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INTRODUCCION

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) es el agente causal de la paratuberculosis. Poco se conoce sobre los
factores de virulencia en este patdégeno. En un trabajo previo seleccionamos tres cepas, aisladas a partir de bovinos en
Argentina, con diferente grado de virulencia en un modelo murino'. Posteriormente se realizo la secuenciacion de los
genomas completos (UGB, IABiMo, INTA) utilizando el equipo MiSeq de lllumina y el analisis de las secuencias se realizod
en la unidad de Bioinformatica del Institut Pasteur de Montevideo. Se buscaron cambios a nivel nucleotidico en
comparacion con la cepa de referencia K10. Realizamos un estudio de gendmica comparativa y detectamos una delecion
de 12pb en gen Map_0403 en la cepa de alta virulencia Map 1347. La misma se confirmé por PCR utilizando primers
flanqueando la delecion y que amplifican una banda de 160pb en la cepa 1347, mientras que en la secuencia WT (cepa K-
10, 6611 y 1543) amplifica una banda de 172pb. La delecién produce la falta de 4 aminoacidos en la posicion 357 de la
proteina (357-VVFG-360), que codifica para una posible proteasa con un dominio trypsin-peptidasa que no parece estar
afectado por la mutacién. La proteina Map_0403 es homologa a Rv3671c que esta bien caracterizada en Mycobacterium
tuberculosis fue asociada a proteccion del estrés acido y oxidativo que encuentra dentro de los fagosomas en los

macréfagos?.
OBJETIVO

Demostrar el rol de Map_0403 en Map, y si la mutacién encontrada afecta de alguna manera la
virulencia mediante ensayos de infeccion de macroéfagos derivados de monocitos bovinos (MDMB)
y de resistencia a pH acido y H,0,

MATERIALES & METODOS

Se utilizaron cepas con diferente grado de virulencia, previamente evaluadas en el modelo murino: 1347 (alta virulencia),
6611 (alta-mediana virulencia), 1547 (baja virulencia) y la cepa de referencia K-10 (baja virulencia). Los cultivos Map se
centrifugaron, lavaron y re-suspendieron en PBS. Los grumos se eliminaron mediante 20 pasajes a través de una jeringa
con una aguja de 25G. Los indculos se estimaron por densidad éptica (DO). Se realizaron 2 ensayos de infeccion de
MDMB provenientes de diferentes animales utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10:1, y se evalud la
sobrevida de Map a los 2, 4 y 6 dias post-infeccién. Por otro lado, se cultivaron a pH 7 y pH 4.5 (con buffer fosfato-citrato
HCI 2N) en 7H9 suplementado (10% ADC, 0.5% glicerol, 0.02% tyloxipol y 2mg/L micobactina) por 6, 12, 30 y 75 dias; y se
evalu6 la sensibilidad a diferentes concentraciones de H,O, (0, 5, 20 y 50mM) por 3hs de exposicion en 7H9
suplementado. Para ambos ensayos de resistencia a pH y H,0, se uso un inoculo de 1x10% UFC/mL y se tomaron
alicuotas a los tiempos indicados para el recuento de UFC (Unidades Formadoras de Colonia).

RESULTADOS

Se observé que las cepas 1347 y 6611 fueron las que tuvieron mayor sobrevida en MDMB (Figura 1) y fueron las que
tuvieron mayor resistencia al H,O, (Figura 2). Con respecto al pH &cido, la cepa 6611 fue la que mostro mayor sensibilidad,
observandose solo diferencias significativas a los 6 dias de cultivo (Figura 3).
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