina. La mayoria proviene de la

provincia de Buenos Aires y existen algunos aislamientos de Cérdoba, La Pampa y San Luis.

Figura 4. (a) Toma de muestra de raspaje prepucial.
(b) Identificacion de Campylobacter fetus venerealis mediante inmunofluorescencia directa.

Otra de las colecciones de importancia en el laboratorio es la del género Mycobacterium.
Actualmente se conservan alrededor de 560 aislamientos de este, los cuales provienen de
casos de diagnéstico, principalmente de bovinos, y en menor medida de otras especies

animales como cabras y ciervos. Las especies mas importantes son M. avium subsp.
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paratuberculosis (MAP) y M. bovis. Al mismo tiempo, el laboratorio cuenta con aislamientos
de micobacterias ambientales como M. fortuitum (Figura 5), M. phlei y M. porcinum, y otras

aisladas de suelos, érganos bovinos y efluentes.

Figura 5. Colonias de Mycobacterium fortuitum en medio de cultivo Herrold.

MAP es el agente etioldgico de la paratuberculosis o enfermedad de Johne, una enfermedad
de curso crénico que afecta a los rumiantes, tanto silvestres como domésticos,
principalmente bovinos, ovinos y caprinos, produciendo lesiones granulomatosas en el
intestino y nddulos linfaticos. Esta enfermedad causa importantes pérdidas econdmicas
directas por disminucién de la producciéon de carne o de leche y ha sido sefialada como
etiologia de la enfermedad de Crohn en humanos conformando un posible rol zoonético.

El 75 % de los aislamientos de MAP provienen de muestras de bovinos, en su mayoria de
materia fecal. También se conservan aislamientos provenientes de érganos y leche bovina
cruda, asi como también de leche pasteurizada comercial. La conservacion se inicié en el
afio 1987, registrandose hasta el momento alrededor de 350 aislamientos, conservados en
nitrogeno liquido y caracterizados por cultivo, pruebas bioquimicas, y en la mayoria de los
casos confirmados por pruebas moleculares como PCR-/S900. Una gran proporcidn de los
aislamientos se encuentran genotipificados mediante RFLP y MLVA, mientras que alrededor

de 50 aislamientos de MAP ya estan secuenciados en su totalidad.
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M. bovis (Figura 6) es el agente causal de la tuberculosis en bovinos y otros animales
silvestres y domésticos y, aunque con menor prevalencia, en el hombre. Constituye, por lo
tanto, una seria problematica ya que no solo genera pérdidas econdmicas en el sector
ganadero, sino que, ademas, al tratarse de una zoonosis, representa un problema de salud

publica.

Figura 6. Identificacién de Mycobacterium bovis mediante coloracion de Ziehl Neelsen.

La coleccién de M. bovis esta conformada por alrededor de 190 aislamientos conservados
en nitrégeno liquido y en freezer a -80_°C. Practicamente en su totalidad provienen de
muestras de drganos y leche de bovinos, a través de casos que ingresan al laboratorio como
parte del SDVE y de trabajos de investigacién. Dichos aislamientos se encuentran
caracterizados mediante cultivo (crecimiento en distintos medios, diferentes temperaturas
y produccién de pigmentos); pruebas bioquimicas como la prueba de catalasa, ureasa,
reduccién de nitratos, entre otras; y confirmacion por PCR 1S6110. Muchas de las cepas

también se encuentran genotipificadas por Spoligotyping.

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR
La identificacion primaria de las bacterias se realiza mediante aislamiento en medios de
cultivo (Figura 7), realizacion de pruebas bioquimicas y técnicas de coloraciones

tradicionales y especificas siguiendo protocolos estandarizados, de acuerdo con el
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microorganismo del cual se sospecha que pudiera haber sido el agente etioldgico de la
enfermedad o que hubiere provocado la muerte del o los animales. Adicionalmente, sobre
algunos géneros bacterianos también se realizan pruebas de identificacién molecular como
la PCR, qPCR y técnicas de genotipificacién como MLVA, Spoligotyping, electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE), secuenciacioén corta y secuenciacién completa.

Comprobar la autenticidad de la cepa bacteriana es una de las condiciones indispensables
para garantizar la correcta conservacion. Por lo tanto, es fundamental la complementacion
de los métodos convencionales con las técnicas moleculares y de genotipificacién, tanto en
la etapa de aislamiento y conservacién como asi también su implementacién como método

de rutina dentro del cepario, para la autentificacién de las cepas.

De muchos de estos aislamientos se requiere posteriormente la caracterizacién del perfil de
resistencia o sensibilidad a los antibiéticos (por difusién en disco o concentracion minima
inhibitoria) u otras tipificaciones moleculares como son la presencia o ausencia de factores

de virulencia.

Figura 7. Corynebacterium pseudotuberculosis

CONSERVACION
La conservacion de cepas a largo plazo, dentro del Laboratorio de Bacteriologia, se realiza a
través de dos métodos: la congelacién en nitrégeno liquido (Figura 8) y/o la liofilizacion. Para

la conservacién a mediano y corto plazo se utiliza la congelacién a -80 °C.
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Figura 8. Termo de nitrégeno liquido.

Para la conservacion de las cepas bacterianas se utilizan diferentes medios protectores que
varian en su composicion de acuerdo con la técnica utilizada. En el caso de la
crioconservacion, ya sea en freezer a -80°C o en nitrégeno liquido, se utiliza un medio que
contiene glicerina y suero equino como principales componentes. Mientras que para la
conservacidon de cepas bacterianas mediante liofilizacién se utiliza un medio protector

compuesto de sacarosa, peptona de caseina y glutamato de sodio.

CONSIDERACIONES FINALES

Los diferentes trabajos de investigacién del INTA, Extra INTA y el Servicio de Diagndstico
Veterinario Especializado del GSA, en conjunto con la decisidon de conformar una coleccién
sostenible en el tiempo, ha permitido contar con una gran cantidad de aislamientos de
géneros bacterianos de importancia veterinaria. Esto ha permitido realizar estudios de
relevancia epidemioldgica e identificar la distribucidn de los microorganismos y la evolucién
de las enfermedades infecciosas (muchas de ellas zoonéticas) en especies como bovinos,

ovinos, diferentes tipos de aves y otras de importancia econdmica para la region.
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Coleccion EEA Balcarce, Lab. de Toxicologia

Responsable/Curador: Lic. Juan Ignacio Poo. e-mail: poo.juan@inta.gob.ar

Colaboradora: Dra. Claudia Carla Castellari

PALABRAS CLAVE

Stenocarpella maydis, diplodiosis, micotoxinas, maiz

UBICACION

La coleccidn se encuentra compartida entre el Laboratorio de Toxicologia y Bioquimica Veterinaria,
del Grupo de Sanidad Animal de la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Balcarce y el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos y Alimentos, del grupo de Micologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la UNMdP. Ambos laboratorios pertenecen a la Unidad Integrada Balcarce
(Figura 1). La coleccién estd a cargo del Lic. Juan Ignacio Poo y la Dra. Ing. Agr. Claudia Carla Castellari.

El origen de este cepario se centrdé en las demandas del medio (productores y veterinarios) para
resolver la creciente aparicion de casos de diplodiosis, una neuromicotoxicosis producida por el maiz
infectado con Stenocarpella maydis (Berk.) Sutton (syns. Diplodia maydis (Berk.) Sacc. AndD.
zeae(Schwein.) Lév.). Este hongo tiene la capacidad de producir micotoxinas como diplodiatoxina,
dipmatol, chatoglobosinas y diplonina (Masango et al.,, 2015) considerandose estas como
micotoxinas emergentes.

COLECCION

El cepario cuenta con 26 aislados de S. maydis procedentes de maices utilizados para el consumo
animal. En la Figura 2, se muestra el porcentaje del tipo de muestra que se utilizd para realizar los
aislamientos, esto concuerda en cémo se suministraba el alimento: rastrojo de maiz, maiz diferido y
grano de maiz.
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Fig. 2: Porcentaje de muestras utilizadas para realizar los aislamientos

La relevancia de estas cepas radica en que son Unicas a nivel nacional. La diplodiosis es una
enfermedad cada vez mas frecuente en la zona de influencia de la Unidad Integrada Balcarce, debido
a que, en su mayoria, las muestras ingresadas son provenientes de casos clinicos atendidos por el
Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado del Grupo de Sanidad Animal de la EEA del INTA
Balcarce. Los aislamientos estan asociados a casos clinicos (Figura 3) y en su mayoria provienen del
sudeste de la provincia de Buenos Aires (88,4 %) y un 12,6% de la provincia de Salta (localidad de
Mosconi).

Con estas cepas aisladas se busca, ademas del diagndstico que se realiza, comenzar a responder
algunas preguntas sobre la ecologia y toxicidad de este patdgeno. Dentro de las actividades
planeadas se encuentra el abordaje de los aspectos de la ecologia de S. maydis, relacionados con los
factores ambientales, los factores intrinsecos (ligados al cultivo) y los factores implicitos (en relacion
con las interacciones entre S. maydis y otras especies micotoxigénicas y nomicotoxigénicas),
asociados al maiz en el cultivo, rastrojo y almacenamiento en sistemas convencionales y silos bolsa.
La informacién obtenida formard parte de la evidencia que permitira relacionar y explicar los
inconvenientes observados en los animales que consumen granos, rastrojos y reservas de este
cultivo. A su vez, se analizara la capacidad de la generacién de micotoxinas para determinar cudles
producen y su toxicidad en los bovinos. Otro punto importante del trabajo es generar un método de
diagndstico rapido y eficiente para la deteccidon de S. maydis en el maiz que nos permita tomar
decisiones a campo. Esto se basa en el analisis molecular de las cepas utilizando técnicas de PCR. Se
va a analizar la filogenética de las cepas aisladas y ver si se puede hacer una correlacion entre su
origen, su toxicidad, su ecologia y las micotoxinas que producen. Todo esto se llevard a cabo por
medio de proyectos del INTA, de la UNMdP y de subsidios provinciales y nacionales.
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Figura 3: Porcentaje de aislamientos que produjeron signos clinicos en los animales

M Signos clinicos

™ sin signos
clinicos

En la Tabla 1 se muestra la identificacion en el cepario, el tipo de muestra de la que se obtuvieron
los aislamientos, la localidad de origeny la signologia clinica observada.

Tabla 1: Identificacidn del cepario

Identificacién

Muestra de maiz

Localidad

Signos clinicos

CSM2-A

CSM2-B

Grano

CSM2-C

Lezama

Incoordinaciéon tren posterior, caida vy

muerte

CSM7-A

CSM7-B

Diferido

CSM7-C

Las Flores

Debilidad al nacer, no podian pararse.

Posterior muerte.

CSM12-1B

CSM12-2A

CSM12-2B

CSM12-2C

CSM12-2 D

CSM12-2E

CSM12-2H

Grano

Mosconi

Sin datos

CSM13-A

CSM13-B

CSM13-C

Diferido

Rauch

Signologia nerviosa, caidas y muerte
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CSM13-D

CSM13-E

CSM13-F

CSM14-A

CSM14-B

CSM14-C Diferido Urdampilleta [Debilidad al nacer y posterior muerte

CSM14-D

CSM23-A

CSM23-B Diferido Balcarce Signologia nerviosa

CSM23-C

El cepario se encuentra en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos y Alimentos, ubicado en el Area
de Agronomia de la Unidad Integrada Balcarce (Figura 4).

Figura 4: Instalaciones del laboratorio. A. Mesada de trabajo; B. Sala de pesada; C. Sala de flujo
laminar

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR

Para la realizacién de los cultivos monospéricos del hongo Stenocarpella maydis se parte de distintos
tipos de muestras de maiz como se muestra en la Figura 5.
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B 'Rastrojo'maiz' contaminado Grano de maizicon

-

Figura 5: Muestras de maiz (mazorcas y rastrojos), matrices muestreadas.

Se toman al azar ocho piezas de muestras de maiz (granos, tallos y hojas), se desinfectan las
superficies y se colocan en agar papa dextrosa (PDA) (Britania®) al 2 % con cloranfenicol (Sigma®) al
0,01 % (Pitt y Hocking, 2009). Se realizan cinco repeticiones de cada uno. Las placas se incuban a 25
oC durante al menos cinco dias y se visualiza a simple vista el crecimiento del micelio y las estructuras
de reproduccion asexual (picnidios) (Figura 6 A). Para confirmar el cultivo de S. maydis, se realizan
preparaciones semipermanentes a partir de los picnidios separados bajo una lupa. Estas
preparaciones se observan posteriormente al microscopio (450x) para determinar la presencia de
conidios. Los conidios en S. maydis son rectos, curvos o irregulares, 1 (0-2) septados, de paredes
lisas y de color marrén palido con extremos redondeados o truncados. La dimensidn de los conidios
es 5-8 x 15-34 um (EPPO A2 / 68) (Figura 6B).

Figura 6: A: Cultivo monospdrico de Stenocarpella maydis. B: Imagen de microscopio (450x) de
esporas de S. maydis.

Para la identificacién molecular de Stenocarpella maydis se realiza la técnica de PCR. Ademas, se
utilizan los primers descriptos por Romero y Wise (2015). La amplificacion del ADN para cada
muestra se realiza en un volumen final de 10 pul (10 uM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl2, 1 U de Taq ADN polimerasa, 40 ng de ADN y tampdn 1xPCR). Para la identificacidn de
S. maydis, se utilizan los cebadores especificos FSmay (CCTGCTATGCATAGGTCG) y RSmay
(CACCAGGCCGTTAAGCCTTA). Para la amplificacidn, el termociclador se programa con el siguiente
esquema: desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 2 minutos; 30 ciclos de 95 °C durante 30
segundos, 57 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60 segundos y un paso final de extensién a 72
°C durante 10 minutos.
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CONSERVACION
Las muestras son conservadas en pico de flauta (Figura 7) con el medio agar papa glucosa (APG) en
tubos con tapa a rosca de 15 ml. Se mantienen refrigeradas a 4°C en un ambiente estéril, libre de
contaminacién.

Figura 7: Muestras de Stenocarpella maydis conservadas en tubos en pico de flauta con medio APG.

CONSIDERACIONES FINALES

La importancia de contar con un reservorio de cepas de, principalmente, Stenocarpella maydis y
otros géneros de hongos nos permite avanzar en el estudio fisiopatoldgico de las enfermedades que
producen, como también poder comenzar a entender los mecanismos de accion, determinar la
variabilidad y filogenia de las cepas que se encuentran en nuestro territorio a través de estudios
genéticos.
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Coleccidn EEA Balcarce, Lab. de Virologia

Responsable/Curadora: Dra. Andrea Verna. e-mail: verna.andrea@inta.gob.ar
Colaboradores: Dres Odeon, Perez, Louge Uriarte, Gonzalez Altamiranda, Spetter, Moore,

Hecker, Campero. Técnicos: Leunda y Pereyra.

