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	1.1. Acrónimo: PARATBTOOLS-SEC2005005

	1.2. Titulo del proyecto: Development of improved tools for detection of paratuberculosis in livestock, M. paratuberculosis in food and for the assessment of the risk of human exposure. 

	1.3. Financiadores: DAPA, UE (6th Framework Programme, Proposal number 023106)
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Resumen:
PARATBTOOLS se trata de un proyecto financiado por la UE dentro del 6º Programa Marco en el que participan 26 instituciones europeas. El proyecto se encuentra dividido en cinco áreas temáticas que a su vez se dividieron en diferentes paquetes de trabajo. Las actividades a desarrollar por NEIKER-Tecnalia  se encuentran englobadas en el apartado de mejora de las técnicas de diagnóstico y más concretamente en aquellas relacionadas con la Identificación y caracterización de nuevos antígenos para la detección de Mycobacterium paratuberculosis y con el Desarrollo y mejora de métodos para el diagnóstico de la paratuberculosis en los animales y la detección de M. paratuberculosis en heces, leche, sangre y tejidos, y más concretamente en el Desarrollo y mejora de la detección de MAP mediante técnicas de biología molecular a través de la optimización de la concentración de las micobacterias y de la extracción de su ADN. NEIKER-Tecnalia probará y/o desarrollará distintos protocolos de extracción y amplificación de ADN para seleccionar uno que junto con los utilizados por los distintos laboratorios será testado en los ensayos interlaboratoriales que se tienen previstos.

Resultados:

Para la puesta a punto y comparación de los diferentes protocolos de extracción de DNA y de amplificación mediante PCR se inocularon muestras de heces procedentes de vacas libres de paratuberculosis con diferente número de micobacterias de una cepa de campo (764) y de la cepa K10, posteriormente se hicieron diluciones seriadas en medio sólido para confirmar que los cálculos teóricos y prácticos coincidían.
Se probaron cinco kits comerciales de extracción por triplicado para cada una de las muestras preparadas y los productos fueron amplificados con diferentes protocolos de PCR, a excepción de algunos kits comerciales que sólo se probaron tras la extracción del ADN con el kit recomendado por el fabricante. 

Los resultados preliminares evidencian claras diferencias de sensibilidad de la PCR en función del kit de extracción. En general, la reproducibilidad de los resultados es significativamente inferior en muestras inoculadas con menos de 10,000 Map/g de heces. Además, se observa una reproducibilidad dispar entre las técnicas seleccionadas aunque el límite de detección de cada uno de los protocolos de PCR utilizados es similar.
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