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RESUMEN

La Paratuberculosis (Enfermedad de Johne) es una
enfermedad crónica e incurable causada por
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis que afecta
el intestino de todos los rumiantes, incluyendo especies
silvestres, y que produce cuantiosas pérdidas
económicas, especialmente en los rebaños bovinos de
leche (Gilmour, 1985; Hutchinson, 1996). Aunque
desestimada por muchos, es una enfermedad de alta
prevalencia en muchos países y cuya principal
característica es el carácter subclínico de los animales
infectados, dificultando el diagnóstico y control en los
rebaños infectados (Whitlock &Buergelt, 1996; Collins,
1999). En los últimos años, la Paratuberculosis ha
adquirido especial relevancia epidemiológica en Salud
Pública por su estrecha relación con la Enfermedad de
Crohn, enfermedad del hombre clínicamente muy
semejante a la Paratuberculosis y que ha sido asociada
a infecciones con M.avium subsp paratuberculosis
(Chiodini &Rossiter, 1996; Collins, 1997).
La base del control y erradicación de la enfermedad es
el diagnóstico y eliminación de los animales infectados.
Sin embargo. aunque existen numerosas alternativas de
diagnóstico, ningún método actualmente disponible es
capaz de detectar a todos los animales infectados. El
cultivo de fecas, aunque es altamente específico, tiene
una baja sensibilidad debido a la excreción intermitente
del agente por las fecas. La prueba serológica de ELlSA
ha sido introducida en los últimos años como una nueva
alternativa de diagnóstico, más rápida y de menor costo,
pero poco sensible para detectar infección en animales
jóvenes, debido a la aparición tardía de los anticuerpos
séricos, generalmente poco antes de la aparición de los
síntomas clínicos (Collins, 1997).
El objetivo del presente trabajo fue comparar el cultivo
de fecas y el examen microscópico directo con una
prueba de ELlSA en muestras recolectadas
simultáneamente de 250 animales clínicamente sanos
provenientes de 14 rebaños lecheros infectados del sur
de Chile (X' Región). Las muestras de fecas fueron
examinadas directamente mediante el método de Ziehl
Neelsen (Carter, 1990) y simultáneamente cultivadas en
Medio de Herrold Modificado con yema de huevo y
micobactina J utilizando como descontaminante cloruro
de hexadecilpiridinium (HPC) y una solución antibiótica
conteniendo amfotericina B, vancomicina y ácido

nalidíxico, según el procedimiento descrito por Kruze et
al. (2000). La identificación de las cepas aisladas se
realizó mediante la técnica de PCR utilizando partidores
específicos para M.avium subsp paratuberculosis
(IS900). Para el diagnóstico serológico se utilizó un kit
comercial de ELlSA (IOEXX Labs, USA), empleando un
lector fotométrico a 620 nm y un punto de corte de DO
0.25. Para establecer la concordancia entre pruebas se
utilizó la prueba de kappa (Martín et al., 1997), y para
determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas
se utilizó el programa Win Episcope 2.0.
El 16.0% (40) de las muestras de fecas resultaron
positivas al cultivo aislándose el agente etiológico en 10
(71.4%) de los rebaños examinados. Por el contrario,
en ninguna de las muestras de fecas fue posible observar
la morfología típica del agente al examen microscópico
directo (tinción de Ziehl Neelsen), registrándose sólo
resultados sospechosos en 35 muestras (14.0%), de
las cuales sólo 6 fueron simultáneamente positivas al
cultivo. La sensibilidad del examen microscópico directo
fue de 15.0% y la especificidad de 86.2% con una nula
concordancia entre ambos métodos (kappa = 0.013)
(Cuadro 1). La prueba de ELlSA fue capaz de detectar
uno o más animales reaccionantes en 9 (64.3%) de los
rebaños examinados con sólo 20 (8.0%) animales
reaccionantes positivos. Esta prueba resultó altamente
específica (96.7%) pero poco sensible (32.5%) para
detectar animales subclínicamente infectados pero con
una mediana concordancia con el cultivo (kappa = 0.366)
(Cuadro 2).

Cuadro 1 Relación entre cultivo fecal
y método de Ziehl Neelsen*

Cultivo de fecas

Z.N. * + - Total

./- 6 a 29 b 35

- 34 c 181 d 215

Total 40 210 250
Sensibilidad : al (a+c) x 100 - 15.0 %
Especificidad : di (b+d) x 100 = 86.2 %
Concordancia kappa = 0.013