PALABRAS CLAVE

Lineas celulares, cultivos primarios, cepas, biotipos, conservacién

UBICACION

La coleccidon de diferentes lineas celulares, cepas de referencia y cepas de casos de
aislamiento de patdgenos de origen infeccioso se encuentra en el Laboratorio de Virologia
Veterinaria del Grupo de Salud Animal de la Estacién Experimental Agropecuaria del INTA
Balcarce (UEDD IPADS INTA-CONICET), ruta nacional 226, km 73.5 (Figura 1). El Laboratorio
de Virologia Veterinaria se dedica a la investigacion y al diagndstico de infecciones virales.
También asesora a laboratorios veterinarios y a veterinarios, suministra materiales de

referencia y proporciona educacion y formacion (nacional e internacional).

Figura 1: Vista del edificio de Produccidon Animal donde se encuentra el Laboratorio de

Virologia.
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COLECCION

La coleccidn cuenta con diferentes lineas celulares inmortalizadas que han sido adquiridas
en el Argentinean Cell Bank (ABAC) (Tabla 1). También se conservan cultivos celulares
primarios de endometrio, oviducto y células de la granulosa de origen bovino.

El laboratorio también ha adquirido cepas de referencias (Tabla 2) que se usan
principalmente para el desarrollo de pruebas diagndsticas (seroneutralizaciéon, PCR) y en
proyectos de investigacién in vivo que consistan en infecciones experimentales. Se han
desarrollado, a partir de cultivos primarios de células obtenidas de Uteros y ovarios bovinos,
modelos para estudios in vitro de los mecanismos moleculares en ciertas cepas virales
aisladas de casos clinicos.

Las muestras ingresadas al laboratorio estan asociados a casos clinicos atendidos por el
Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado del Grupo de Salud Animal de la EEA del
INTA Balcarce para el aislamiento virolégico y la identificacion de posibles agentes
infecciosos. Estos aislamientos son provenientes, en su mayoria de la provincia de Buenos
Aires, pero también se cuentan con muchas cepas de otras provincias de Argentina. La
relevancia de contar con cepas de campo radica en crear plataformas diagnosticas mas
sensibles y rdpidas, como también ampliar los conocimientos sobre la patogénesis de los
casos presentados. En la Figura 2 se observa el efecto citopatico de los virus aislados a partir
de casos clinicos. La conservacién del material bioldgico se inicié a principios de los afios 90
bajo la responsabilidad del Dr. Odedn Anselmo. Actualmente, se cuenta con mas de 200
cepas aisladas de casos clinicos. Estos aislamientos provienen de diversos tejidos y fluidos
como, por ejemplo, bazo, pulmdn, sistema nervioso central, linfocitos, suero, intestino,

linfonddulos, mucus cérvico vaginal, entre otros (Tabla 3).

Tabla 1. Lineas celulares inmortalizadas provenientes del ABAC

Linea celular  |Organismo/Especie |[Tejido Tipo celular
MDBK Bovino Rifdn Epitelial
VERO Primate Rifidn Epitelial
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BHK-21 Hamster Rifidn Epitelial
Hela Humano Céorvix Epitelial
MA104 Mono Rhesus Rifdn Epitelial
RD420 Bovino Testiculo Epitelial
SH-SY5Y Humano Sistema nervioso Neuronal
Botur Bovino Turbinate Epitelial
criobb-B Bovino Recombinante Epitelial
NCL-1 Bovine Utero Endometrio
PKz Porcino Rifidn Epitelial
CHO-K1 Hamster chino Ovario Epitelial

BT Bovino Cornete nasal Epitelial
EBTr Bovino Traquea de embridn  |Fibroblasto
Hep Humano Epidermis Epitelial

Tabla 2: Cepas de referencia

Origen Identificacion
V'S 145 NADL U-nlver5|ty of Nebraska,vDVB - biotipo Cp'Dr. Odedn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo |
. University of Nebraska,vDVB  biotipo  Cp. ,
VS 144 Singer Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odeon A
. University of Nebraska,vDVB  biotipo  Cp. ,
VS 3 Singer Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odeon A.
. University of Nebraska,vDVB  biotipo  Cp. ,
VS 25 Singer Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odedn A.
VS 181 Thompson U-nlver5|ty of Nebraska,vDVB - biotipo Cp'Dr. Odedn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo |




University of Nebraska,vDVB  biotipo  Cp. ,
VS 87 Thompson Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odeén A.
VS 125 NY-1 U‘nlver5|ty of Nebraska,\vDVB ‘ biotipo NCp'Dr. Odedn A
Lincoln. EE. UU. Genotipo |
\/S 232 SD-1 L{nlver5|ty of Nebraska,vDVB _ biotipo NCp'Dr. Odedn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo |
University of Nebraska,vDVB biotipo  Ncp. ,
VS 2415D-1 Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odeon A.
VS 115 Thompson U.nlver5|ty of Nebraska,\vDVB _ biotipo NCp'Dr. Odedn A
Lincoln. EE. UU. Genotipo |
University of Nebraska,vDVB biotipo  Ncp. ,
VS 86 Thompson Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odeén A.
University of Nebraska,vDVB biotipo  Ncp. ,
VS 92 Thompson Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odedn A.
University of Nebraska,vDVB biotipo  Ncp. ,
VS 95 Thompson Lincoln. EE. UU. Genotipo | Dr. Odedn A.
V'S 253 USDA L{nlver5|ty of Nebraska,vDVB _ biotipo Cp'Dr. Odedn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo Il
University of Nebraska,vDVB biotipo  Ncp. ,
VS 231 830 Lincoln. EE. UU. Genotipo Il Dr. Odeon A.
Uni it f Nebraska,vDVB bioti Ncp. .
VS 191 NY-93 niversity - ot Tebraska,VUVE ~ BIOApo P15 0desn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo Il
V'S 185 CD-87 L{nlver5|ty of Nebraska,vDVB _ biotipo NCp'Dr. Odedn A.
Lincoln. EE. UU. Genotipo Il
IB 95/16 SN IBR . . . .
LA3S. BoAHVL Argentina Herpesvirus bovino 1 Dr. Odeén A.
Ncl EE. UU. Neospora caninum UNLP. - bra.
Venturini
Nc6 Argentina Neospora caninum UNLP, . Dra.
Venturini
Nc-LP1 Argentina Neospora caninum UNLP, Dra.
Campero
Nc-LP2 Argentina Neospora caninum UNLP, Dra.
Campero
Nc Liverpool EE. UU. Neospora caninum Dr. Peter Bradley
DN599 like group |EE. UU. Herpesvirus bovino 4 [INTA Castelar
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Figura 2. Efecto citopdtico de aislamientos de casos clinicos en la linea celular MDBK; A:
Linea celular MDBK; B: Herpesvirus bovino 1; C: Herpesvirus bovino 4; D: Virus de la diarrea

viral bovina.

Tabla 3. Identificacidn de cepas aisladas a partir de casos clinicos.

Cepas Muestras Virus/Biotipos Genotipo
07-435 MCV BoGHv4 Genotipo 3
argentino
07-568 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
07-759 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-362 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-404 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-467 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-330 MCV BoGHv4 Genotipo 2
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americano

08-476 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-433 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-263 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-415 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
08-209 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
09-508 MCV BoGHv4 Genotipo 1 Movar
09-227 MCV BoGHv4 Genotipo 3
argentino
09-465 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
10-154 MCV BoGHv4 Genotipo 2
americano
09-464 Animal Pl vDVB NCP 1b
09-366 Reproductivo vDVB CP 1b
09-342 Reproductivo vDVB CP 1b
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08-707 Respiratorio vDVB NCP 1b
09-792 Enfermedad de las mucosas vDVB NCP 1b
09-055 Entérico vDVB CP 1b
09-134 Respiratorio vDVB NCP 1b
09-165 Enfermedad de las mucosas \vDVB CP 1b
09-295 Entérico vDVB CP 1b
08-724 Reproductivo vDVB NCP 1b
08-105 Entérico vDVB NCP 1b
08-146 Dermatitis vDVB NCP 1b
08-346 No registrado vDVB NCP 1b
98-204 Reproductivo vDVB NCP 1b
98-124 Entérico vDVB NCP 2b
10-636 Reproductivo vDVB NCP 2b
10-812 Mucosal disease vDVB CP 1i
13-558 Mucosal disease vDVB NCP/CP 1a
00-693 Mucosal disease vDVB CP 1b
14-663 Mucosal disease vDVB NCP/CP 2b
98-096 Reproductivo vDVB NCP 1b
98-530 Reproductivo vDVB NCP 2b
99-535 Reproductivo vDVB NCP 1b
04-558 Reproductivo vDVB NCP 1la
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04-567 Reproductivo vDVB NCP 1b
04-619 Reproductivo vDVB NCP 1b
04-725 Reproductivo vDVB NCP 2b
04-749 Reproductivo vDVB NCP 1b
05-1151 Reproductivo vDVB NCP 1b
07-509 Reproductivo vDVB NCP 1b
08-538 Reproductivo vDVB NCP 1la
08-546 Reproductivo vDVB NCP 1a
09-617 Reproductivo vDVB NCP 1b
09-688 Reproductivo vDVB NCP 1b
10-405 Reproductivo vDVB no registrado |1b
10-430 Reproductivo vDVB NCP 1b
10-698 Reproductivo vDVB NCP 1b
11-652 Reproductivo vDVB NCP 1a
12-141 Reproductivo vDVB no registrado |1b
13-464 Reproductivo vDVB NCP/CP 1a
14-287 Reproductivo vDVB no registrado |1b
15-512 Reproductivo NCP 1b
15-580 Reproductivo No registrado 1b
16-302 Reproductivo No registrado 1b
16-478 Reproductivo vDVB NCP 1b
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17-361 Reproductivo vDVB NCP 1b
18-417 Reproductivo vDVB NCP 1a
18-437 Reproductivo vDVB NCP 1a
95-393 Enfermedad de las mucosas [vDVB CP 1b
98-922 Enfermedad de las mucosas [vDVB CP 2b
99-134 Enfermedad de las mucosas \vDVB CP 1b
03-417 Enfermedad de las mucosas [vDVB CP la
04-089 Enfermedad de las mucosas \vDVB CP 1b
10-049 Enfermedad de las mucosas [vDVB CP 1b
10-647 Enfermedad de las mucosas [vDVB NCP 1b
10-676 Enfermedad de las mucosas \vDVB CP 1b
11-699 Enfermedad de las mucosas [vDVB CP 1b
13-041 Entérico vDVB no registrado |la
13-076 Entérico vDVB no registrado |la
13-102 Dermatitis vDVB NCP 2b
13-194 No registrado vDVB no registrado |la
13-252 Entérico vDVB no registrado |1b
13-413 Nervioso vDVB CP 1b
13-438 Enfermedad de las mucosas [vDVB NCP/CP la
13-583 Enfermedad de las mucosas [vDVB no registrado |1b
13-736 Enfermedad de las mucosas |[NCP/CP la
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14-060 Enfermedad de las mucosas |[NCP/CP 1b
14-438 Reproductivo vDVB no registrado |la
15-317 Entérico vDVB no registrado |1b
16-019 Nervioso vDVB NCP 1b
16-154 Respiratorio vDVB NCP 1b
16-230 Respiratorio vDVB NCP 1b
16-677 Entérico vDVB NCP 1b
P1413 Animal Pl vDVB NCP 1b
Pl San Gabriel |Animal Pl vDVB NCP 1b
17-079 No registrado vDVB NCP la
17-178 No registrado vDVB NCP 1b
18-470 Enfermedad de las mucosas |[NCP/CP la
19-063 Reproductivo vDVB no registrado |1b
10-636

spleen/lung  |Reproductivo vDVB NCP 1b
P1440 Animal Pl vDVB NCP la
13-434 Reproductivo vDVB no registrado |1b

Referencias: MCV: mucus cérvico vaginal; vDVB: virus de la diarrea viral bovina; BoGHv4:

gammaherpesvirus bovino 4; Animal Pl: Animal persistentemente infectado.

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR
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Las identidades de las cepas de campo presentes en el Laboratorio de Virologia Veterinaria
se verifican mediante pruebas con anticuerpos especificos (inmunofluorescencia directa e

indirecta) y pruebas moleculares (PCR) (Figura 3).

Figura 3: A: Inmunofluorescencia directa positiva. B: Gel de agarosa con productos de PCR
(bandas de 1350 pb) correspondientes a la amplificaciéon gen IE2 BoGHv4. Calle 1: SNC, 2:
Bazo. 3: Pulmdn, 4: marcador de peso molecular, 4 y 5: controles positivos y 6: control

negativo.

CONSERVACION

Las diferentes lineas celulares inmortalizadas y los cultivos celulares primarios son
conservados a -196 2C en termos de nitrégeno liquido (Figura 4). Las lineas celulares se
cultivan en un medio minimo esencial con sales de Earle (MEM-E, Gibco; Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.) con un 10 % de suero fetal bovino (FBS, Bioser, Buenos
Aires, Argentina), que se suplementa con una solucidn de antibidticos y antimicéticos
(Gibco, Langley, OK, EE. UU.), que incluye 100 U de penicilina G, 100 pg de sulfato de
estreptomicina y 0.025 pg de anfotericina B por ml. Por ultimo, las células se mantienen en
una estufaa 37 °C con un 5 % de CO,. El Laboratorio de Virologia cuenta con dos termos de

nitrogeno liquido para la conservacién de todos los recursos biolégicos.
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Figura 4: Conservacion de lineas celulares, cepas de referencias y cepas de casos clinicos

en nitrégeno liquido.

Las cepas de referencias (Tabla 2) se conservan a -196 °C en termos de nitrégeno liquido y

una réplica en freezeres de -80 °C, contando actualmente con tres freezers (Figura 5).
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Figura 5: Conservacion y disposicién de guardado de una réplica de lineas celulares y cepas

en -80°C

El método para conservar un material activo biolégicamente comprende en homogeneizar
las células infectadas con virus y/o linea celular con un medio compuesto por suero fetal
bovino mas DMSO (relacidn 9.1). Este ultimo evita que se formen cristales y astillas de hielo
gue rompan o dafien las células. El descenso de la temperatura debe ser gradual. Para ello
se colocan los crioviales en un contenedor de Plumavit o en un cooler con solucién de

isopropanol (Figura 6).
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Figura 6: Contenedor con solucion de isopropanol para el descenso gradual de la
temperatura antes de la conservacion del material bioldgico a -196 °C en nitrégeno liquido.
CONSIDERACIONES FINALES

Gracias a los proyectos financiados por el INTA y el Ministerio de Ciencia y Tecnologia, el
Laboratorio de Virologia Veterinaria tiene margen para la innovacién y la investigacion.
Asimismo, se utilizan técnicas moleculares, inmunolégicas y biotecnoldgicas, lo que ha
permitido contar con un banco de cepas clasificadas y secuenciadas (regiones parciales

como genomas completos).
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Coleccién EEA Bariloche

Responsable/Curadora: MSc. Lic. Romanela Marcellino. e-mail:

marcellino.romanela@inta.gob.ar

PALABRAS CLAVE

Patagonia, pequeiios rumiantes, Brucella, Clostridium, Corynebacterium

UBICACION

La coleccidon se encuentra en el Instituto de Investigaciones Forestales y Agropecuarias
Bariloche (IFAB) que funciona en la EEA Bariloche “Dr. Grenville Morris” ubicada en la calle
Modesta Victoria 4450 de la ciudad de San Carlos de Bariloche, provincia de Rio Negro

(Figura 1). En la estructura de la EEA se encuentra dentro del area de Produccion Animal.

