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SUMMARY

The sensitivity and specificity of the direct microscopic examination of faeces (Ziehl Neelsen stain), faecal
culture (Modified Herrold‘s Medium) and a serological test (ELISA) used for the diagnosis of bovine
Paratuberculosis was compared in 250 asymptomatic animals from 14 infected dairy herds. All faecal samples
were simultaneously examined by the two bacteriological methods and the isolated cultures identified by PCR
technology. The serological diagnosis was performed using a commercial kit of an ELISA test (IDEXX) with a
photometric reader at 620 nm and a cut off of OD 0.25. Myccobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
was isolated in 71.4% (10) of herds and 16.0% (40) of animals. No positive samples were found when examined
by the Ziehl Neelsen method, although a doubtful result was recorded in 35 (14.0%) faecal samples, 6 (17.0%)
of which were also culture positive (kappa: 0.013). The serological test detected 8.0% (20) of positive reactors
with a sensitivity of 96.7% and a specificity of 32.5% (kappa: 0.366). These results show the advantage of
using simultaneously both faecal culture and serology for the diagnosis of infected but asymptomatic animals
and the uselessness of the direct microscopic examination of faeces as diagnostic method of Paratuberculosis
in subclinically infected animals.
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INTRODUCCION

La Paratuberculosis bovina es una
enfermedad cronica e incurable que afecta los
intestinos y que produce cuantiosas pérdidas
econdmicas por menor produccion, eliminacion
prematura de animales infectados, menor valor
comercial de canales y elevados costos de los
programas de control (Gilmour, 1985; Blood y
col., 1992; Hutchinson, 1996; Collins, 1999). Las
principales formas de adquirir la enfermedad son
a través de la ingestion de material fecal, leche,
o calostro contaminados con Mycobacterium
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avium subsp. paratuberculosis (Map), siendo la
ingestion de fecas de animales infectados la
forma mas comun de infeccion, afectando en
mayor medida a los terneros, en especial los
menores de 6 meses, que son los mas
susceptibles a contraer la enfermedad. La
principal forma de transmisidn de la infeccién
en los rebafios infectados es a través de la
excrecion del agente por la leche y las fecas. En
consecuencia, cuando los terneros se crian en
forma natural con la madre la probabilidad de
infeccidn por la ingestion de leche es mayor
(Sweeney, 1996; Stabel, 1998).

Esta enfermedad tiene una alta prevalencia
en muchos paises (Riemann y Abbas, 1983;
Gilmour, 1985; Stabel, 1998) y actualmente
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existe gran preocupacion entre los productores
de ganado bovino en el sur de Chile por
confirmar su diagndstico (Kruze y col., 2001).
Aunque en Chile no existen antecedentes
oficiales sobre prevalencia de Paratuberculosis
bovina, es posible sospechar que existe un
elevado porcentaje de rebafios infectados,
especialmente rebafios lecheros. Datos no
publicados del Servicio Agricola y Ganadero
(S.A.G.), Ministerio de Agricultura®, revelan que
en 1996 un monitoreo realizado en la V, VI, VIl y
Regién Metropolitana detect6 un 36.9% de
rebafios positivos de un total de 84 examinados,
y 2.8% de animales positivos de un total de 1855
examinados con ELISA (IDEXX, USA). Por otro
lado, datos no publicados recopilados en el
Laboratorio de Bacteriologia de Cooprinsem,
Osornc?, revelan que en 1999 se diagnostico la
enfermedad empleando la prueba de ELISA
(SVANOVA, Suecia) en el 52.2% de 23 rebafios
lecheros localizados principalmente en la
provincia de Osorno, con una prevalencia
individual de 16.3% de animales positivos.
Finalmente, es importante sefialar que en los
ultimos 10 afios el Laboratorio de Diagndstico del
Instituto de Microbiologia, Universidad Austral de
Chile, registra 138 examenes baciloscopicos de
fecas con un 24.7% de muestras positivas a la
tincion de Ziehl Neelsen, porcentaje elevado si se
considera la baja sensibilidad de este método para
detectar animales infectados.

