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Estimado lector:

La obra que Usted tiene en sus manos posee un valor singular, porque es el fruto de
conocimientos, experiencia'y mucho esfuerzo por parte de sus autores. La Universidad Nacional de Rio
Cuarto ha procurado una presentacion digna y espera concretar su amplia difusién y comercializacion
a precios accesibles.

Usted podra fotocopiar parte de su contenido para su uso personal. Pero rehuse
cualquier ejemplar fotocopiado ilegalmente, porque ello implicaria un uso ilegitimo del esfuerzo de los
autores y del editor.

La reproduccion ilegal, ademas de estar penada por los Art. N° 71y 72 de la Ley 11.723
y Art. N° 172 del Codigo Penal, es una practica que atenta contra la creacion del conocimiento y la
difusion de la cultura.

El respeto a los derechos intelectuales hace posible que existan mejores libros y mas
econdmicos.

Editorial Universidad Nacional de Rio Cuarto
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S15

CARACTERIZACION DE Mycoplasma hyopneumoniae MEDIANTE ANALISIS DE REGIONES
REPETIDAS EN TANDEM DE MULTIPLES LOCI (MLVA)

Tamiozzo, P.J.***; Bautista S.%; Fantoni, G.".; Lucchesi, P.M.A.%3; Ambrogi, A.*
1-Departamento Patologia Animal. Fac. Agron. y Veterinaria. Univ. Nac. Rio Cuarto. Ruta 36 Km 601. Rio Cuarto.
Cérdoba. Republica Argentina. 2-Lab. Inmunoquimica y Biotecnologia-Fac. Cs. Veterinarias- UNCPBA Paraje Arroyo
Seco s/n, Tandil, Prov. Bs As. Republica Argentina. 3-CONICET. *e-mail: ptamiozzo@ayv.unrc.edu.ar

INTRODUCCION

El Mycoplasma hyopneumoniae (Mhp) es el
agente causal de la neumonia enzoética porcina (NEP).
Béasicamente, las técnicas de tipificacién genotipica
pueden dividirse en aquellas no especie especificas (en
las cuales es necesario el aislamiento del agente) y
aquellas especie especificas (donde no es necesario el
aislamiento del agente y puede trabajarse directamente
con material genético extraido de la muestra clinica).
Amaral de Castro et al. (2006) analizaron 22 regiones
genoémicas que contienen repeticiones en tandem
(VNTR) que permitirian diferenciar genéticamente al
Mhp. Nuestro laboratorio ha incorporado recientemente
esta metodologia de andlisis de varios loci VNTR
(MLVA) para la tipificacion de Mhp. El objetivo del
presente trabajo fue caracterizar Mhp mediante MLVA
a partir de muestras clinicas de cerdos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 20 muestras de lavado bronquial y
20 muestras de hisopados nasales, tomadas de
diferentes cerdos provenientes de distintas granjas, que
habian dado positivas a Mhp por la nPCR descripta por
Calsamiglia et al. (1999). El ADN fue extraido utilizando
el kit comercial (DNAzol, Invitrogen). De acuerdo al
protocolo de MLVA descripto por Amaral de Castro et
al. (2006) se amplificaron por PCR los loci pl46R1,
pl46R2, p146R3, p216, H4 y H5. Los productos de las
PCRs (MLVA) fueron corridos en gel de agarosa al
1,2% a 150 v por 5 horas, tefiidos con SYBR green y
visualizados en un transiluminador.

RESULTADOS

Todas las muestras de lavado bronquial
amplificaron correctamente con el protocolo de MLVA.
Con la muestras de hisopado nasal no se obtuvieron
amplificaciones, excepto con una de ellas, en la que se
obtuvo un producto para el locus P146R1. El locus
p146R3 no mostrd polimorfismo, los demas loci fueron
polimérficos mostrando de 2 a 4 alelos (algunos de
ellos mostraron 2 o 3 posibles alelos en la misma
muestra).

En la figura 1 se muestran los polimorfismos

de algunos de los loci.
Figura 1. Productos de PCR correspondientes a los VNTRs
P146R3, P216, P146R1 y H4 en distintas muestras, agrupados
segln origen: granjas A, B, Cy D.

P146R3 P216

P146R1

ES
5
{8 F 1ITLITT

DISCUSION

Teniendo en cuenta el tipo de muestras
procesadas, puede decirse que las muestras de
eleccion para este tipo de analisis son los lavados
bronquiales por tener mayor carga de microorganismo
gue el lavado bronquial. Si bien en estudios previos
(Amaral de Castro et al., 2006) realizados con cepas
puras de Mhp se ha sugerido que el andlisis podria
realizarse en muestras de hisopado nasal debido a la
sensibilidad de las distintas PCRs, el presente estudio
sefiala lo contrario. S6lo una muestra de hisopado
nasal fue positivo al PCR del locus P146R1 y provenia
de un animal con tos y sin tratamiento antibiético (dato
inédito). Esto, sumado a otras experiencias en nuestro
laboratorio y a estudios previos (Sibila et al. 2004)
coinciden en que el lavado bronquial es el lugar mas
certero para determinar la presencia de Mhp.

Se ha sefialado que los loci mas polimérficos
eran P146R1, P146R3, H5 y H4 (Amaral de Castro et
al., 2006). Los dos primeros se encuentran dentro del
gen de una posible adhesina (P146) y los segundos en
genes con funcién desconocida hasta el momento.
Nuestros resultados muestran que la zona p146R3 no
fue tan polimoérfica (mostr6 s6lo un alelo), si bien el
ndmero de muestras procesadas fue bajo. Esto sugiere
un comportamiento diferencial entre muestras de
campo y muestras de cultivo puro utilizadas para la
fabricacién de vacunas, si bien el rol del polimorfismo
no es claro respecto a la funcionalidad de la adhesina
gue codifica y la mayor o menor patogenicidad del Mhp.

Se observé también, que algunas muestras
presentaron 2 6 3 posibles alelos en el mismo locus.
Esto puede deberse a reacciones inespecificas de los
cebadores o0 a la presencia de diferentes Mhp en la
misma muestra (diferentes al menos en esa region).

Por Ultimo, se encontré un mayor polimorfismo
en una de las granjas respecto de las otras 3.
Sorprendentemente, esta granja contaba con una
genética distinta a las otras (que eran del mismo
origen) por lo que antiguas suposiciones de que el Mhp
posee cierta afinidad con determinadas lineas
genéticas deberia ser profundizado de la misma
manera en que se estd haciendo para PRRS (Vincent
et al., 2009) en otras partes del mundo.

A modo de conclusibn creemos que este
andlisis permitird conocer la variabilidad genética de
Mhp en nuestra regidon y que un mayor ndmero de
muestras deben ser analizadas. Dentro de las
principales ventajas de este método es la posibilidad de
caracterizar Mhp sin la necesidad de obtener un cultivo
puro, que en el caso de este patégeno es muy dificil.
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