Figura 1: Vista exterior del IFAB, EEA INTA Bariloche

COLECCION

La coleccidn de la EEA Bariloche estd constituida por cepas de bacterias patdgenas para los
animales de produccidn. Estas cepas provienen en mayor medida de pequefios rumiantes
(ovinos y caprinos) ya que en el drea de influencia de la EEA Bariloche se encuentran
sistemas de produccidn extensivos orientados especialmente a la ganaderia ovina y caprina
y, en menor medida, la bovina en las provincias de Rio Negro y Neuquén. En menor escala,
las cepas conservadas provienen de bovinos y equinos. En el Gltimo afo se han incorporado

a la coleccidn aislamientos provenientes de producciones piscicolas (truchas) y apicolas.
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Las cepas conservadas provienen en la mayoria de los casos del servicio de diagndstico que
brinda el Grupo de Salud Animal a partir del trabajo en conjunto de los clientes (veterinarios
que solicitan el servicio), los veterinarios del GSA y el personal del Laboratorio de
Bacteriologia. En menor medida, proceden de proyectos de investigacidn o de ensayos de
tesinas de grado y posgrado o son cepas vacunales de referencia. Las cepas conservadas
producen diferentes enfermedades infecciosas siendo los principales géneros aislados
Clostridium (enterotoxemia, gangrena gaseosa), Brucella (brucelosis) y Corynebacterium
(pseudotuberculosis, lana sisal). También se conservan 12 cepas de referencia ATCC de

diferentes géneros y cepas vacunales del género Brucella (Tabla 1).

ftem Cantidad Hospedador
Brucella ovis 114 Ovino
Brucella abortus 4 Bovino
Brucella melitensis 3 Caprino
Trueperella pyogenes 18 Ovino/caprino
Corynebacterium pseudotuberculosis |195 Ovino/caprino/camélido (llama)
Corynebacterium bovis 116 Ovino
Clostridium perfringens 124 Ovino/bovino/salménido/insecto
Clostridium haemolyticum 7 Ovino/bovino
Clostridium sordelli 8 Bovino
Clostridium septicum 8 Bovino

Tabla 1: principales especies conservadas y los hospedadores de donde fueron aisladas

Las cepas conservadas son utilizadas para el desarrollo de vacunas y los kits de diagndstico,
y estdn a disposicidn para realizar trabajos de investigacidn y tesinas. También son
solicitadas por otras instituciones para ser utilizadas como cepas de referencia para sus

ensayos, evaluacion de medios de cultivo y actividades de rutina (Figura 2).
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Figura 2: Aislamiento y siembra de pruebas bioquimicas en la cabina de seguridad bioldgica

En menor nimero, se conservan otros aislamientos que afectan ovinosy caprinos obtenidos
del servicio de diagndstico como Dermatophilus congolensis, Rhodococcus equi,
Staphylococcus aureus, Moraxella ovis, Campylobacter fetus, Actinobacillus seminis,

Escherichia coli, Mannheimia haemolytica y Streptococcus pyogenes.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

En funcidn de la anamnesis del caso, las muestras se siembran en placas con medios de
cultivos no selectivos como agar sangre Columbia, agar BHI, agar nutritivo, etc. (Figura 3).
En el caso de algunas especies o grupos particulares, se utilizan para el primo aislamiento
medios selectivos como agar Skirrow, agar Thayer Martin, agar MacConkey, entre otros, que
al contener antibidticos, colorantes o sales inhiben el desarrollo de contaminantes o grupos

especificos de bacterias (Figura 4).
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Figura 4: Aislamientos de Campylobacter fetus en agar Skirrow y Klebsiella sp. en agar MacConkey

En el caso de los anaerobios como Clostridium o microaerofilicos como Campylobacter,
primero se siembran las muestras en tubos con medios de enriquecimiento reducidos en
oxigeno como caldo Tarozzi o con el agregado de antibidticos como el agar Brucella
semisoélido y luego se pasan a placas de agar sélido (Figura 5). Luego de la siembra inicial, se
incuban las placas o los tubos en la atmadsfera correspondiente segun el o los patégenos
sospechosos (aerobiosis, 10-20 % CO3, microaerofilia o0 anaerobiosis) en estufas de cultivo a

379C. Para generar las diferentes atmaosferas se utilizan jarras de anaerobiosis y tubos con

diferentes gases (CO2, H2 y N) (Figura 5).
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Figura 5: tubos con agar Brucella semisélido para el aislamiento de Campylobacter fetus y jarra de

anaerobiosis para el aislamiento de bacterias que requieren atmdsferas especiales

Luego del periodo de incubaciéon (18 h a 7-10 dias, dependiendo de la bacteria) se
seleccionan las colonias sospechosas y, una vez obtenido el cultivo en pureza, se realizan las

pruebas bioquimicas tradicionales necesarias para su identificacion (Figura 6).

41 1

catalasa urea nitrato DNAsa inhibicion CAMP OF azlcares

Figura 6: Set de pruebas bioquimicas para identificar a Corynebacterium pseudotuberculosis

Desde el momento en que se comienza a procesar una muestra en el Laboratorio de
Bacteriologia tanto las caracteristicas macroscdpicas como microscdpicas de las bacterias
brindan informacion fundamental que permiten seguir un caso de diagndstico. El aspecto
de las colonias sobre el agar sélido o el efecto que ejercen sobre él como, por ejemplo, los
diferentes tipos de hemolisis son caracteristicas propias de las diferentes especies. Esta
informacion va acompafiada con lo que se observa en un preparado tefiido con la técnica

de Gram en el microscopio 6ptico (Figuras 7 y 8).
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Figura 7: Aislamientos de Corynebacterium pseudotuberculosis y Staphylococcus aureus en agar sangre
Columbia listos para ser cosechados y conservados en nitrégeno liquido

Figura 8: Tincion de Gram y observacion al microscopio éptico de Escherichia coli (bacilo gramnegativo) y
Clostridium perfringens (bacilo grampositivo)

CARACTERIZACION MOLECULAR

En algunos casos se realiza la caracterizacién molecular mediante la técnica de PCR
convencional. La extraccidon de ADN se realiza mediante la utilizacidn de kits de extraccion
comerciales o por el uso de la resina Chelex. En nuestro caso, se realizan técnicas de PCR
multiplex determinando al mismo tiempo diferentes genes que codifican a diferentes
productos como toxinas en el caso de C. perfringens y enzimas en el caso de C.

pseudotuberculosis (Figuras 9y 10).
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Figura 9: PCR multiple para la deteccién de los genes que producen las toxinas que determinan los diferentes

toxinotipos de Clostridium perfringens

816 pb: 165 ARNr

446 pb: rpoP

e ha b 203 pb: pld (toxina PLD)

Figura 10: PCR multiple para la deteccidn de Corynebacterium pseudotuberculosis

CONSERVACION

Las cepas se conservan por el método de criopreservacion en nitrégeno liquido a -1962C en
pequeios tubos rotulados de 1 a 2 ml de capacidad, denominados crioviales. Dentro de
estos se coloca un medio de conservacion que contiene una parte de un caldo nutritivo y

una parte de glicerol, ambos componentes permiten el mantenimiento y sobrevida de las

cepas a esas temperaturas (Figura 11).

Figura 11: Diferentes tipos de crioviales utilizados para conservar los aislamientos bactrianos

Una vez que se ha logrado el cultivo en pureza, se toma una porcién con un ansa y se

deposita dentro del criovial agitando suavemente para que el material se desprenda del
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ansa. Los crioviales se colocan en cdnulas portacrioviales y estas se colocan dentro de los

canastillos de los termos de nitrégeno (Figura 12).

Figura 12: Detalle de los termos de nitrogeno liquido. Se observan los canisters con canulas portacrioviales.

CONSIDERACIONES FINALES

El conocimiento actualizado y el resguardo de los patédgenos que afectan los niveles
productivos de los campos en las diferentes regiones son dos puntos estratégicos para el
pais ya que, ante un problema sanitario, nos da la posibilidad de responder de una manera
mas rapida y acertada. Tener la soberania de ese saber es imprescindible, no solo por las
cuestiones econdmicas y productivas, sino también por lo relacionado con la salud humana
y ambiental bajo el lema de “una salud”. Contar con el conocimiento de las caracteristicas
de los patégenos que van evolucionando y cambiando a través del tiempo nos permite estar
mejor preparados a la hora de desarrollar vacunas, desarrollar técnicas de diagndstico
rapidas o la aplicacidn de antibidticos eficientes, entre otras actividades relacionadas con la

salud animal, humana y ambiental.
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Coleccion EEA Concepcidn del Uruguay

Responsable/Curador: Dr. Mario Alberto Soria. e-mail: soria.mario@inta.gob.ar.
Colaboradores: Dante Bueno (INTA-EEA Concepcién del Uruguay) y Magali Hoffmann
(CONICET).

PALABRAS CLAVE
Avicultura, bacterias, hongos, Salmonella

UBICACION
La coleccién se encuentra en la Unidad de Investigacion Avicola (UIA) del Departamento

Avicultura de la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Concepcién del Uruguay
(Figura 1) ubicada en la ruta provincial 39, km 143,5 de la ciudad de Concepcion del Uruguay,
Entre Rios. La coleccion de recursos genéticos se inicio en el afio 2005 en el Laboratorio de
Bacteriologia y Micologia, con la finalidad de conservar cepas de importancia en la

avicultura.

Figura 1: Unidad de Investigacidn Avicola, INTA EEA Concepcion del Uruguay, Entre Rios

COLECCION

Nuestra coleccion se caracteriza por la conservacién tanto de bacterias como de hongos de

importancia en avicultura. Contamos con un total de 2837 aislamientos conservados, de los
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cuales 2.698 corresponden a cepas bacterianas y 139 a cepas de hongos. Las bacterias estan
representadas principalmente por aislamientos de Salmonella spp. Ademas, Avibacterium
sp., Pasteurella spp., Staphylococcus spp., Proteus spp., Yersinia spp., Enterobacter spp. y
Pseudomonas spp. En cuanto a los aislamientos de Salmonella, en nuestro cepario tenemos
54 serovariedades diferentes. Todas fueron aisladas de alimentos para aves, drganos y
tejidos de aves (higado, bazo, foliculos, cloaca y médula ésea). Con respecto a las cepas

fungicas conservadas, las mismas pertenecen al género Aspergillus sp.
CONSERVACION
En nuestro laboratorio, la conservacién de las cepas bacterianas consta de dos métodos:

1. Conservacion a mediano plazo (Figura 2): en este método las cepas bacterianas se
conservan en agar nutritivo a una temperatura de 4 2C. Es la manera mas simple para
mantener la viabilidad de los microorganismos durante un corto plazo. Se recomienda
asegurar un cierre hermético de los tubos sellando la tapa con Parafilm. El almacenamiento
se realiza en la heladera, en un lugar alejado de la luz, entre 4 °Cy 8 °C, para disminuir los
procesos metabdlicos y asegurar la viabilidad por periodos mds prolongados (ANLIS

Malbran, 2018).

]
' = Incubar
Hacer punciones en - 37°C,24h_ Conservar 4 °C

agar nutritivo -

]

Cepa [

de Salmonella sp.
N° Cepa
Fecha

Figura 2. Flujograma de conservacion de cepas a mediano plazo

2. Conservacion a largo plazo (Figura 3): las cepas bacterianas se conservan en medio

para congelaciéon a una temperatura de -70 2C. Estos métodos garantizan al maximo la
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estabilidad genética, al evitar la aparicién de generaciones sucesivas y por tanto son los mas
utilizados en microorganismos (Arencibia et al., 2008). En nuestro laboratorio, la cepa a
conservar se siembra en césped en dos placas de agar MacConkey (MC). Se incuban a 37 °C,
24 h. A su término, se toma con un ansa del agar MC, arrastrandola por el medio hasta lograr
formar una “pelota” de la cepa a guardar. Luego se transfiere al vial con el medio de cultivo
para congelacion, se sella con Parafilm y se rotula el tubo con el cédigo CUB de nuestro
laboratorio que significa Concepcién del Uruguay Bacteriologia. Los viales luego son

colocados en cajas para ultrafreezer y conservados a -20 2Cy -70 °C.

Siembra en césped Incubar, 37 °C, 24 h ( $
—

Tomar el crecimiento
microbiano y sembrar en
Cepa medio para congelacién

de Salmonella
CUB N° B
Fecha

spp.
Conservar -70 °C

Agar MC

Figura 3. Flujograma de conservacion de cepas a largo plazo.

En relacién con las bacterias, todas se identifican con pruebas biogquimicas, en algunos casos
se confirma por biologia molecular. En cuanto a la identificacién de Salmonella spp. (Figura
4) es de gran ayuda la utilizacién del agar hierro tres azlcares junto con el agar lisina hierro
(Waltman y Gast, 2008). También se utilizan otras pruebas bioquimicas como agar citrato de
Simmons, agar urea, ONPG, rojo de metilo, Voges-Proskauer, agar tartrato de Jordan, medio

Sulfuro-Indol-Movilidad y agar fenilalanina.
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Figura 4. Pruebas bioquimicas para Salmonella spp. I: Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum. II:
Salmonella ser. Enteritidis. TSI: agar hierro tres azucares. LIA: agar lisina hierro. FA: agar fenilalanina. SIM:
medio Sulfuro-Indol-Movilidad. TJ: agar tartrato de Jordans. U: agar urea. CIT: agar citrato de Simmons

Por otro lado, ademas de la identificacidon antes mencionada, realizamos la serotipificacion
de Salmonella spp. tipo moviles. Las serovariedades de S. enterica se basan en las diferencias
antigénicas del lipopolisacarido O (LPS, antigeno somatico O), y en la fase 1y 2 del antigeno
flagelar H (H1 y H2). Con base en el antigeno flagelar, Salmonella puede ser bifasica (expresa
H1y H2) o monofasica (expresa el antigeno H1). Por convencidn, los antigenos identificados
en una determinada cepa se presentan en una formula antigénica, en la cual el nombre del
serotipo es seguido por los antigenos somaticos O, separados por dos puntos de los

flagelares (Wattiau, 2011).