La base del control de esta enfermedad es la
identificacion y eliminacion de los animales
infectados, sin embargo, el caracter subclinico de
la enfermedad y la baja sensibilidad de los
métodos de laboratorio dificultan el diagnostico,
no existiendo, hasta el momento, ninglin método
100% seguro para detectar a todos los animales
infectados, especialmente los jovenes (Riemann
y Abbas, 1983; Collins, 1996; Collins, 1999;
Kalis y col., 1999). El objetivo del presente
trabajo fue comparar tres métodos de diagndstico
de laboratorio en animales asintomaticos
provenientes de rebafios lecheros infectados, con

0. Mufioz, (Q.E.P.D.), S.A.G., Enero 2000 (com. pers.).
2B. Le6n, Cooprinsem, Osorno, Enero 2000 (com. pers.).
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la finalidad de encontrar el mas apropiado para
el control de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Rebafios. Se seleccionaron 14 rebafios
lecheros con antecedentes clinicos, seroldgicos
0 bacterioldgicos de Paratuberculosis ubicados
en las provincias de Valdivia y Osorno (X
Region, Chile).

Muestras. En cada rebafio se recolecto
simultdneamente una muestra de fecas y una
muestra de sangre de un ndmero representativo
de animales asintomaticos (aproximadamente
10%), hasta completar un total de 250; ademas,
se anoto6 el nimero de partos de cada uno de los
animales muestreados en base a los registros
disponibles en el predio. Las muestras fecales se
obtuvieron por via rectal mediante una manga de
palpacion rectal limpia y seca y fueron
transportadas inmediatamente al laboratorio para
su procesamiento dentro de 96 h (Whipple y col.,
1991). Las muestras de sangre se obtuvieron por
puncién de la vena coxigea en tubos venojet
estériles en cantidad aproximada de 5 ml por
animal, las cuales fueron transportadas al
laboratorio y, después de separar el suero,
congeladas a —20°C hasta su procesamiento.

Diagnostico bacteriolégico. Las muestras de
fecas fueron examinadas simultdneamente
mediante cultivo en Medio de Herrold
Modificado de acuerdo al procedimiento descrito
previamente (Soto y col., 2002) y por
baciloscopia mediante la técnica de Ziehl
Neelsen (Carter, 1990). La identidad de las cepas
aisladas fue confirmada en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto de Bioguimica,
Universidad Austral de Chile (Dra. Ana Maria
Zarraga, Proyecto Fondef D9911096), mediante
la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
basado en la amplificacién del elemento de
insercion 1S900 especifico para Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Green y col.,
1986), utilizando los partidores especificos P90*
(5-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3") y
P9I" (5-GGCGTTGAGGTCGAICGCCCACGTGAC-3).
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Diagndstico seroldgico. La deteccidn de
anticuerpos séricos contra Map se realizd
mediante la técnica de inmunoenzimo ensayo
(ELISA), empleando un kit comercial (IDEXX
Laboratories, Inc., USA), de acuerdo al
procedimiento descrito por Jark y col. (1997),
utilizando un lector fotométrico a 620 nm. Para
la interpretacion de los resultados se
consideraron como reaccionantes positivos
aquellas muestras con relacion densidad optica
(DO) muestra/control positivos igual o superior
a 0.25.

Andlisis estadistico. Para determinar el
tamafio muestral (250) se considerd una
prevalencia de la Paratuberculosis bovina de
20.0%, empleando un nivel de confianza de un
95.0% y un porcentaje de error de un 5.0%, de
acuerdo con la metodologia descrita por Lwanga
y Lemeshow (1991). Para establecer la
concordancia entre pruebas se utilizo la prueba
de kappa (Martin y col., 1987), interpretandose
de acuerdo a la escala de referencia propuesta
por Landis y Koch (1977). Para determinar la

sensibilidad y especificidad de las pruebas se
utilizo el programa computacional Win Episcope
2.0, empleando como referencia el trabajo de
Smith (1995). Todos los andlisis fueron hechos
con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

En 10 (71.4%) de los 14 rebafios y en 40
(16.0%) de las 250 muestras se aislo
Mycobacterium de las fecas, confirméandose en
todas ellas la identidad del agente etioldgico por
PCR,; el porcentaje de animales Map positivos por
rebafio fluctud entre 5.0 %y 66.7 % (Cuadro 1).

