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INTRODUCCION 

El diagnóstico de la paratuberculosis ovina es problemático debido a que las técnicas 
empleadas no logran unos resultados lo suficientemente sensibles y específicos. Este hecho es 
especialmente evidente cuando se trata del aislamiento e icJentificación de M.vcobacrerium 
parawberculosis (M. ptb) en medios de cultivo, necesitando en ocasiones períodos muy 
largos, de varios meses, parn conseguir resultados positivos (3). Asimismo, animales 
infectados, pero que presentan lesiones latentes, microscópicas y focales, suelen presentar 
resultados negativos o necesitar pe1iodos de cultivo supe1iores al año (5). 

La técnica de la Reacción en Cae.lena de la Polimerasa (PCR). basada en Ja amplificación y 
reconocimiento de fragmentos de ADN micobacte1iano. específicos para cada especie, se han 
propuesto como una alternativa para el cultivo, debido a que acortaría el tiempo de 
identificación del hacilo. En el caso del M p1b. la secuencia específica de ADN elegida para 
amplificar es la IS900 (2). Asimismo. la posihilidad de infecc ión con Mycobauerium avium 
silvaticum, que produce u11a enteritis granulomatosa difusa en el ciervo (Nyange,1991), 
debe ser tenida en cuenta como diagnóstico cJiferencial. De esta bacteria se ha identificado la 
secuencia de ADN IS90J como específica de la misma(4). 

En este trabajo se pretende dar a conocer la sensihilidad y especificidad de una técnica de 
PCR en la detección de ovinos infectados por M. pthc .. tamo expe1imentalmente como en su 
forma natural, relacionando-.dicha sensihilidacJ con los tipos lesionales presentes en los 
mismos. 

MATERIAL Y METODOS 

Animales 
-Animales in fectados expe1·imentalmente: Se realizó el estudio en grupos de catorce corderos 

de un mes (A.Z.CJ. Los del grnpo A l\1ero11 int'ectados oral mente con una dosis de I.9x!OI2 
UFC de una cepa de Mas. En el grupo Z. cae.la cord ero fue infectado con una dosis total de 
2,3 x 1012 UFC procedente de una cepa de campo de Mp1b. El grupo C se mantuvo como 
control. 

-Animales infectados de forma natural: Se estudiaron 74 ovejas procedentes de rebaños con 
paratuberculosis clínica. 

Estudios anatomopatologicos. Se realizó la necropsia de todos los animales, tomando 
varias muestras de ileon . yeyu no. válvula ileocecal y ganglios mesentéricos. que fueron 
fijadas en formol 10% y procesadas por métodos histológicos (tinciones de H&E y ZN). El 
sacrificio se realizó de forma se1iada en Jos corderos infectados expe1imentalmente a los 60, 
120, 220 y 500 días post inoculación. 

Técnica de PCR 
En el procedimiento utilizado podemos considerar los siguientes puntos como importantes: 
*Para la extracción y pu1ificación de mycobacte1ias de las muestras de tejidos se empleó el 

protocolo señalado por Challans J. et alL(l). La extracción del ADN micobacteriano la 
llevamos a cabo con GE. cloroformo/octanol e isopropanol. Los cebadores empleados fueron 
90/91, específicos para la determinación de la secuencia de inserción 1S900 de Map, y Jos 
primers 102/103. en el caso de Mas. Se utilizaron controles positivos y negativos. y 
realizamos la lectura del producto amplificado mediante electroforesis en gel de poliacrylamida 
al 7,5% teñido con nitrato de plata. 
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RESUL TADOS 

Estudios anatomop atológicos. 
Los animales infectados experimentalme11te con M11s mostraron claras lesiones de 

distribución multifocal en ileon y ganglios linfáticos. Los inoculados con M.ptb. mostraban 
diferentes lesion es : nueve de ellos presentaban una les ión muy focal, localizada 
principalmente en el área interfolicular de la placa de Peyer y Ja mucosa adyacente, siendo la 
presencia de micobac terias inexistente o en número muy bajo. Los cinco corderos restantes 
mostraban lesiones difusas en áreas extensas del intestino delgado, con moderada a gran 
cantidad de bacilos ác ido resis tentes en los mismos. Los animales infectados de fo1ma natural 
mostraban : catOl"ce si n evidencia lesiona! y el resto con lesiones focales (39) o difusas(2 l ). 

Resu ltados de la técnica de la PCR. 
Infección experimental: 
Grupo A: Los resultados de la PCR fu eron en ocho animales positivos a lS901, y todos 

ellos negativos a IS900. 
Gru¡;io Z: La PCR identificó l l animales positi vos a IS900, y todos negativos a IS90 l. De 

los positivos , 6 lo eran de los 9 que presentaban lesiones roca les (66,6%) , y los 5 con 
lesiones difusas ( 100%). · 

Infección nanrml. 
Los animales que no mostraron lesiones fueron negativos a la técn ica de L1 PCR. En el 

grupo de anima les con il'siones focales (:\lJ). c1·an PCR positivo l '.\ ('.13,]%), mientras que los 
que presentaban les iones difusas (21 ovc¡as), todas ellas dieron positividad a Ja PCR (100%). 

DISC USION Y CONCL US IO NES 

En base a los res ultados obtenidos podemos observar que la técnica de Ja PCR realizada a 
partir de muestras de la mucosa ileal y ga11glio linl"ático mesen térico ofrece una alta 
especificidad, ya que diforencia a las clos especies de Mycobacterium, muy relacionadas entre 
si. M.a. paratubercu/osis y M. a.silvoticum. Esta especificidad de las sec uenc ias de inserción, 
ha sido demos trada también por otros autores (6), a partir de cu ltivos . 

El método de ex tracción de ADN desc1ilo por Challa ns e1al.(1994) , que hemos seguido en 
nuestro trabajo, parece realmente dicaz, aunque si bien en los animales que presentaron 
lesiones difusas la sensibilidad de la PCR es alta, di sminu ye en los que presentaban les iones 
focales con ligera ev idencia de micobJc tc1i<l.'>. 

En estudios bacteriológicos rt:Jlizados mediante cultivo por otros au1ores (5) en ov inos con 
lesiones difusas, obtienen un 100% Je pos iti vid ad, se mejantes a nuest ros resultados co n la 
PCR en este tipo lc.sional ; mien1ras que cuando hacen rúerencia a las lesiones focales. sus 
resultados son del 50% de detección. supe1iorcs a los nuestros, pero teniend o en cuenta que 
se requieren hasta 15 meses para obtenerlos. 

En conclusión. Ja téc nica de la PCR confirma su valor como método diagn ós tico para 
muestras de tejidos y au nq ue requiere una mejoría en su sensibilidad, sería el método ideal 
para confi1mar eti ológicamente casos clínicos y portadores o excretores de M.ptb. 
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