La serotipificacién (Figura 5) se realiza mediante diferentes pasos que se detallan a

continuacion:

1. Serotipificacién somatica. A partir del cultivo en agar tripteina de soja se verifica que
las cepas se encuentren en forma lisa suspendiendo las bacterias en solucidn salina al 0,85

% (sin autoaglutinacidn). Posteriormente, se colocan sobre una placa de vidrio junto con 20
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pl de los antisueros polivalentes somaticos A y B, se mezcla cuidadosamente con palillo
durante 2 minutos para observar la presencia o ausencia de aglutinacién bajo luz
oblicuamente dirigida. En las cepas lisas que mostraron aglutinacidon positiva para con

alguno de los polivalentes somaticos se continua su tipificacién con los factores somaticos.

2. Serotipificacidn flagelar. La serotipificacién flagelar se realiza a partir de un cultivo
en caldo flagelar (CF), al cual se le agrega 5 ml de solucion fisiolégica formolada al 1 %, y se
incuba 1 h a temperatura ambiente (251 2 °C). En cuatro tubos de ensayo se colocan 25 pl
de los antisueros flagelares polivalentes HS-A, HS-B, HS-C y HS-1 y luego se agrega 1 ml del
caldo formolado, se incuba durante 1 h a 50 °C en bafio de agua. A su término, se observa
la presencia o ausencia de fléculos bajo luz oblicua. En los aislamientos que son positivos a
uno o mas sueros polivalentes H (expresion de una o dos fases) se continda la

serotipificacién con los factores del antigeno flagelar correspondiente.

Cepa bacteriana

A /\ B

Aglutinacién en placas Aglutinacién en tubos
' Ag somatico | ' Ag Flagelar |
0S-A 0s-B HS-1 HS-C

v * ¢ | HS-A || HS-B ' #

' Factores somaticos |
|

v v

} y Y
Figura 5. Flujograma para la serotipificacion de Salmonella ser. Enteritidis. A: Fluograma de la aglutinacién

somatica. B: Flujograma de la aglutinacién flagelar. Ag: Antigeno. OS-A: Antisuero somdtico A. OS-B:
Antisuero somatico B. HS: Antisuero flagelar

=h

Factores flagelares

<
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3. Inversién de fase (Figura 6): En aquellos aislamientos que solo muestran aglutinacién
positiva a solo un polivalente flagelar (AgH), y por los resultados de la aglutinacién frente al
AgO, se considera que se trata de una serovariedad difasica. Se evalia mediante el método
de inversidon de fase para evidenciar la fase que no fue expresada. Para ello, el AgH ya
expresado se enmascara en tubo de agar movilidad de Craigie el cual posee una varilla de
vidrio hueca. En primer lugar, se funde el agar movilidad y se le agrega el antisuero flagelar
expresado. Una vez que ha solidificado el medio, se siembra la cepa por dentro de la varilla
de vidrio por puncién y se incuba a 37 °C durante 24 h o hasta que se observe el crecimiento
de la cepa en la parte externa del medio. Posteriormente, se transfiere el crecimiento de la
parte externa de la varilla de vidrio a un tubo conteniendo CF para la identificacién de la
fase flagelar no expresada como lo explicado en el punto anterior. De esta manera las células
gue poseian la fase ya identificada quedan inmovilizadas por el suero flagelar empleado,

mientras que las que tenian la fase no expresada conservan su movilidad.

A -

W

Figura 6: Inversion de fase en agar movilidad de Craigie. A: -siembra de la cepa de Salmonella sp. B:

Crecimiento de la cepa de Salmonella sp. Por fuera de la varilla de vidrio hueco.

En relacidon con los aislamientos de Salmonella spp. conservados en nuestro cepario son
principalmente regionales. La mayoria de ellos provienen de diferentes tesis (de grado y
postgrado) como asi también de muestras de servicio, entre ellas las incluidas en el Plan
Nacional de Sanidad Avicola. El principal uso de estas cepas conservadas es para uso en
investigacion. Entre los temas de la misma estan el estudio de la resistencia a

antimicrobianos y los mecanismos involucrados.
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CONSIDERACIONES FINALES

La Unidad de Investigacidn Avicola, como centro de investigacién, necesita contar
con cultivos confiables para las investigaciones desarrolladas. Por ello, existe un fuerte
deseo de conservacion a largo plazo de los recursos genéticos para su uso tanto en el
presente como en el futuro, ya que con ellos se preserva parte de la biodiversidad y
permiten afrontar desafios en la sanidad animal, como asi también desarrollar y transferir
tecnologia. En este contexto, el cepario del Laboratorio de Bacteriologia y Micologia de la
Estacidn Experimental Agropecuaria del INTA Concepcidn del Uruguay juega un papel crucial
en el mantenimiento, conservacién y utilizacién de microorganismos de importancia avicola

tanto a nivel regional como nacional.
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Coleccién EEA Corrientes

Responsables/Curadores: Dra. Carla Pertile. e-mail: pertile.carla@inta.gob.ar

Méd. Vet. Néstor Fabidn Sarmiento. e-mail: sarmiento.nestor@inta.gob.ar

PALABRAS CLAVE

Hemoparasitos, Babesiosis, Anaplasmosis, Trypanosomosis.

UBICACION

La Estacidn Experimental Agropecuaria (EEA) del INTA Mercedes, ubicada en la ciudad de
Mercedes, Corrientes, y perteneciente al Centro Regional Corrientes (Figura 1), cuenta con
el area de Sanidad Animal donde se encuentra un sector denominado “Coleccién de
Hemoparasitos”.

Figura 1 EEA INTA Mercedes, Corrientes

Existen diversas patologias provocadas por hemoparasitos que afectan a los animales
domeésticos y son de gran importancia para la produccion pecuaria. La principal causa de
mortalidad en bovinos adultos en la regién se debe a la babesiosis y anaplasmosis bovina,

conocidas comunmente como “complejo tristeza bovina”.

COLECCION

70



Esta coleccién se origind en el afio 1982 con la finalidad de preservar las cepas originales,
patogenas y atenuadas de hemopardsitos para ser utilizadas con diferentes fines de

investigacion y diagndstico.

Actualmente, forma parte de la Red de Recursos Genéticos del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (REDGEN INTA). Esta Red tiene como objetivo general propiciar la
conservacion y valorizacidn de los recursos genéticos, ademas de consolidar una red de

bancos de microorganismos, células y ADN.
DEFINICIONES

Aislamiento: grupo de hemoparasitos obtenidos de un bovino infectado naturalmente en

un determinado momento.

Cepa: hemoparasitos mantenidos mediante pasajes en cultivo (in vitro) o a través de pasajes

en bovinos (in vivo).

Pasaje o amplificacion: inoculacién de hemoparasitos a un ternero esplenectomizado,
monitoreado diariamente hasta detectar una parasitemia adecuada en extendidos finos. Se
procede a extraer sangre del animal siguiendo el protocolo establecido para almacenarla
(método in vivo). Los pasajes se pueden realizar por método in vitro mediante cultivos

celulares.

AGENTES ETIOLOGICOS

Babesia sp.

En Argentina, los agentes etiolégicos de la babesiosis bovina son Babesia bigemina y Babesia
bovis (Figuras 2 y 3). Ambos agentes generan enfermedades notablemente diferentes en el
ganado bovino, aunque estos parasitos estan relacionados filogenéticamente (Vanzini,
1994; Guglielmone 1995; Brown y Palmer, 1999). Los dos se transmiten mediante la
garrapata comun del bovino Riphicephalus microplus, donde cumplen parte de su ciclo

bioldgico (Guglielmone, 1992; Morel et al., 2019).
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Los animales infectados con babesiosis pueden presentar sintomas clinicos como debilidad,
fiebre, anemia, ictericia, hemoglobinuria, aborto y muerte. Ademas, en infecciones por B.

bovis, pueden presentarse sintomas neurolégicos (babesiosis nerviosa). (Bock et al., 2004).

)

Figura 2: Babesia bigemina en el interior de eritrocitos. Extendido de sangre periférica de bovino. Tincién
Giemsa. 100 X.

o’

Figura 3: Babesia bovis parasitando eritrocitos. Extendido de sangre periférica de bovino. Tincién Giemsa.
100 X.

Anaplasma spp.:

Anaplasma marginale es una bacteria gramnegativa que infecta los eritrocitos bovinos
(Figura 4), provocando una enfermedad denominada anaplasmosis bovina, caracterizada
por cuadros graves de anemia, ictericia, fiebre, pérdida de peso, abortos, letargia y muerte.
La transmision se realiza a través de insectos hematdfagos, por via iatrogénica y por R.

microplus (Aubry y Geale, 2011).
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Anaplasma centrale (Figura 5) es una subespecie no patdgena ya que no genera
sintomatologia clinica en los bovinos. Debido a esta caracteristica se utiliza como vacuna

viva contra la anaplasmosis causada por A. marginale.

I
- -

Figura 4: Anaplasma marginale infectando eritrocitos. Extendido de sangre periférica de bovino. Tincidn
Giemsa. 100 X.

Figura 5: Anaplasma centrale.
Extendido fino de sangre
periferica bovina, tincion

< Giemsa, 100 X.

Trypanosomas spp.:

Los tripanosomas son hemoparasitos flagelados que producen una enfermedad
caracterizada por fiebre, anemia, reduccién en la produccién, pérdida de peso, abortos y,
ocasionalmente, la muerte. Trypanosoma evasi afecta a los equinos, provocando la
enfermedad cominmente conocida como “mal de caderas” (Figura 6). Se transmiten de
forma mecdnica por insectos hematofagos y por el murciélago Desmodus rotundus,
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ademas es posible la transmision vertical, oral e iatrogénica (Pertile et al,
2021).Trypanosoma vivax es responsable de la tripanosomosis en bovinos. (Figura 7).
Infecta un amplio rango de animales domésticos y silvestres, y causa importantes pérdidas
econdmicas en el ganado de areas tropicales. Los signos clinicos incluyen fiebre, anemia,
inapetencia, reduccién en la produccion de leche, pérdida de peso, abortos vy,
ocasionalmente, la muerte, aunque algunos animales infectados pueden cursar como

asintomaticos (Cadioli et al., 2012).

Figura 6: Trypanosoma vivax (frotis de sangre capilar bovina. Tincién Giemsa, 100 X)

Figura 7: Trypanosoma evansi. (extendido fino de sangre capilar de equino, tincién Giemsa, 100X)

CONSERVACION

El material por conservar se obtiene a partir de la de extraccidon de sangre del animal
enfermo en condiciones asépticas (Figura 8). Luego se estima la parasitemia de extendido
fino de la sangre yugular. La sangre extraida se centrifuga para sedimentar el paquete celular
y se realizan lavados con buffer fosfato salino (PBS) logrando una correcta purificacion de

eritrocitos (Figura 9).
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Las células infectadas con hemoparasitos conservan su viabilidad al agregarse
dimetilsulfoxido (DMSO) con PBS o bien polivinilpirrolidona (PVP) (Figuras 10 y 11). Se
distribuyen en crioviales de diferentes volimenes correctamente identificados y se pre-
congelan a-70 °C en la capa gaseosa del nitrégeno liquido durante 30 minutos. Finalmente,

los viales se mantienen en nitrégeno liquido a una temperatura de -195°C (Figuras 12 y 13).

Il |
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Figura 8: la sangre con hemoparasitos es colectada del animal en recipientes con anticoagulante (citrato de

sodio).
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Figura 9: acondicionamiento de la sangre extraida para conservarlas (purificacidn de eritrocitos)

Figuras 10 y 11: adicion del crioconservador a la sangre. Este procedimiento se realiza en frio y debe ser
breve (3 - 5 minutos)

Figura 12 y 13: viales identificados y acondicionados para la conservacién en termos con nitrégeno liquido.
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Cada aislamiento se identifica con un nombre basado en una nomenclatura establecida para
cada género, especie y lugar de origen. Para ello se recompila informacién como los datos
del establecimiento donde ocurrié el brote, la ubicacién geografica, la mortalidad y la
morbilidad. Ademas, datos especificos del animal que dio origen a la muestra, como

temperatura corporal, parasitemia, hematocrito, especie, sexo, raza y edad.

Actualmente, se mantienen crioconservados en nitrogeno liquido 957 viales que contienen
hemoparasitos patégenos y atenuados, teniendo en cuenta las cepas originales y sus

respectivas amplificaciones (Figuras 14 y 15).
CEPAS PATOGENAS

Las cepas patégenas son aquellas que contienen organismos vivos, obtenidos a partir de un
caso clinico, que al ser inoculados en un animal susceptible son capaces de reproducir una
infeccién y generar sintomas. Son utilizadas para ensayos con fines de investigacién, tales

como desafios en animales inmunizados, control y eficacia de drogas.

Con respecto a especies del género Babesia, el laboratorio cuenta con once cepas de
Babesia bovis originadas de brotes de establecimientos de Corrientes y otras provincias.
Con respecto a especies del género Babesia, el laboratorio cuenta con dieciocho cepas de
Babesia bovis originadas de brotes de establecimientos de Corrientes y otras provincias.
Ademads, siete cepas de Babesia bigemina. En cuanto a Anaplasma marginale existen
veintiocho cepas de diferentes origenes. La Ultima incorporacién a la coleccién de cepas, es

de Trypanosoma evansi.

En cuanto a Anaplasma marginale, existen 23 cepas de diferentes origenes, la mds antigua

es del afio 1992.
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Figura 14: termos de nitrégeno liquido que contienen las cepas patdgenas.

CEPAS ATENUADAS

Son hemopardsitos que fueron atenuados en su patogenicidad mediante protocolos
basados en pasajes sucesivos en terneros esplenectomizados. Corresponden a cepas de
Babesia bovis (Bbo R1A y Bbo M1A) y de Babesia bigemina (Bbi M1A y Bbi S1A). Estas cepas
son utilizadas para la elaboracion de hemovacuna y ensayos experimentales. La atenuacion
ha sido importante en el desarrollo de vacunas eficaces contra la babesiosis. Estos pasajes
también pueden dar lugar a la seleccién de fenotipos adicionales, como la incapacidad de
transmision por garrapatas (Berens et al., 2007).

La pérdida de factores de virulencia de Babesia spp. podria reflejarse en la ausencia de
sintomas de la enfermedad en el ganado vacuno inoculado con la cepa atenuada, a pesar
de la presencia de infeccidn en las células huésped (Sachman-Ruiz et al., 2021). Ademas, se

conserva Anaplasma centrale que forma parte de las vacunas elaboradas por el INTA.
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Figura 15. Termos de nitrégeno liquido que contienen cepas atenuadas de B. bovis B. bigemina y A. centrale.