El analisis de los resultados bacteriolégicos,
segun grupos de edad, demostrd que el mayor
porcentaje de cultivos positivos (22.3%) se
obtuvo en animales entre 3-5 partos (Cuadro 2).
Esto también queda de manifiesto al analizar la
distribucidén por rebafio de los 40 animales
positivos, ya que en el 50% de los rebafios con
animales infectados hubo mayor nimero de
muestras positivas al cultivo en animales de 3-5
partos (Cuadro 3).

CUADRO 1. Nimero y porcentaje de muestras de fecas positivas al aislamiento
de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis distribuidos por rebafio.
Number and percentage of faecal samples positive for Mycobacterium avium subsp.

paratubecrculosis in dairy herds.

Muestras positivas
Rebario N° Muestras
analizadas Ne %

1 14 0 0.0 %
2 15 1 6.7%
3 15 1 6.7 %
4 16 1 6.2 %
5 22 0 0.0 %
6 18 1 5.6 %
7 18 0 0.0%
8 15 8 53.3%
9 15 10 66.7 %
10 20 5 25.0%
1 20 2 10.0 %
12 20 1 5.0 %
13 22 10 45.5 %
14 20 0 0.0 %
Total 250 40 16.0%
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CUADRO 2. Distribucién de animales positivos al
cultivo bacterioldgico en relacion al total de animales
muestreados y categoria de edad.

Distribution of animals with positive culture in relation
to ranges of age.

CUADRO 4. Resultados de los examenes
microscopicos directos (Ziehl Neelsen) de las
muestras de fecas positivas al cultivo bacteriolégico.
Results of the directed microscopic examination (Ziehl
Neelsen Method) of faecal samples positive to the

bacteriological culture.
N° Partos
Muestra Ziehl Muestra Ziehl
Animales <3 3.5 >5 Fecal N°  Neelsen Fecal N° Neelsen
Examinados 93 103 54 22 - 147 -
Positivos 12 23 5 39 - 148 -
Porcentaje 13.0 223 9.2 58 - 157 +-
85 - 159 -
121 - 162 -
CUADRO 3. Distribucion de los animales positivos 122 - 165 -
al cultivo bacterioldgico por categoria de edad y 123 - 166 +/-
por rebafio. 124 - 176 +-
Distribution of animals with positive culture in relation 125 - 183 -
to age and infected herd. 126 - 202 +/-
127 - 209 -
N° Partos 129 - 217 -
Rebario <3 3-5 >5 Total 134 - 220 -
136 - 221 -
2 1 0 0 1 139 - 223 +/-
3 1 0 0 1 142 - 224 -
4 1 0 0 1 143 - 225 -
6 0 1 0 1 144 - 228 +/-
8 4 4 0 8 145 - 229 -
9 4 3 3 10 146 - 230 -
10 0 3 2 5
1 0 > 0 > Total +/ 0 Total +/ 6
12 0 1 0 1 % 0.0 % 15.0
13 1 9 0 10
Total 12 23 5 40
CUADRO 5. Analisis de sensibilidad, especificidad
Porcentaje | 30.0 575 12.5 100 y concordancia del examen microscépico directo de
fecas empleando el cultivo fecal como prueba de oro.

De las 250 muestras analizadas, 35 (14.0%)
resultaron sospechosas (+/-) al examen
microscopico directo, de las cuales s6lo 6
(17.0%) correspondieron a muestras positivas al
cultivo fecal, equivalente al 15% de los cultivos
Map positivo (Cuadro 4). Los resultados del
analisis estadistico revelaron que el examen
microscopico directo tuvo una sensibilidad de un
15.0% y una especificidad de 86.2%. La prueba
de kappa demostro que no existe concordancia
entre el examen microscépico directo y el cultivo
fecal (prueba de oro), encontrandose un valor de
kappa de s6lo 0.013 (Cuadro 5).
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Sensitivity, specificity and agreement analysis between
Ziehl Neelsen Method and faecal culture (golden test).

Cultivo de fecas
ZN.* + - Total
+/- 6° 29° 35
- 34¢c 181¢ 215
Total 40 210 250
Sensibilidad :a/(a+c)x 100 =15.0%

Especificidad :d/ (b +d) x 100 =86.2 %
Concordancia : Kappa =0.013

* Z.N. = Examen Microscépico Directo (tincién de Ziehl
Neelsen).



