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INTRODUCCION

El diagnéstico de la paratuberculosis ovina es problemdtico debido a que las técnicas
empleadas no logran unos resultados lo suficientemente sensibles y especiticos. Este hecho es
especialmente evidente cuando se trata del aislamiento e identificacién de Mycobacterium
paratuberculosis (M. ptb) en medios de cultivo, necesitando en ocasiones periodos muy
largos, de varios meses, para conseguir resultados positivos (3). Asimismo, animales
infectados, pero que presentan lesiones latentes, microscépicas y focales, suelen presentar
resultados negativos o necesitar periodos de cultivo superiores al aio (5).

La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), basada en la amplificacién y
reconocimiento de fragmentos de ADN micobacteriano, especiticos para cada especie, se han
propuesto como una alternativa para ¢l cultivo, debido a que acortaria el tiempo de
identificacién del bacilo. En el caso del M. prb, la secuencia especifica de ADN elegida para
amplificar es la IS900 (2). Asimismo, la posibilidad de inteccidn con Mycobacterium avium
silvaticum, que produce una enteritis granulomatosa difusa en el ciervo (Nyange,1991),
debe ser tenida en cuenta como diagndstico diferencial. De esta bacteria se ha identificado la
secuencia de ADN IS901 como especitica de la misma(4).

En este trabajo se pretende dar a conocer la sensibilidad y especificidad de una técnica de
PCR en la deteccidén de avinos infectados por M. ptbe., tanto experimentalmente como en su
forma natural, relacionando-dicha sensibilidad con los tipos lesionales presentes en los
mismos.

MATERIAL Y METODOS

Animales

-Animales infectados experimentalmente: Se realizé el estudio en grupos de catorce corderos
de un mes (A,Z,C). Los del grupo A lueron infectados oralmente con una dosis de 1,.9x1012
UFC de una cepa de Mas. En el grupo Z, cada cordero tue infectado con una dosis total de
2,3 x 1012 UFC procedente de una cepa de campo de M.prb. El grupo C se mantuvo como
control.

-Animales infectados de forma natural: Se estudiaron 74 ovejas procedentes de rebafios con
paratuberculosis clinica.

Estudios anatomopatologicos. Se realizé la necropsia de todos los animales, tomando
varias muestras de ileon, yeyuno, vdlvula ileocecal y ganglios mesentéricos, que fueron
fijadas en formol 10% y procesadas por métodos histoldgicos (tinciones de H&E y ZN). El
sacrificio se realiz6 de torma seriada en los corderos infectados experimentalmente a los 60),
120, 220 y 500 dfas post inoculacién.

Técnica de PCR

En el procedimiento utilizado podemos considerar los siguientes puntos como importantes:

*Para la extraccion y purificacién de mycobacterias de las muestras de tejidos se empled el
protocolo sefialado por Challans J, et all.{(1). La extraccién del ADN micobacteriano la
llevamos a cabo con GE, clorotormo/octanol e isopropanol. Los cebadores empleados fueron
90/91, especificos para la determinacién de la secuencia de insercién [S900 de Map, y los
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% tenido con nitrato de plata.
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RESULTADOS

Estudios anatomopatolégicos.

Los animales intectados experimentalmente con Mas mostraron claras lesiones de
distribucién multifocal en ileon y ganglios linfdticos. Los inoculados con M.ptb. mostraban
diferentes lesiones: nueve de ellos presentaban una lesion muy focal, localizada
principalmente en el drea interfolicular de la placa de Peyer y la mucosa adyacente, siendo la
presencia de micobacterias inexistente o en nimero muy bajo. Los cinco corderos restantes
mostraban lesiones difusas en dreas extensas del intestino delgado, con moderada a gran
cantidad de bacilos dcido resistentes en los mismos. Los animales infectados de forma natural
mostraban: catorce sin evidencia lesional y el resto con lesiones focales (39) o difusas(21).

Resultados de la técnica de la PCR.

Infeccion experimental:

Grupo A: Los resultados de la PCR tueron en ocho animales positivos a IS901, y todos
ellos negativos a IS900.

Grupo Z: La PCR identificéd 11 animales positivos a IS900, y todos negativos a IS901. De
los positivos, 6 lo eran de los 9 que presentaban lesiones locales (66,6%), y los 5 con
lesiones difusas (100%).

Infeccion natural:

Los animales que no mostraron lesiones fueron negativos a la téenica de la PCR. En el
grupo de animales con lesiones focales (39), cran PCR positivo 13 (33,3%), mientras que los
que presentaban lesioncs difusas (21 ovejas), todas ellas dieron positividad a la PCR (100%).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos observar que la téenica de la PCR realizada a
partir de muestras de la mucosa ileal y ganglio lintdtico mesentérico ofrece una alta
especificidad, ya que diferencia a las dos especics de Mycobacterium, muy relacionadas entre
si, M.a. paratuberculosis y M.a.silvaricum. Esta especificidad de las secuencias de insercidn,
ha sido demostrada también por otros autores (6), a partir de cultivos.

El método de extraccion de ADN descrito por Challans et al.(1994), que hemos seguido en
nuestro trabajo, parece realmente cficaz, aunque si bien en los animales que presentaron
lesiones ditusas la sensibilidad de la PCR es alta, disminuye en los que presentaban lesiones
focales con ligera evidencia de micobacteras.

En estudios bacterioldgicos realizados mediante culuivo por otros autores (5) cn ovinos con
lesiones ditusas, obtienen un 100% de positividad, semejantes a nuestros resultados con la
PCR en este tipo lesional; mientras que cuando hacen referencia a las lesiones focales, sus
resultados son del 50% de deteccidn, superiores a los nuestros, pero teniendo en cuenta que
se requieren hasta 15 meses para obtenerlos.

En conclusién, la técnica de la PCR confirma su valor como método diagnéstico para
muestras de tejidos y aunque requiere una mejoria en su sensibilidad, serfa el método ideal
para confirmar etiolégicamente casos clinicos y portadores o excretores de M.ptb.
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