BANCO DE ADN DE HEMOPARASITOS

Ademas del mantenimiento de hemoparasitos vivos, se almacena en frio, a — 80 °C ADN
(acido desoxirribonucleico) extraido de las cepas del banco y de muestras remitidas al
laboratorio de diagndstico. Este material genético se utiliza para ensayos de analisis de
biologia molecular. El laboratorio cuenta con colecciones de ADN de Babesia sp, Anaplasma

sp. y Trypanosoma sp.

CONSIDERACIONES FINALES

Importancia de un banco de recursos genéticos

Parte de las enfermedades hemoparasitarias, como la babesiosis y tripanosomosis, son
causadas por especies de protozoos, parasitos eucariontes que tienen ciclos complejos. Son
transmitidos por vectores y comparten muchas rutas metabdlicas con sus huéspedes, lo que
genera una dificultad en su tratamiento terapéutico y de control (Eichenberger et al., 2017).
Si bien se ha logrado un progreso importante en la comprension de la biologia bésica y las
interacciones huésped-parasito de estos agentes, aun es necesario seguir investigando para
lograr un control efectivo de estas etiologias para mejorar la salud animal y humana (Sudrez
et al., 2019).

Es por esto que conservar el material bioldgico de los hemoparasitos es esencial para su
utilizacion en investigacion.
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El material bioldgico conservado esta disponible para su utilizacién en investigacion para las
instituciones que lo soliciten. Los recursos genéticos de microorganismos son parte de
nuestro patrimonio nacional. Es importante su conservacion y gestion, con ellos se preserva
parte de la biodiversidad y permiten afrontar desafios en la sanidad animal, como también

desarrollar y transferir tecnologia.
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Coleccién EEA Rafaela

Responsable/curadora: Lic. MSc. Verdnica Neder. E-mail: neder.veronica@inta.gob.ar

PALABRAS CLAVE

Bovinos, Staphylococcus aureus, micoplasmas, ADN
UBICACION

La coleccidn se encuentra en la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela,
ubicada en la ruta nacional 34, km 227 de la ciudad de Rafaela, provincia de Santa Fe (Figura

1). La estructura de la EEA se encuentra dentro del Area de Produccién Animal.

Figura 1: Edificio de la EEA Rafaela

COLECCION

Los microorganismos representan un papel esencial para el desarrollo de la medicina, la
industria, la agricultura y la biotecnologia por lo que a escala de laboratorio es fundamental

tener procesos de conservacion de estos, que deben garantizar que los microrganismos se
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mantengan sin alteraciéon en sus caracteristicas tipicas (fenotipicas y genotipicas) y sean

viables durante largos periodos de tiempo.

Los microorganismos son seres vivos diminutos que individualmente son demasiado
pequefios como para verlos a simple vista. En este grupo se incluyen las bacterias, hongos

(levaduras y hongos filamentosos), virus, protozoos y algas microscépicas.

Por lo general, estos pequefios organismos se asocian con infecciones, enfermedades, o
deterioro de alimentos. Existen diversas patologias producidas por las bacterias que afectan
al ganado bovino, una de las enfermedades multifactoriales causadas por microorganismos
es la mastitis, que principalmente dafia el tejido mamario y altera la cantidad y calidad de

leche producida.

El Laboratorio de Microbiologia, perteneciente al Area de Produccién Animal de la Estacién
Experimental Agropecuaria Rafaela, dispone de un cepario mayoritariamente de bacterias
provenientes de diversas matrices como, por ejemplo, de leche, drganos de bovinos, agua 'y
materia fecal obtenidos del servicio de diagndstico del laboratorio. Esta coleccidn se origind
en el afio 1990 con el fin de preservar las cepas patdgenas de bovinos para ser utilizados
con diferentes fines en investigacién, diagndstico, produccidon de vacunas, servicios a

terceros y resistencia a antibidticos.

El cepario cuenta con aproximadamente 810 especimenes caracterizados mediante pruebas

bioguimicas, observacién morfoldgica y algunos por técnicas moleculares como PCR.

Actualmente, el laboratorio forma parte de la Red de Recursos Genéticos Microbianos de
INTA cuya finalidad es impulsar la conservacion y valorizacion de un banco de

microorganismos para mantener la biodiversidad.
GENEROS BACTERIANOS DE IMPORTANCIA CONSERVADOS
Staphylococcus spp.

Uno de los agentes etioldgicos de la mastitis bovina en Argentina es el Staphylococcus
aureus, que se presenta en forma de cocos, grampositivos, catalasa y coagulasa positivos,
que se dividen en mas de un plano para formar racimos tridimensionales de células. Son
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aerobios facultativos, sal tolerantes, resistentes a la lisozima y sensibles a la lisostafina. La
identificacién se hace con base en pruebas bioquimicas, coloracién de Gram y morfologia

macroscopica de la colonia.

Los estafilococos son comensales de las superficies corporales de los animales de sangre
caliente. Las enfermedades que causan incluyen infecciones agudas, septicemia y toxemias

agudas, como por ejemplo la intoxicacién alimentaria estafilocdcica.

S. aureus produce una gama especialmente amplia de sustancias (agresinas y exotoxinas)
implicadas en la patogenia. Varian desde componentes de la pared celular, como acidos
teicoicos, hasta una amplia gama de exoenzimas que incluyen la estafiloquinasa,
hialuronidasas, fosfatasas, coagulasas, catalasas, proteasas, nucleasas, lipasas, leucocidinas
y hemolisinas, y, por ultimo, pero de ningin modo menos importantes, las enterotoxinas
gue causan intoxicacion alimentaria. El modo de accién de la toxina no ha sido esclarecido
en su totalidad, pero se cree que tanto los vomitos como la respuesta diarreica son el
resultado de la estimulacidn de neurorreceptores locales existentes en el tracto intestinal y
de la transmisidn de los estimulos al centro del vdmito del cerebro a través del vago y de

otras partes del sistema nervioso simpatico.
Streptococcus spp.

En este género encontramos tres especies que producen mastitis en el ganado bovino, S.
agalactiae (Figura 2), S. uberis y S. dysgalactiae. Son cocos grampositivos agrupados en
cadenas, facultativos anaerobios y catalasa negativos, con produccion de hemolisis,
hidrolisis de la esculina, camp test y crecimiento en medio con CINA al 6.5 %., estas serian

las pruebas bioquimicas para la primo identificacion.
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Figura 2: Colonias de Streptococcus agalactiae en agar sangre.

Enterobacterias
Dentro de este género tenemos E. coliy Salmonella.

Escherichia coli: Son bacilos cortos gramnegativos, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, catalasa positivos, oxidasa negativos y anaerobios facultativos. La
mayoria de las cepas fermentan la lactosa, aunque algunas son fermentadoras lentas de
este azucar y algunas son anaerogénicas. Tipicamente, la especie es rojo metilo positivo, y
Voges-Proskauer negativo No crece en el medio de citrato de Simmons y la produccién de
indol es positiva en la mayoria de las cepas. Se pueden diferenciar serolégicamente unas de
otras con base en los antigenos somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K). Pertenece a la

microbiota normal del tracto intestinal de animales.

Existen cepas patdgenas tales como la E. coli enteropatdgena (EPEC) que causa una lesion
caracteristica, que implica la destruccién de las microvellosidades sin que exista otro indicio
de invasion de los tejidos. También tenemos las E. coli enterohemorragicas (EHEC), dentro

de ellas esta la cepa E. coli 0157:H7 que es el serotipo mas frecuente dentro de las EHEC.

Salmonella: Son bacilos cortos, gramnegativos no formadores de endosporas, anaerobios
facultativos, estrechamente relacionados morfoldgica y fisiolégicamente con los otros
géneros de la familia Enterobacteriaceae a la que pertenecen. Son mdviles debido a sus
flagelos peritriticos, utilizan el citrato como Unica fuente de carbono, pero no utilizan lactosa
ni sacarosa, decarboxilan lisina y pueden producir sulfuro de hidréogeno. Son catalasa

positivos, oxidasa negativo, reducen el nitrato a nitrito, entre otros caracteres. La reaccion
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al rojo de metilo es positiva, la prueba de Voges-Proskauer es negativa y la del indol es
negativa. La fenilalanina no es desaminada, la urea no es hidrolizada, la gelatina no es
licuada rapidamente en los medios nutritivos y no son producidas ni DNasa ni lipasa. El
contenido de G + C del DNA es de 50-53 % moles. Las salmonelas pueden albergar fagos
atenuados o plasmidos que codifican los caracteres metabdlicos que se utilizan en Ia
identificacidn (por ejemplo, la produccidn de H2S, las fermentaciones de la lactosa o de la

sacarosa).

Las serovariedades adaptadas a determinados hospedadores han causado abortos vy
enfermedades septicémicas agudas, pero otros tipos causaron diarrea. Los portadores
asintomaticos excretan salmonellas por las heces. Las salmonelas suelen estar localizadas
en el tracto alimentario, pero se pueden encontrar en los ganglios linfaticos (especialmente
en los mesentéricos), en el higado, en la vesicula biliar, en los rifiones, en el bazo y en el
ovario. Las salmonellas zoonéticas, tal como S. enteritidis y S. typhimurium, invaden la luz
del intestino delgado, donde se multiplican. Después, atraviesan el ileon y en menos grado
el colon, donde se produce una reaccién inflamatoria. Los foliculos linfaticos pueden
aumentar el tamafio y se pueden ulcerar. Los ganglios mesentéricos con frecuencia se
inflaman. A veces, las salmonelas atraviesan las barreras mucosa vy linfatica, llegan a la

corriente sanguinea y originan abscesos en varios tejidos.
Mycoplasma spp.

Son los organismos mas pequefios de vida libre que se autorreplican, no tienen pared celular
y tienen limitada capacidad metabdlica. La carencia de pared celular determina que sean
resistentes a los antimicrobianos que interactian con la pared bacteriana, como
betalactdmicos. Los micoplasmas pueden causar en bovinos mastitis, enfermedad

respiratoria, otitis, artritis, trastornos reproductivos, meningitis y conjuntivitis.

Existen mas de once especies de los micoplasmas que se han aislado de bovinos. En nuestro
cepario preservamos cuatro especies aisladas de bovino, especialmente de vacas y terneros;

M. bovis, M. canadense, M. californicum y M. leachii. La identificacidon de este género se
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basa principalmente en la observacién microscépica de la colonia en lupa estereoscépica

(Figura 3) y confirmacion por PCR (Figura 4).

Figura 3: Colonia de Mycoplasma spp vista en 4X.

Figura 4: PCR genérica para Mycoplasma

Bacillus spp.

Es una bacteria grampositiva y aerdbica que se encuentra comunmente en el suelo. Estos
organismos son esporulados y, por lo tanto, pueden tolerar condiciones ambientales muy
adversas. Bacillus cereus puede causar mastitis aguda, a veces gangrenosa. Se identifica
mediante observacion macroscépica y microscépica de la colonia, caracteristicas

morfoldgicas y sensibilidad a penicilina.
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Hongos y Levaduras

Las levaduras estdn clasificadas dentro del reino Fungi imperfecti. Son organismos
eucariotas, unicelulares, redondos u ovalados. Durante la reproduccién asexual generan
brotes o células hijas (blastoconidias). En algunos casos, estas blastoconidias pueden tomar
forma lineal, elongada, sin separacion evidente para formar pseudohifas. Algunas levaduras
como Candida pueden producir verdaderas hifas septadas en tejidos animales o en la
profundidad de medios agarizados. Las levaduras se observan microscdpicamente como
elementos grampositivos redondeados a ovales, con brotes, con un tamafo aproximado de

5a8um.

CONSERVACION

Para conservar las cepas, el material se obtiene del crecimiento confluente de las colonias
de bacterias, hongos o levaduras en el medio del cultivo requerido para su dptimo

crecimiento.

El cultivo fresco se guarda en crioviales que contiene caldo BHI (caldo cerebro corazén) mas
un crioprotector, en este caso, utilizamos glicerol al 15 % (Figura 5). Se rotula y se guarda en
cajas (Figura 6) en el freezer de -20 2C, en el ultrafreezer de -80 2C (Figura 7) y en el termo
de nitrégeno liquido (Figura 8). En la Tabla 1, se muestra el detalle de todos los especimenes

conservados y en la Tabla 2, el porcentaje de aislamientos por bacterias.
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Figura 5: Conservacién de cepas Figura 6: cajas de guardado de viales en freezer

Figura 7: Ultrafreezer -80 2C Figura 8: Termo de nitrégeno liquido

BANCO DE ADN DE BACTERIAS

Ademas del mantenimiento del cepario bacteriano, se almacena en frio, a -20 2C el ADN

(acido desoxirribonucleico) extraido de las cepas del banco y de muestras remitidas al
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laboratorio de diagndstico. Este material genético se utiliza para ensayos de andlisis de
biologia molecular. El laboratorio cuenta con colecciones de ADN de Micoplasma spp.,

Salmonella spp. y E. coli spp. El ADN se conserva en Eppendorf con agua bidestilada.