PARATUBERCULOSIS, DIAGNOSTICO, BACILOSCOPIA, CULTIVO, ELISA

De los 250 animales examinados, la prueba de
ELISA fue capaz de detectar 20 reaccionantes
positivos a Map, equivalentes al 8.0% de las
muestras analizadas (Cuadro 7). De los 10 rebafios
que presentaron animales positivos al cultivo
fecal, 7 tuvieron también animales positivos a la
prueba de ELISA, detectando el cultivo fecal una
mayor cantidad de animales infectados en 5 de
estos 7 rebafios (Cuadro 6). A pesar de que el
ELISA detectd un menor nimero de animales
infectados, fue capaz, al igual que el cultivo fecal,
de detectar animales infectados en las 3 categorias
de edad estudiadas (Cuadro 7).

El analisis estadistico demostré que la prueba
de ELISA utilizada fue altamente especifica
(96.7%), pero poco sensible (32.5%) para la
deteccion de anticuerpos contra Map en los
animales examinados, en tanto que la concordancia
de esta prueba con el cultivo fecal fue mediana, con
un valor de kappa= 0.366 (Cuadro 8).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que la Paratuberculosis bovina se
encuentra ampliamente distribuida en los rebafios
lecheros del sur de Chile al aislarse el agente
causal en 10 de los 14 rebafios (71.4%) y en 40
(16.0%) de los animales examinados (Cuadro 1).
Es conocida la existencia de factores que afectan
la capacidad de deteccion de la infeccion por
medio del cultivo fecal (excrecion intermitente
y en escaso nimero del agente causal por las
fecas y contaminacion de los cultivos por agentes
microbioldgicos, especialmente hongos), por lo
que es altamente probable que los niveles de
infeccion en los rebafios examinados sea mayor
a la reportada en este trabajo (Collins y Sockett,
1993, Collins, 1996, Stabel, 1998).

Aunque en el presente estudio la mayoria de
los animales que resultaron positivos al cultivo

CUADRO 6. Numero de animales con resultados positivos al cultivo
bacterioldgico y examen seroldgico distribuidos por rebafio.
Number of cultural and serological positive animals in relation to the infected herds.

Muestras Positivas
Rebafio N° N° muestras examinadas Cultivo ELISA
3 15 1 1
8 15 8 5
9 15 10 4
10 20 5 4
11 20 2 1
12 20 1 1
13 22 10 2

CUADRO 7. Resultados de las pruebas serolégicas de ELISA de 250 animales
provenientes de 14 rebafios infectados con Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis distribuidos por categoria de edad.

Serological results (ELISA Test) against Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis of
250 animals from 14 infected dairy herds in relation to ranges of age.

N° Partos
<3 3-5 >5 Total
ELISA (+) 3 14 3 20 (8.0%)
Examinados 93 103 54 250 (100.0%)
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CUADRO 8. Resultados del andlisis de
sensibilidad, especificidad y concordancia de la
prueba de ELISA en relacién al cultivo fecal.
Sensitivity, specificity and agreement analysis between
ELISA Test and fecal culture.

Cultivo de fecas
ELISA + - Total
+ 13+ 7° 20
- 27°¢ 2031 230
Total 40 210 250
Sensibilidad :a/(a+c)x100=32.5%

Especificidad :d /(b + d) x 100=96.7 %
Concordancia : Kappa =0.366

de fecas pertenecian al grupo etareo de 3-5
partos, también fue posible obtener aislamiento
en un importante ndmero de animales con menos
de dos partos (Cuadro 2 y Cuadro 3), lo que
demuestra la eficiencia del método de
aislamiento empleado. La gran cantidad de
animales jovenes que resultaron positivos al
cultivo fecal podria explicarse por el grado de
exposicion de los animales susceptibles en los
rebafios infectados, ya que el mayor nimero de
animales jovenes positivos al cultivo provenia de
los rebafios con mayor nimero de animales
infectados; esto permite sospechar que en estos
rebafios existiria una alta prevalencia de la
enfermedad y, por lo tanto, un alto riesgo de
infeccion, especialmente de los animales jovenes
gue son los mas susceptibles. Por otro lado, al
existir una alta prevalencia también es posible
la transmisidn vertical de madre a feto via
intrauterina y a través del calostro en los terneros
(Sweeney, 1996).