Especimenes Cantidad Tipo Hospedador
Staphylococcus aureus 312 Bacteria Bovino
Streptococcus agalactiae |68 Bacteria Bovino (vaca)
Strep. dysgalactiae 17 Bacteria Bovino (vaca)
Strep. uberis 62 Bacteria Bovino
Streptococcus mitis 1 Bacteria Bovino
Streptococcus grupo G 2 Bacteria Bovino
Salmonella spp. 35 Bacteria Bovino (ternero, vaca)
Shigella sonnie 1 Bacteria Bovino

E. coli spp. 137 Bacteria Bovino (ternero, vaca)
Mycoplasma bovis 4 Bacteria - ADN Bovino
Mycoplasma gallisepticum |2 Bacteria - ADN Gallina
Mycoplasma canadense |1 Bacteria - ADN Bovino
Mycoplasma californicum |6 Bacteria - ADN Bovino
Mycoplasma leachi 31 Bacteria - ADN Bovino
Mycoplasma spp. 45 Bacteria - ADN Bovino

St aureus P8 1 Bacteria - ADN Bovino

St. aureus P5 1 Bacteria - ADN Bovino

St aureus productora 1 Bacteria Bovino
biofilm

St. aureus productor 11 Bacteria Bovino
enterotoxina

Stap. epidermidis 1 Bacteria Bovino
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Stap. intermedius 1 Bacteria Bovino
Staph. hyicus 10 Bacteria Bovino
Staph. xylosus 1 Bacteria Bovino
Staph. haemolitycus 1 Bacteria Bovino
Staph simulans 1 Bacteria Bovino
Staph. saprolitycus 1 Bacteria Bovino
Brucella spp. 3 Bacteria Bovino
Brucella abortus 1 Bacteria Bovino, cabra, bufala
Brucella canis 1 Bacteria Perro
Brucella suis 3 Bacteria Porcino
Brucella melitensis 5 Bacteria Cabra, bufala
Bacillus cereus 7 Bacteria Bovino
Bacillus subtilis 1 Bacteria Bovino
Bacillus anthracis 13 Bacteria Bovino
Geobacillus 1 Bacteria ATCC
stearothermophilus

Pseudomona spp. 1 Bacteria Bovino - Agua
Klebsiella pneumoni 1 Bacteria Bovino
Yersinia spp. 1 Bacteria Bovino
Serratia spp. 2 Bacteria Bovino
Pasteurella spp. 1 Bacteria Bovino
Nocardia spp. 8 Bacteria Bovino
Prototheca spp. 5 Bacteria Bovino
Trueperella pyogenes 2 Bacteria Bovino
Corynebacterium spp. 3 Bacteria Bovino
Corynebacterum bovis 2 Bacteria Bovino
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Corynebacterium 1 Bacteria Bovino
pseudotuberculosis

Enterotoccos faecalis 1 Bacteria Bovino
Streptococcus faecium 1 Bacteria Bovino

Sarcina 4 Bacteria Bovino

Moraxella spp. 1 Bacteria Bovino

Levaduras spp. 1 Bacteria Bovino
Kluyveromyces marxianus |30 Bacteria Suero de queseria
Kluyveromyces lactis 1 Bacteria Suero de queseria
Tabla 1: Resumen Banco de cepas RR. GG. Rafaela

St aureus 37 %

St agalactiae 10%

St uberis 8 %

E. coli 17 %

Mycoplasma 12%

Tabla 2: Porcentaje de aislamientos por bacterias. Total: 855

CONSIDERACIONES FINALES

Las colecciones de cultivo bacterianas son depdsitos ex situ de microorganismos que

presentan caracteristicas nuevas o de importancia potencial para la salud, la industria o el

agro, asegurando su preservacidn, mantenimiento y disponibilidad. Se fomenta aumentar

continuamente la coleccidén aceptando el depdsito de bacterias similares a las mantenidas

en la coleccidn.
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Coleccion Instituto de Patobiologia, Hurlingham

Responsable/Curadora: Dra. Mara Martinez. E-mail: martinez.mara@inta.gob.ar
Colaboradores: Dra. Cristina Sanchez, Dra. Micaela Esteban, Dra. Vanina Saraull, Dra.

Micaela Hamer y Dra. Bibiana Brihuega,.

PALABRAS CLAVE

Leptospira spp., conservacion, cepas, serovares.

UBICACION

Figura 1: Vista exterior del Instituto de Patobiologia — UEDD IPVET INTA-CONICET

La coleccidn de Leptospira spp. Se encuentra en el Laboratorio de Leptospirosis del Instituto
de Patobiologia — UEDD IPVET INTA CONICET, Centro de Investigacidn en Ciencias
Veterinarias y Agrondmicas (CICVyA), del INTA), ubicado en Dr. Nicolds Repetto y De Los

Reseros, Hurlingham, provincia de Buenos Aires.

El Laboratorio de Leptospirosis es de referencia de la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OMSA, exOIE) y se encuentra acreditado bajo la Norma de calidad ISO 17025 desde
el afio 2009. Ademas, realiza la técnica referencial internacional de diagndstico serolégico,
denominada prueba de microaglutinacién (MAT), y participa en interlaboratorios
organizados por la International Leptospirosis Society (ILS), con laboratorios de Inglaterra,
Paises Bajos y Australia. Por otro lado, se dedica a la investigacién y al diagndstico de
infecciones leptospirales, como también asesora a laboratorios veterinarios y a veterinarios,
suministra materiales de referencia a clientes del pais y proporciona educacién y formacion
(nacional e internacional). Gracias a los ingresos de estas actividades y a los proyectos

financiados por el INTA y el Ministerio de Ciencia y Tecnologia, el laboratorio de leptospirosis
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tiene margen para la innovacion y la investigacion. En el mismo se utilizan técnicas

moleculares, inmunoldgicas y biotecnoldgicas y se cuenta con un banco de cepas.

COLECCION

Se conservan diferentes cepas obtenidas a partir de la coleccién del Centro de Referencia
de Leptospirosis de Royal Tropical Institute (RTI), Paises Bajos (Tabla 1), y de cepas
provenientes de aislamientos logrados a partir de casos clinicos de bovinos, porcinos,
ovinos, caninos, animales silvestres y medio ambiente de la Republica Argentina (Tablas 2,
3 y 4). Ademas, estas cepas aisladas fueron adquiridas mediante servicios de diagndstico
gue se brindan a terceros y también mediante trabajos de investigacién (tesis de doctorado,
maestrias y tesinas de grado).

La identidad de las cepas presentes en el Laboratorio de Leptospirosis se verifica mediante
pruebas inmunoldgicas con antisueros especificos (sueros hiperinmunes de conejo) y

pruebas moleculares (PCR).

Las cepas de referencia se usan principalmente para investigacion, desarrollo de pruebas
diagndsticas (Lepto-ELISA; Lepto-LAMP, Lepto-qPCR, kit colorimétrico) y para servicios a
terceros como la ejecucién de la técnica referencial diagndstica de leptospirosis MAT. Las
cepas aisladas de la Argentina se usan principalmente para investigacion (desarrollo de

vacunas).

Tabla 1. Cepas de referencia provenientes del Centro de Referencia de Leptospirosis, Royal

Tropical Instituto (RTI), Paises Bajos.
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Serogrupo Serovar Cepa Origen
Australis australis Ballico RTI
Australis bratislava Jez Bratislava RTI
Autumnalis autumnalis Akiyami A RTI
Ballum castellonis Castellon 3 RTI
Bataviae bataviae Swart RTI
Canicola canicola Hond Utrecht-IV RTI
Celledoni celledoni Celledoni RTI
Cynopteri cynopteri Cynopteri 3522-C RTI
Djasiman djasiman Djasiman RTI
Grippotyphosa grippotyphosa Moskua V RTI
Hebdomadis hebdomadis Hebadomadis RTI
Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae RGA RTI
Icterohaemorrhagiae copenhageni Wijnberg-M20 RTI
Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae Ictero | RTI
Javanica javanica Veldrat 46 RTI
Louisiana louisiana LSU 1945 RTI
Mini mini Sari RTI
Manhao Manhao Manhao RTI
Panama panama CZ 214-K RTI
Pomona pomona pomona RTI
Pomona mozdok Mozdok 5621 RTI
Pomona proechimys LT 796 RTI
Pomona tropica CZ 299-U RTI
Pyrogenes pyrogenes Salinem RTI
Ranarum ranarum ICF RTI
Sarmin sarmin sarmin RTI
Sejroe wolfii 3705 RTI
Sejroe hardjo Hardjoprajitno RTI
Shermani shermani 1342K RTI
Tarassou tarassowvi Perepelicin RTI
Tabla 2. Cepas aisladas a partir de bovinos, caninos, porcinos y ovinos.
Serogrupo Serovar Cepa Origen
Canicola Canicola Venado Tuerto -2  [Bovino INTA
Canicola Canicola Sarmiento C 401 Canino INTA
Canicola Canicola Avellaneda C402 |Canino INTA
Canicola Canicola Susana Bovino
Canicola Canicola Dr. Stiebel 9410/1 |(Canino
Canicola Canicola Valvidia Chile Feto bovino
Canicola Canicola Canino zoonosis Canino INTA
Icterohaemorrhagiae |Icterohaemorrhagiae |Canino—cobayo 028 (C. de Mayo
Icterohaemorrhagiae |Icterohaemorrhagiae [Porcino Brihuega |Porcino INTA
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Pomona Pomona Marcos Juarez b-1 [Bovino INTA

Pomona Pomona Fulton Bovino INTA

Pomona Pomona Macedo Balcarce  [Bovino INTA

Pomona Pomona Pujato Bovino INTA

Pomona Pomona Caiiuelas 1 Porcino INTA

Pomona Pomona San Alfredo 1 Porcino INTA

Pomona Pomona Marcos Paz Porcino MDA2

Pomona Pomona Caiiuelas 2 Porcino Caiiuelas
Pomona Pomona Corrientes 289 Bovino Corrientes
Pomona Pomona San Alfredo 2 Porcino Santa Fe
Pomona Pomona Corrientes 266 Bovino Corrientes
Pomona Pomona Rojas Bovino Rojas

Pomona Pomona Bayur Bovino Azul

Pomona Pomona Las Heras Bovino Las Heras
Pomona Pomona Draghi 1 Bovino Corrientes
Pomona Pomona Draghi 2 92/428 Ovino Corrientes
Pomona Pomona Stiebel DVC 14583 |Feto bovino

Pomona Pomona Dr. O Villa Canino INTA

Pomona Pomona Corrientes 87/146 |Corrientes

Pomona Pomona Rufino 96-075 Bovino INTA

Tabla 3. Cepas aisladas a partir de animales silvestres

Especie Serovar Cepa Origen

Leptospira Interrogans |Canicola Hond Utrecht IV  |Comadreja (Didelphis albiventris)
Leptospira Interrogans |Hardjo Hardjoprajitno Armadillo (Chaetopractus villosus)
Leptospira Interrogans |Copenhageni M 20 Zorro (Pseudalopex culpaeus)
Leptospira Interrogans |Pyrogenes Cuis (Microcavia australis)
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Leptospira Interrogans |Copenhageni M 20 Cuis (Microcavia australis)
Leptospira Interrogans |Canicola Ardilla (Callosciurus erythraeus)
Leptospira Interrogans |Copenhageni Ardilla (Callosciurus erythraeus)
Leptospira Interrogans |Canicola Zorrino (Conepatus chinga)
Leptospira Interrogans |Copenhageni M 20 Roedor (Rattus norvegicus)

L. borgpetersenii Castellonis Castellon 3 Roedor (Rattus rattus) Roedor
L. interrogans Muelleri RM 2 Roedor (Rattus norvegicus)

L. borgpetersenii Jabali (Sus scrofa)

L. borgpetersenii Hardjo Bovis Guanaco (Lama guanicoe)

Tabla 4. Cepas aisladas a partir del medio ambiente

Serogrupo
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
Biflexa
_Biﬂexa

CONSERVACION

Cepa

Andamana CH-11
Seramanga Patoc 1
Andamana IAL

Seramanga Sao Paulo

Tapalqué Il

Salada

Buenos Aires |
Ranchos
Reconquista-A
Longchamps-lil

Matto Grosso
Dr.A.Seijo 2243
Dr.A.Seijo 2360
Dr.A.Seijo-Pergamino

Dr. Stanchi Salomon 200

Dr. Stanchi Cepa 1

|Dr. Stanchi Cepa 2

Origen
CDC-USA
CDC-USA
Brasil
Babudieri
LocasciolNTA
LocasciolNTA
Babudieri
C.Areco-INTA
Castelar-INTA
Longchamps INTA
Brasil

Agua

Agua

Agua

La Plata

La Plata

.La Plata

Las cepas se conservan en medio semisoélido de Fletcher y en medio liquido Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH) a 29 ¢C, a 21 2C, a-70 2Cy a -196 °C (Figuras 2, 3y 4).

Los hospedadores principales de leptospira son los bovinos, pequefios rumiantes, perros,

cerdos, equinos y animales silvestres.
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Figura 2. Conservacion de cepas de Leptospira spp. En nitrégeno liquido

Figura 3. Conservacion de cepas de Leptospira spp. En medio de cultivo semisélido Fletcher.
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Figura 4. Conservacion de Leptospira spp. En medio de cultivo semisélido Fletcher.

CONSIDERACIONES FINALES:

La coleccion de cepas de leptospira (89 en total) desempeiia un papel esencial en el diagnéstico, la
investigacion, el control y la prevencidn de la leptospirosis en el ambito agropecuario y cientifico. El
tener la coleccion conformada con aislamientos de la zona y de la regidén, permite el disefio de
vacunas y el desarrollo de herramientas diagndsticas adaptadas a las cepas circulantes en nuestro
pais.

La conservacion del presente recurso facilita la comprension de esta enfermedad y el desarrollo de
estrategias efectivas para controlar la misma, lo que es beneficioso tanto para la salud animal como
para la humana.
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Coleccion Instituto de Virologia, Hurlingham

Responsable/Curadora: Dra. Andrea Pecora. e-mail: apecora@diagnogen.com.ar

PALABRAS CLAVE

Virus, salud animal, linea celular

UBICACION

La coleccion se localiza en el Instituto de Virologia e Innovaciones Tecnolégicas (IVIT) que
funciona en el Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas (CICVyA)
del INTA Castelar. Se encuentra ubicado entre las calles Las Cabafias y De Los Reseros de

Hurlingham, provincia de Buenos Aires (Figura 1).

Figura 1. Equipo de trabajo del CICVyA

COLECCION

Por un lado, la coleccion estd conformada por diferentes virus de importancia en salud
animal cuyos hospedadores son aves, bovinos, ovinos, equinos, porcinos y abejas.
Actualmente, el IV cuenta con 34 especies de virus diferentes (ARN y ADN), agrupadas en

16 familias y divididas en cepas de referencia y aislamientos de campo (Tabla 1). Las
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demandas de las instituciones tanto publicas como privadas nos llevan a administrar y

compartir estos materiales bioldgicos.

Agente viral Familia

\Virus de la fiebre aftosa inactivado \Picornaviridae
Herpesvirus bovino 1 y 5 \Herspesviridae
Herpes mamilitis \Herpesviridae

Enterovirus bovino \Picornaviridae
Rinovirus equino \Picornaviridae
\Virus de la rabia (P3) \Rhabdoviridae
\Virus de la diarrea viral bovina 1, 2, 3 \Flaviviridae

\Virus del oeste del Nilo

[Flaviviridae

Parainfluenza bovina 3

\Paramixoviridae

|Adenovirus 1y 5 \Adenoviridae
\Virus de la lengua azul Reoviridae
Rotavirus bovino Reoviridae
Rotavirus equino Reovoridae

\Virus de la leucosis bovina

Retroviridae

\Virus de la leucosis bovina

Retroviridae

Maedi Visna (ovino) Retroviridae
Caev (caprino) Retroviridae
Virus sincicial respiratorio bovino \Pneumoviridae

\Virus de la arteritis viral equina

\Arteriviridae

Virus de la influenza equina

Ortomixiviridae

Tabla 1: detalle de los agentes virales conservados en el cepario.

Por otro lado, en la coleccidn se conservan numerosas lineas celulares en el sector de Cultivo
de Tejidos del IVIT. Estas se utilizan para diversas finalidades, entre ellas para la replicacion
y conservacion de virus, asi como para llevar a cabo técnicas diagndsticas como
seroneutralizaciones virales, aislamientos virales de casos clinicos, etc. Por otra parte, se
brinda el servicio de provisién de lineas celulares a empresas privadas y a otras instituciones

de investigacion, universidades, etc. Este sector es miembro activo del Asociaciéon Banco
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Argentino de Células (ABC) y realiza sobre las colecciones estrictos controles de calidad y de

deteccion de agentes adventicios.

TECNICAS DE AUTENTIFICACION

Las técnicas mas utilizadas para autentificar los virus son PCR, secuenciacion, filogenia,
cultivo celular e inmunofluorescencia. Para controlar las células, se utilizan métodos
moleculares y de cultivo de tejidos para analisis de agentes adventicios (Imagen 2 y 3)

(Payne, 2017).

bioldgica. Izquierda: desprendimiento de células de frasco T25 para sembrar otro frasco de mayor capacidad.
Derecha: Infeccidn de cultivo celular MDBK con un indculo viral.

Todos los agentes conservados en el IVIT fueron y son fruto de compras a organismos de

referencia y también de permanentes colaboraciones con universidades e institutos de
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investigacion de numerosos paises. A esto se le suma la variedad de agentes virales que han
sido aislados y caracterizados por los integrantes del IVIT a lo largo de 40 afios de trabajo,
obtenidas a partir de productos bioldgicos y de muestras de casos clinicos provenientes de

todo el pais.

Con respecto a las lineas celulares, se obtuvieron a partir de compras a organismos de

referencia y también otras lineas se han desarrollado en el IVIT.

Los principales usos de los materiales son los servicios a terceros (instituciones publicas y
privadas, nacionales y extranjeras), la utilizacién en el desarrollo de vacunas y de kits de

diagnéstico.

TRANSFERENCIA DE LOS iTEMS

Para la transferencia de agentes virales, trabajamos con registros para los ingresos y egresos
de material. Cada evento de transferencia lleva un Acuerdo de Transferencia de Materiales
(ATM) con la firma de la directora del instituto, asi como el registro en un libro de actas, y se
prepara un datas heet de cada agente a transferir, donde se detalla la peligrosidad del
material, el procedimiento de desinfeccion y los cuidados recomendados para su uso. El
transporte se realiza en triple envase disefiado para material infeccioso (tipo SISTEG), que
puede ser provisto por el interesado en la adquisicion del material o por el IVIT, segun el
caso. Poseemos modelos de ATM en espaiol y otro en inglés, revisados por el personal de
Vinculacién Tecnolédgica del CICVyA, en donde se detalla el uso del material y la finalidad de

uso.

CARACTERISTICA PARTICULAR DE LA COLECCION

En el Laboratorio de Bioseguridad NSB4-OIE, perteneciente al IVIT, es posible conservar
agentes virales que requieran mayores cuidados de bioseguridad debido al nivel de riesgo
gue presentan. Hay pocos laboratorios en el pais con este nivel de seguridad, y nos permite

conservar agentes zoondticos y otros ya erradicados, por ejemplo, virus de la influenza
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pandémico, Virus del oeste del Nilo, virus de la rabia, Virus de la fiebre aftosa y virus de la

lengua azul.

CONSERVACION
La conservacion de los diferentes items se realiza mediante el uso de termos criogénicos con

nitrogeno liquido a -196 °Cy ultrafreezer de -80 °C.

CONSIDERACIONES FINALES

En el caso particular de los ceparios virales, la infraestructura necesaria para su gestion y
mantenimiento es importante, debido a la necesidad de contar con ultrafreezers, cabinas
de bioseguridad, cultivos celulares, numerosos reactivos, en su mayoria importados, y mano
de obra calificada para trabajar con cultivos celulares y stocks virales.

El IVIT ha tomado la decisién de organizar y gestionar el cepario, y mantenerlo en el tiempo,
lo cual puede ser un punto critico en este tipo de actividades institucionales.

El cepario contiene virus animales que son altamente relevantes no solo para salud animal,
sino también desde el punto de vista zoondtico. La importancia de conservar estos agentes
radica en parte en que pueden llegar a contribuir a una mejor anticipacion de la emergencia

viral y en la busqueda de superar posibles crisis sanitarias (Coutard et al., 2020).
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Transporte de cultivos microbianos

Verdnica Neder y Romanela Marcellino

Las Colecciones de Cultivos Microbianos (CCM) intercambian, importan, exportan y
suministran microorganismos a instituciones que necesitan adquirirlos, utilizarlos y

mantenerlos de forma viable.

El manejo y transporte inadecuado de diferentes items (muestras, cultivos y cepas) significa
un riesgo para las personas en contacto con los mismos, para el medio ambiente y para la
comunidad en general. El transporte seguro de materiales peligrosos compete a todas las
personas involucradas en el proceso: profesionales, personal de laboratorio y personal de

empresas de transporte terrestre o aéreo.

Para garantizar la seguridad publica y minimizar los riesgos que presentan los materiales

peligrosos se deben establecer regulaciones precisas para el transporte seguro.

Estd absolutamente prohibido el envio de materiales infecciosos sin marcas ni
identificaciones, el transporte en mano o el uso de valija diplomatica. Los envios efectuados
de esta forma representan un riesgo para los transportadores y para el personal del

laboratorio que los recibe, ya que muchas veces los paquetes son abiertos por secretaria.

Las reglamentaciones y procedimientos para el envio seguro de sustancias peligrosas son
establecidos por el United Nations Committee of Experts on the Transport of Dangerous
Goods, integrado por: Internacional Civil Aviation Organization (ICAO), Internacional Air
Transport Association (IATA), Department of Transportation (DOT), United States Postal

Service (USPS), entre otras organizaciones.

Estas reglamentaciones son adoptadas por las autoridades reguladoras del transporte en

todo el mundo. El Comité de Naciones Unidas establece los requerimientos de
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empaquetado y etiquetado, y efectla revisiones periddicas de las definiciones de los
distintos tipos de materiales. Actualmente, en las definiciones se incluyen los
microorganismos recombinantes, mutantes o hibridos y los priones como agentes

infecciosos.

En Argentina, el transporte seguro de muestras ha sido siempre un tema de preocupacion.
El Ministerio de Salud de la Nacién ha publicado resoluciones concordantes con las

reglamentaciones y procedimientos establecidos por Naciones Unidas.

Para el transporte de mercancias peligrosas se encuentra en vigencia la Resolucién 195/97,
referida al transporte de mercancias peligrosas por carretera que incorpora normas técnicas
del Decreto 779/95. A su vez, el Instituto Argentino de Normalizacion ha publicado la Norma
IRAM 80058-1 con elementos aclaratorios sobre el tema. Se debe destacar que cada pais de
Latinoamérica tiene sus propias normas juridicas que se deben consultar ante la necesidad

de envios de materiales biolégicos.

Clasificacion de los microorganismos por grupo de riesgo

Los microorganismos infecciosos se ubican en cuatro grupos de riesgo en funcién de su
patogenicidad, forma vy facilidad de transmision, grado de riesgo para las personas y la

comunidad, y la reversibilidad de la enfermedad por la disponibilidad de tratamiento.
Grupo de riesgo | (escaso riesgo individual y comunitario)

Microorganismos con muy poca probabilidad de provocar enfermedades humanas o de

importancia veterinaria.
Grupo de riesgo Il (riesgo individual moderado, riesgo comunitario limitado)

Agente patdgeno que puede causar enfermedades en humanos y animales, pero tiene pocas
probabilidades de ser un riesgo grave para el personal de laboratorio, la comunidad y el
medio ambiente. La exposicién en el laboratorio puede causar una infeccion seria, pero se
dispone de medidas eficaces de tratamiento y prevencién, y el riesgo de propagacion es

limitado.
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Grupo de riesgo lll (riesgo individual elevado, riesgo comunitario escaso)

Agente patdgeno que puede provocar enfermedades graves en humanos y animales, pero

gue no se propaga de una persona infectada a otra.
Grupo de riesgo IV (elevado riesgo individual y comunitario)

Agente patégeno que suele provocar enfermedades graves en las personas y en los
animales, que se puede transmitir de un individuo a otro, directa o indirectamente. En

general, no se dispone de tratamiento efectivo.

A los efectos del transporte sin riesgo, las expresiones “sustancias infecciosas” y “material
infeccioso” se consideran sindnimos y se definen de la siguiente manera, segun la

Organizacidon Mundial de la Salud (OMS).

Sustancias infecciosas: son todas las sustancias que contienen un microorganismo viable tal
gue causa o se cree que puede causar enfermedades en humanos y animales. Estos

microorganismos pueden ser bacterias, virus, hongos, parasitos o rickettsias.

Especimenes para diagndstico: es cualquier material humano o animal, como excreciones,
sangre, suero, plasma, tejidos y fluidos corporales que se ha recogido con fines de

diagnéstico, pero no incluye animales vivos infectados.

Productos bioldgicos: son aquellos productos acabados destinados al uso humano o
veterinario, elaborados conforme a los requisitos de las autoridades competentes y que se
transportan con aprobacién de dichas autoridades o los productos acabados que se
utilizardn en un desarrollo técnico o una investigaciéon antes de obtener la licencia o que
estén destinados al tratamiento experimental de animales. Dentro de esta definicidn se
encuentran los productos no acabados que han sido preparados segun los procedimientos
establecidos por organismos gubernamentales competentes. Las vacunas que contienen
gérmenes vivos destinados al uso humano o animal se consideran productos biolégicos y no

sustancias infecciosas.

Transporte
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El transporte de muestras o especimenes para diagndstico puede ser interno, desde un
laboratorio a otro laboratorio, dentro de la misma instituciéon; o externo, de una institucion

a otra, ya sea por via terrestre o aérea.

Siempre deben tenerse en cuenta los principios de transporte seguro porque no debe existir

ninguna posibilidad de escape del material bajo las circunstancias normales de transporte.

Transporte dentro de la institucién: cuando se transportan muestras dentro de la
institucion, los recipientes que las contienen deben ser herméticos y a prueba de fugas de
liguido. Pueden ser de plastico o de vidrio debidamente identificados, y sin restos de
material bioldgico en la superficie externa del envase. Toda indicacidn con el nombre,
ndimero de historia clinica, tipo de analisis y/o breve descripcidén del cuadro clinico no se
debe envolver alrededor del tubo, sino que se coloca por separado, preferentemente en
bolsas plasticas. Si el recipiente es un tubo, debe tener cierre hermético con tapa a roscay

se tiene que colocar en gradillas de manera que conserven su posicién vertical.

Los recipientes con las muestras se colocan en una caja resistente, a prueba de pérdida de
liguidos, con una cubierta segura y cierre ajustado. Esta caja debe tener la indicacién del

material que transporta.

Transporte de una institucion a otra: cuando se transportan muestras de una institucion a
otra, sea corta o larga distancia, se deben utilizar los envases que cumplan con las
especificaciones 6.2 de Naciones Unidas que es la Divisién en que estan incluidas las

sustancias infecciosas y las toxinas.
El sistema de transporte utilizado es el de triple envase, que consiste en:

a) Recipiente primario: es un envase resistente al agua con cierre hermético para evitar
cualquier derrame o fuga, que contiene la muestra. Este recipiente perfectamente rotulado
va envuelto en material absorbente para contener los liquidos en caso de pérdida o rotura.

Es fundamental que el exterior no esté contaminado con materiales bioldgicos (Figura 1).

b) Recipiente secundario: es un envase resistente e impermeable que contiene y protege al

recipiente primario. Este embalaje debe ser resistente a roturas o perforaciones que dejen
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escapar el contenido al envoltorio externo. Varios recipientes primarios envueltos en forma
independiente y protegidos con material absorbente se pueden colocar en un recipiente
secundario. Los contenedores primarios y secundarios deben pasar satisfactoriamente la
prueba de control que consiste en someterlos a una presién de 95 kPa a temperaturas entre

40 2C a 55 oC (Figura 1).

c) Recipiente terciario o envoltorio externo (Figura 1): el recipiente secundario se coloca en
un envoltorio externo que lo protege a él y a su contenido de influencias externas como

dafio fisico y agua mientras esta en transito.

Figura 1: Envases primario, secundario y terciario segin la OMS80058.Tomado de la Norma

IRAM 80058-1:2003
Etiquetado de las encomiendas:
Sustancia infecciosa

Se utiliza para sustancias infecciosas y microorganismos modificados genéticamente, que
cumplan con la definicién establecida por la Asociacién Internacional de Transporte Aéreo
(IATA). En algunos paises se exige incluir la siguiente declaracion: “Si el paquete sufre dafios

o fugas, notifiquelo inmediatamente a las autoridades de salud publica”. (Figura 2).
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INFECTIOUS SUBSTANCE

Figura 2: Etiqueta de peligro para sustancias infecciosas.

Misceldneos

Se usa para microorganismos no infecciosos modificados o no genéticamente y para envios
con hielo comun o hielo seco (didxido de carbono). En casos de envios con hielo comun se
debe utilizar un recipiente a prueba de fuga de liquido. El hielo debe colocarse por afuera
del recipiente secundario. El envase terciario debe ser uno con caracteristicas especiales

para contener el hielo y evitar que se dafie cuando este se haya derretido. (Figura 3).

"\ MISCELLANEOUS

Figura 3: Etiqueta de miscelaneos.
Orientacion del paquete

Indica la posicidn correcta de envases con cultivos liquidos de organismos infecciosos y/o

modificados genéticamente mediante flechas. (Figura 4).

Debe contener la siguiente informacidon: nombre, direccion y teléfono del remitente y del

destinatario.
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Figura 4: Etiqueta de orientacion del paquete.

CONCLUSIONES

Es fundamental realizar un adecuado de transporte de los materiales, en este caso,
microorganismos, a fin de asegurar la trazabilidad, calidad e; inocuidad de estos,
adecuandolos a las normativas vigentes para cada caso y lugar de transferencia de los

materiales bioldgicos.
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El Protocolo de Nagoya y sus implicancias en RRGG vinculados a Sanidad
Animal. Construccion de Acuerdos de Transferencia de Materiales

Conservados en RRGG Microbianos.
Alejandro Perticari y Rocio Fernanda Espinosa.

A partir del Convenio de Diversidad Biolégica (CDB), durante la cumbre de la
Tierra en Rio ’92 se cristalizaron varios procesos y tensiones que expresaban la
preocupacién internacional sobre la rapida pérdida de la biodiversidad
(Swanson, 1999). El CDB reafirma que los Estados tienen derechos soberanos
sobre sus propios recursos bioldgicos al tiempo que los responsabiliza de la
conservacion de su biodiversidad y de la utilizacidn sostenible de sus recursos

biolégicos (Naciones Unidas, 1992).