El examen microscopico directo demostro ser
un método diagndstico poco confiable, ya que
en ningun frotis fue posible observar la
morfologia tipica de Map, registrandose solo 35
resultados dudosos (+/-), de los cuales s6lo 6
fueron simultaneamente positivos al cultivo fecal
(Cuadro 4). Esto demuestra la escasa capacidad
de esta técnica para detectar animales infectados
subclinicamente de manera certera, debido a que
es posible observar otros bacilos acido alcohol
resistentes en las fecas de animales sanos. Por
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lo tanto, su presencia en las fecas no puede
utilizarse como criterio definitivo para clasificar
a un animal como infectado con Map. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por
Zimmer y col. (1999), quienes encontraron un
8.8% de resultados falsos positivos al examen
microscoépico directo comparado con el cultivo
fecal y PCR. Una situacion similar es reportada
por Merkal (1971), quien encontrd bacilos &cido
alcohol resistentes en el 76.0% de muestras
fecales de animales sanos. Esta escasa capacidad
del examen microscopico de fecas para
diagnosticar la Paratuberculosis bovina en
animales asintomaticos queda demostrada por la
baja sensibilidad alcanzada en el presente
estudio, la que s6lo llegé al 15.0%, porcentaje
similar al descrito por Zimmer y col. (1999), con
apenas una especificidad diagnéstica de un
86.2% (Cuadro 5). Aunque estos resultados
pudieran ser considerados aceptables debido a
que corresponden a una poblacién de animales
clinicamente sanos, la nula concordancia de estos
resultados con el cultivo fecal (kappa = 0.013),
confirma lo poco confiable que es el frotis de
fecas tefiido con el método de Ziehl Neelsen para
el diagnostico de la Paratuberculosis bovina
(Cuadro 5).

La prueba de ELISA utilizada en este estudio
demostro ser eficaz en el diagndstico de la
Paratuberculosis bovina al detectar 20 (8.0%)
animales reaccionantes positivos (Cuadro 7), sin
embargo, como era de esperar, el cultivo fecal
fue notoriamente superior a esta prueba
seroldgica ya que detecto el doble (16.0%) de
animales positivos a la enfermedad (Cuadro 1).
La diferencia encontrada entre el cultivo fecal
y el ELISA concuerda con Whitlock y col.
(2000), quienes manifiestan que al utilizar
simultaneamente, en rebafios infectados, el
cultivo fecal y la prueba de ELISA para el
diagnostico de la Paratuberculosis bovina,
generalmente el cultivo fecal detecta més del
doble de animales positivos.

La marcada diferencia entre el cultivo fecal
y el ELISA en la deteccion de muestras positivas
podria deberse a que al momento del estudio la
mayor parte de los animales se encontraba en una
etapa inicial de la enfermedad, eliminando
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cantidades pequefias de la bacteria, pero aun sin
presencia de anticuerpos, o con una cantidad muy
baja, insuficiente para desencadenar una reaccion
positiva a la prueba de ELISA. Esto coincidiria
con lo expresado por Sweeney y col. (1995) y
Whitlock y col. (2000), quienes afirman que los
animales en estados tempranos de la enfermedad,
aun si excretaran la bacteria en sus fecas, no
necesariamente pueden ser detectados por la
prueba de ELISA, ya que pueden pasar varios
meses, 0 afios, antes de que el nivel de
anticuerpos circulantes sea suficiente para
desencadenar una reaccion positiva,
permaneciendo la respuesta humoral bajo el
limite de deteccidn de las pruebas serologicas
actualmente disponibles.

De los 10 rebafios en que se encontraron
animales positivos (ya sea al cultivo fecal 0 a la
prueba de ELISA), en 7 hubo animales positivos
a las dos pruebas simultaneamente, coincidiendo
plenamente, ambas pruebas, en que los predios
8,9, 10 y 13 son los mas infectados (Cuadro 6).

Aungue cuantitativamente hubo diferencias
entre el cultivo fecal y la prueba de ELISA, esta
prueba, al igual que el cultivo, detectd animales
infectados en todas las categorias de edades
(Cuadro 7); esto demuestra la utilidad de las
pruebas serolégicas de ELISA para el diagndstico
de la enfermedad, ya que a pesar de no ser
capaces de detectar a todos los animales
infectados, entregan una imagen clara de la
magnitud de la enfermedad en un rebafio.