El Convenio de las Naciones Unidas sobre Diversidad Biologica
reconoce la soberania de los estados sobre sus recursos naturales
Y también sobre sus recursos genéticos, los cuales hasta entonces
los consideraban de libre acceso y patrimonio de la humanidad.

En el Articulo 2 del Convenio se definen los términos utilizados como por

ejemplo:

Material genético: Se entiende todo material de origen animal, vegetal o

microbiano o de otro tipo que contenga unidades funcionales de la herencia.
Recursos genéticos: Se entiende al material genético de valor real o potencial

Recursos biolagicos: Se entiende los recursos genéticos, los organismos o
parte de ellos, las poblaciones, o cualquier tipo del componente bidtico de los

ecosistemas de valor o utilidad real o potencial para la humanidad.
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Pais de origen de recursos genéticos: Se entiende el pais que posee esos

recursos genéticos en condiciones in situ.

Pais que aporta recursos genéticos: Se entiende el pais que suministra
recursos genéticos obtenidos de fuentes in situ, incluidas las poblaciones
silvestres o domesticadas, o de fuentes ex situ que pueden tener o no su origen

en ese pais.

Este Convenio es el Unico instrumento internacional que aborda de manera

exhaustiva la diversidad bioldgica.

El Convenio de las naciones Unidas sobre Diversidad Bioldgica se aprueba en 1992
Y Argentina ratifica su texto mediante la ley 24.375 de 1994, que es vigente en 1995

El CDB tiene 3 objetivos

1. La conservacion de la diversidad biologica

2. El uso sostenible de sus componentes

3.La participacion justa y equitativa de los beneficios
que se deriven de la utilizacion de los RRGG.

El Convenio reconoce la soberania de los estados sobre sus recursos
genéticos, lo que conlleva a que el acceso de los mismos queda sometido a
regulacion nacional. A pesar de ello, el CDB dispone una regulacién basica

sobre el acceso de los recursos genéticos y la distribucion de los beneficios.

Establece un sistema bilateral de acceso y distribucion de beneficios que

contiene dos instrumentos:

Consentimiento fundamentado Previo: Autorizacion oficial del estado como

soberano sobre esos recursos
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Condiciones mutuamente acordadas: Se trata de un acuerdo logrado entre los
proveedores de los RRGG y los usuarios respecto a las condiciones de acceso y
utilizacién de los recursos como asi también la participacion en los beneficios

entre todas las partes.

La Conferencia de las Partes del Convenio con el fin de aplicar efectivamente
los articulos 15 (Acceso a los recursos genéticos) y 8 j) (Conocimientos
tradicionales) del Convenio asi como sus tres objetivos, con un Grupo de
trabajo especial de composicién abierta sobre acceso y participacion de
beneficios, luego de seis ainos de negociaciones adopté el Protocolo de
Nagoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos y Participacion Justa 'y
Equitativa en los Beneficios que Deriven de su Utilizacidn al Convenio de la
Diversidad Bioldgica, en la décima reunion de la Conferencia de las partes,

celebrada en Nagoya, Japdn, el 29 de Octubre de 2010.

El Protocolo tiene como fin impulsar notablemente el tercer objetivo del
Convenio, proporciona una base sélida para una mayor certeza y
transparencia juridica tanto para los proveedores como para los usuarios de
recursos genéticos. El objetivo complementario es asegurar que la
participacion en los beneficios también contribuya a el primer y segundo
objetivo del CDB: conservacién de la biodiversidad y utilizacién sostenible de

sus componentes.

El dmbito de aplicacidn del Protocolo es sobre los recursos genéticos
comprendidos en el ambito del articulo 15 del Convenio y a los beneficios que
se deriven de la utilizacién de dichos recursos, como asi también se aplicara a

los conocimientos tradicionales asociados a los recursos genéticos
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comprendidos en el ambito del Convenio y a los beneficios que se deriven de

la utilizacion de dichos conocimientos.

EL Protocolo impulsa que cada parte asuma el cumplimiento de la legislacion
o los requisitos reglamentarios nacionales de la Parte que proporciona los
recursos genéticos, y la obligacion de convenir condiciones de cooperacion
mutuamente acordadas. Las disposiciones del Protocolo tienden a asegurar la
participacion de los beneficios tanto para la parte que recibe el recurso como

para aquella que lo provee.
El Protocolo cuenta con 3 pilares:

-Autorizacion de acceso, debido a que se reconoce la soberania de los paises
sobre sus recursos genéticos, las partes del Protocolo deben otorgar a los
usuarios que utilicen recursos genéticos de su territorio una autorizaciéon de
acceso. El Protocolo incluye también a los conocimientos tradicionales

asociados a los Recursos genéticos.

-Distribucion de beneficios: los beneficios, ya sean monetarios como no
monetarios, que deriven de la utilizacion de recursos genéticos, asi como las
aplicaciones y comercializacién subsiguientes y en el caso de que los recursos
genéticos se encuentren en posesion de comunidades indigenas y locales, se
compartiran de manera justa y equitativa entre la parte que recibe el RRGG y
la que aporta dichos recursos, esta participacion se establecera en las

condiciones mutuamente acordadas.
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Las partes deberan establecer las medidas legislativas, administrativas o de

politica que sean necesarias para el cumplimiento del protocolo.

-Medidas de cumplimientos y puntos de verificacién: el Protocolo dispone la
obligacién de monitorear la utilizacion de los recursos provenientes de otros
paises, como asi también la de designar al menos un (1) punto de verificacion
que debera recolectar o recibir informacion relativa al consentimiento
fundamentado previo, con la fuente del recurso genético, con el
establecimiento de condiciones mutuamente acordadas y/o con la utilizacion

de recursos genéticos.

Asimismo, las disposiciones del Protocolo relativas al acceso a los
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas y locales cuando
dichos conocimientos estan relacionados con recursos genéticos fortalecen la
capacidad de esas comunidades para beneficiarse del uso de sus
conocimientos, innovaciones y practicas. El Protocolo consta de 36 articulos y
un anexo sobre Beneficios monetarios y no monetarios. En particular se
destacan El articulo 5 de participacion justa y equitativa en los beneficios, el 6
sobre el acceso a los RRGG y el 7y 12 referidos a los conocimientos

tradicionales asociados a RRGG.

La Constitucidon Nacional otorga el dominio originario de los Recursos
Naturales a las Provincias en virtud de lo cual cada una de ellas debe contar
con legislacién propia sobre acceso y uso de los RRGG. La entonces Secretaria
de Ambiente y Desarrollo Sustentable realizé en 2019 una recopilacién de

normas relacionadas con los RRGG en las 23 Provincias y la Administracién de
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Parques Nacionales (SAyDS, 2019)%. Se observa que no todas las Provincias
regula al respecto, y algunas si lo hacen, cuentan con legislaciones que son
deficientes o estan desactualizadas al contexto internacional y a la entrada en

vigencia del TIRFAA (15/08/2016) y el Protocolo de Nagoya (9/03/2017).

El Protocolo se aplica sobre RRGG o conocimientos tradicionales asociados a
recursos genéticos cuando son utilizados de acuerdo a la definicion del articulo
2c: “realizacion de actividades de investigacion y desarrollo sobre la
composicion genética y/o composicidon bioquimica de los RRGG, incluyendo

mediante la aplicacidn de biotecnologia”.

La Resolucion 410/19 de la entonces SAyDS, se ocupa de regular el acceso a
los Recursos Genéticos (RRGG) para su uso en casos que tengan como
objetivo fines comerciales y aquellas investigaciones con fines no
comerciales, contiene dos elementos fundamentales a la hora de solicitar el
acceso, que son el Consentimiento Fundamentado Previo (CIP) y las

Condiciones Mutuamente Acordadas (CMA).

Esta norma establecid pautas minimas para el cumplimiento del Protocolo de

Nagoya en nuestro pais.

Por otra parte, excluye expresamente a los recursos genéticos humanos,
Recursos genéticos de especies domesticadas o cultivadas, el uso de recursos
bioldgicos que no implique la utilizacidon de sus componentes genéticos y/o
bioguimicos (salvo que los recursos bioldgicos sean objeto de utilizacion de
su composicidn genética y/o bioquimica) y los recursos Fitogenéticos que

sean utilizados para la Alimentacién y la Agricultura que se encuentren

L https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/recopilacion_normativa_rrgg_2019.pdf
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incluidos en el Anexo | del Tratado Internacional de Recursos Fitogenéticos

para la Alimentacidn y la Agricultura (TIRFAA).

(art. 6). En esta Resolucidn se expresa el dominio originario de los recursos
naturales de las provincias (art 124 de la CN) y la relevancia de los pueblos
indigenas (articulo 75 inciso 17) como co-gestores de sus recursos y en especial

referencia a los Conocimientos Tradicionales.

Las Normas Provinciales y la Res. 410/19 se orientan a regular los permisos
de acceso y el uso sustentable de la biodiversidad. En la Guia de tramites a
distancia sobre acceso a RRGG bajo el Protocolo de Nagoya y la resolucidn
410/19 en la figura 1 se describe donde deben realizarse los tramites de
Acceso a RRGG en Argentina.

(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/instructivo tad rrgg links

ok 1.pdf)
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Figura 1. Se resume donde deben ser tramitadas las autorizaciones de acceso (+ contra-
to ABS, si correspondiere), las cuales son requisito para tramitar el certificado de cumpli-
miento en el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de la Nacion.

¢Quiénes otorgan el Acceso a los RR.GG?

Origen del recurso

Territorio Parques Zona econdmica
provincial Nacionales exclusiva

Administracion de Ministerio de Ambiente

Parques Nacionales y Desarrollo Sostenible

FINES
COMERCIALES

FINES INVESTIGACION
COMERCIALES NO COMERCIAL

INVESTIGACION
NO COMERCIAL

Pautas minimas para FORMULARIO FORMULARIO
otorgar la Autorizacion DE ACCESO DE ACCESO
de Acceso (Plataforma TAD) M (Plataforma TAD)

(Tramitar el acceso ante las
autoridades competentes)

CERTIFICADO DE CUMPLIMIENTO (MAyDS)

Y en la figura 2 las etapas y actores intervinientes en el acceso para el caso de
Argentina.
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(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/instructivo_tad_rrgg_links_
ok _1.pdf)

Figura 2. Se resumen las etapas y actores involucrados en el acceso, utilizacién y tra-
mitacién del certificado de cumplimiento. Ademas, se diferencia entre investigacion no

comercial, comercial y situacién de cambio de intencion.

Recursos Genéticos

;Realiza actividades de Régimen
sistémica molecular, ecologia Simplificado
== de la evolucidn o biogeografia DD)) +
utilizando la composicidn Autorizacidn
genética y/o bioquimica? de Acceso
—_— Fauna
Flora /
algas
CAMBIO
| DE INTENCION
Hongos
Mic'rocrga—
nismos
¢Realiza actividades sobre
la composicién genética y/o
bioquimica para la obtencidn Contrato ABS
de un desarrollo o producto + Autorizacién
para su comercializacion de Acceso
o venta, incluyendo la
obtencién de un derecho
de propiedad intelectual?

Jurisdicciones Ciencia y Tecnologia

(autoridades Empresas
competentes) Ciencia y Tecnologia + Empresas

MAyDS
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En el caso particular de los RRGG originados desde el diagndstico de

enfermedades de animales la ruta propuesta de permiso y distribucion ABS

desde un Laboratorio INTA seria:
Solicitud de Diagndstico por productor.

Permiso y caracterizacion de agente
patdgeno. Se decide guardar cepa

Uso no Uso
comercial Comercial
Caracterizacion Vacunas,
Taxonomia Kits

Conocimientos
Acceso para Tradicionales

Su uso Azodiadosa
- RRGG

Consentimiento Condiciones
Fundamentado Previo Mutuamente Acordadas:

Participacion en los
Beneficios

Mo monetarios
Ej. Capacitaciones
Transferencia

Monetarios
Ej. Regalias

tecnologia
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ACUERDO DE TRANSFERENCIA DE MATERIALES O ATM

El acuerdo de transferencia de materiales (ATM) es un contrato entre una parte proveedora
de los RR. GG. y una contraparte receptora. Es fundamental para asegurar la legalidad y
trazabilidad de la adquisicién e intercambios de esos recursos. Haciendo transparente el

procedimiento de provisidn de recursos.
El desarrollo de un ATM completo debe contar con

1. Proveedor y receptor.

Responsable de la coleccién y responsable solicitante.
Autoridades y/o responsables legales firmantes avalando el proceso.

2. Objeto del ATM. El proveedor dispone al receptor el material para un propdsito
unico. En el ATM debe quedar bien explicitado cual el uso que se le dara al material
entregado, por ejemplo, transferencia de una cepa para evaluar su actividad
antifungica.

3. Descripcion del material a transferir. Preferiblemente si es una cepa algun tipo de
identificacién precisa que la diferencia de cualquier otra, no solo género y especie

en Anexo | generalmente.

4. Restricciones de uso. Condiciones de uso del material transferido autorizado y no
autorizado.

5. Propiedad intelectual de materiales y derivados.

6. Aspectos legales que hacen a la responsabilidad de terceros.

Derechos y obligaciones del proveedor.
Derechos y obligaciones del receptor.

7. Confidencialidad.

8. Exencidn de garantias.

9. Indemnizaciones.

10. Terminacion anticipada del acuerdo.
11. No cesidn de derechos.

125



12. Informes. Deben ser periddicos con actualizacién de publicaciones y usos de ese
material transferido dentro de los limites acordados.

13. Acuerdo de beneficios si de su utilizacién lo amerita. Fijando un mecanismo para
compartir en forma justa y equitativa los resultados y los beneficios derivados de la

utilizacion comercial y de otra indole de los recursos genéticos con el (los)

proveedor(es).
14. Duracidn y rescisidn. Plazos y extensién o renovacion.
15. Derecho aplicable y jurisdiccion competente (domicilio y controversias).
16. Fecha y firmas: El ATM debe estar firmado por el proveedor, el receptor.

También deben estar las firmas de los responsables legales del procedimiento

(directores de la institucion) avalando el proceso.

CONCLUSIONES

El pais cuenta con numerosos instrumentos legales, especialmente orientados a regular el
Acceso de los RR.GG. (permisos de colecta en cada jurisdiccion provincial y Parques
Nacionales), que deben ser cumplimentados por todos los actores del proceso de obtencién
y conservacion de los recursos. Es imprescindible llevar adelante politicas publicas integrales
para el mantenimiento y conservacion de la diversidad genética tanto natural o silvestre
como en los agroecosistemas. Los tramites de ATM son indispensables para la legalidad,
trazabilidad y transparencia de los RR. GG. provistos desde una coleccién a un proveedor

(investigador, empresa, etc.).
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