Los resultados seroldgicos obtenidos podrian
interpretarse como poco favorables para la
prueba de ELISA por haber detectado una menor
cantidad de animales infectados; sin embargo, el
analisis estadistico demostré que esta prueba
tuvo un 32.5% de sensibilidad y 96.7% de
especificidad con una mediana concordancia
(kappa = 0.37) respecto del cultivo fecal (Cuadro
8). Estos resultados se ajustan bastante a lo
expresado por algunos autores, quienes
manifiestan que la sensibilidad de la prueba de
ELISA, en promedio, es de un 45% con valores
extremos de un 15% y 87% para animales con
enfermedad subclinica con baja eliminacion fecal
y enfermos clinicos, respectivamente, con una
especificidad diagnéstica promedio de 99%

(Sweeney y col., 1995; Stabel, 1998; Gasteiner
y col., 2000).

El hecho de que s6lo haya habido una
mediana concordancia (kappa = 0.37) entre
ELISA y cultivo fecal podria deberse a que la
totalidad de los animales estaban clinicamente
sanos y que la mayoria de los 40 animales que
resultaron positivos al cultivo fecal present6 un
bajo ndmero de colonias en el medio de cultivo.
Estas situaciones disminuyen la capacidad
diagnostica de las pruebas de ELISA, lo que
explicaria que ambas pruebas s6lo coincidieron
en el diagnostico positivo de 13 muestras
(Cuadro 8). El analisis estadistico también revel6
que hubo 7 muestras que solo resultaron positivas
al ELISA, situacion que podria interpretarse
como falsos positivos; sin embargo, la alta
especificidad lograda por esta prueba permite
asegurar que esta posibilidad sea en verdad poco
probable (Cuadro 8). Estos resultados demuestran
que al utilizar dos o mas pruebas en forma
simultanea para el diagndstico de Ia
Paratuberculosis bovina, es posible detectar una
mayor cantidad de animales infectados de una sola
vez, disminuyendo de esta forma el tiempo
necesario para controlar y erradicar la enfermedad
de un rebafio.

Los resultados obtenidos permiten concluir
que mediante el uso simultaneo del cultivo fecal
y la prueba de ELISA es posible detectar un
mayor numero de animales infectados,
disminuyendo el tiempo necesario para controlar
y erradicar la enfermedad. Ademas, debido a la
baja sensibilidad y especificidad, el examen
microscdpico directo de fecas (tincion de Ziehl
Neelsen) no deberia usarse como método de
diagnostico de Paratuberculosis en animales
asintomaticos.

RESUMEN

Se compard la sensibilidad y especificidad
del examen microscépico directo de fecas
(tincion de Ziehl Neelsen), cultivo de fecas
(Medio de Herrold Modificado) y un método
serolégico (ELISA) para el diagnostico de
Paratuberculosis bovina en 250 animales
clinicamente sanos provenientes de 14 rebafios
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infectados. Las muestras de fecas fueron
examinadas simultdneamente mediante cultivo y
baciloscopia y las cepas aisladas fueron
identificadas mediante la técnica de PCR. Para
el diagndstico serologico se utilizé un kit
comercial de ELISA (IDEXX), utilizando un
lector fotométrico a 620 nm con un punto de
corte de DO 0.25. El 71.4% (10) de los rebafios
y 16.0% (40) de las muestras resultaron positivos
al cultivo. Al examen microscopico directo sélo
se obtuvieron resultados sospechosos en 35
muestras (14.0%), de las cuales s6lo 6 (17.0%)
correspondieron a muestras positivas al cultivo
(kappa: 0.013). El examen seroldgico detectd un
8.0% (20) de animales reaccionantes, con una
sensibilidad de 32.5% y especificidad de 96.7%
(kappa: 0.366). Los resultados obtenidos
demuestran la conveniencia de utilizar
simultaneamente cultivo de fecas y serologia
para la deteccion de animales infectados
subclinicamente y la inconveniencia de usar el
examen microscépico directo como método de
diagnostico de Paratuberculosis en animales
asintomaticos.
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