Cuadro 2 Relación entre cultivo fecal
y prueba de ELlSA

Cultivo de fecas

ELfSA + - Total

13 a 7 b 20

- 27 c 203 d 230

Total 40 210 250
Sensibilidad : al (a+e) x 100 = 32.5 %
Especificidad : di (b+d) x 100 = 96.7 %
Concordancia kaooa = 0.366
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Los resultados obtenidos concuerdan con otros autores
en el sentido que la prueba de ELlSA tiene muy baja
sensibilidad para detectar animales asintomáticos
debido a la aparición tardra de los anticuerpos circulantes,
con una sensibilidad promedio de 45% (Sweeney et al.,
1995; Whitlock et al., 2000) y que el examen
microscópico directo de lecas en la mayorra de los casos
arroja resultados lalsos positivos (Zimmer et al., 1999).
Por su parte, el cultivo de I'ecas permite detectar
infecciones tempranas ya que el agente se elimina por
las fecas, aunque en lorma intermitente, algunas
semanas posterior a la infección y la sensibilidad va a
depender de la cantidad de micobacterias excretadas y
del procedimiento bacteriológico empleado tanto para
descontaminar las muestras previo al cultivo como de la
capacidad del medio para permitir el crecimiento del
agente (Stabel, 1997, Wihtlock et al., 2000).
Considerando que el éxito de un programa de control de
Paratuberculosis bovina se basa en la detección del
mayor número de animales infElctados, estos resultados
demuestran claramente la necesidad de utilizar
simultáneamente más de un método de diagnóstico,
particularmente cultivo y serologra, aumentando la
sensibilidad total. Por otra parte, este estudio también
demuestra que el examen microscópico directo de fecas,
aunque es un examen rápido "If de bajo costo, no debe
usarse para el diagnóstico de la enlermedad en animales
asintomáticos.

SUMMARV

Paratuberculosis (Johne's Disease) is a chronic, non
curable infectious disease caused by Mycobacterium
avium subsp paratuberculosis affecting the intestine of
all ruminants, including wild élnimals, producing great
economic losses especially In dairy callle (Gilmour,
1985; Hutchinson, 1996). Although many dairy larmers
are not aware 01 the disease it has a high prevalence in
many countries worldwide and the main leature 01 the
disease is that inlected animals show no clinical
symptoms impairing diagnosis and control in infected
herds (Whitlock &Buergelt, 1996; Collins, 1999). Bovine
Paratuberculosis has been of increased interest in Public
Health during the last years because its clase relationship
with Crohn Disease, also a chronic, non-curable disease
01 the intestine 01 man frorn which M.avium subsp
paratuberculosis has been isolated in many cases
(Chiodini &Rossiter, 1996; Collins, 1997).
Paratuberculosis control and eradication programs are
based upon diagnosis and culling 01 inlected animals.
However, although a number 01 diagnostic methods are
currently available, there is no single test able to detect
all infected animals and the use 01 more than one test
simultaneously has been strongly recommended to
improve the rate 01 detection. Faecal culture has been
shown to be a highly specilÍl~ method but with a low

sensitivity as the etiological agent is intermillently
excreted through the laeces. The ELlSA test has been
recently introduced as a new, quicker and cheaper
diagnostic test, but it has a low sensitivity to detect
asymptomatic inlected animals less than one year old
(Collins, 1997).
The aim 01 this study was to compare bacteriological
(Iaecal culture and direct microscopic examination) and
serological (ELlSA) tests using laecal and blood samples
collected simultaneously Irom 250 asymptomatic animals
in 14 inlected dairy herds in southem Chile (Xlh Region).
AII faecal samples were examined directly (Ziehl Neelsen
technique) (Carter, 1990) and cultured on slant Modilied
Herrold's Medium with egg yolk and micobactin J;
hexadecyldipiridium chloride (HPC) and an antibiotic
solution (amphotericin S, vancomycin and nalidixic acid)
were used as decontaminants previous to culture
according to Kruze et al, 2000). The identilication 01
isolated strains was done by PCR technology using the
specilic insertion IS900 lor M.avium subsp
paratuberculosis. A commercial ELlSA kit (IDEXX Labs.,
USA) and a photometric reader at 620 nm and a cut 011
01 DO 025 were used lor the serological diagnosis.
Agreement between tests was calculated with kappa
value (Martrn et al., 1997) and sensitivity and specilicity
values were calculated by means 01 the computer Win
Episcope programo
M.avium subsp paratuberculosis was isolated in 16.0%
(40) and 71.4% (10) 01 animals and herds examined,
respectively. The direct microscopic examination test
lailed to show the typical morphology 01 the agent and
35 (14.0%) smears were recorded as a suspicious result
01 which only 6 had also a culture positive resull. There
was no agreement between laecal culture and Ziehl
Neelsen (kappa = 0.013) and the sensitivity and
specilicity 01 this test were 15.0% and 86.2%,
respectively (Table 1). The ELlSA test detected one or
more positive reactor animal in 9 (64.3%) herds with a
total 0120 (8.0%) positive reactor animals. This test was
lound to be highly specilic (96.7%) but with low sensitivity
(32.5%) to detect subclinically inlected animals and it
showed a moderate agreement with laecal culture (kappa
= 0.366) (Table 2).
These results conlirm that the ELlSA test has a low
sensitivity to detect asymptomatic animals as serum
antibodies appear only prior to development 01 clinical
signs with an average sensitivity 01 45% (Sweeney et
al., 1995; Whitlock et al., 2000). This study also shows
that the direct microscopic examination 01 laeces in most
cases gives lalse positive results which has also been
reported elsewhere (Zimmer et al, 1999). On the other
hand, the laecal culture has the advantage 01 being able
to detectinlection in young animals saon alter inlection
despite the intermitlent excretion 01 the organism; the
sensitivity 01 laecal culture wiil depend on the amount 01
bacteria present in the laeces and on the bacteriological
procedure employed both 10rdecontamination and growth
conditions (Stabel, 1997, Wihtlock et al., 2000).
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Taking ¡nto consideration that the success 01 any control
program 01 bovine Paratuberculosis relies mainly on the
detection 01 all inlected animals in a given herd, the results
reported here c1early show the uselulness 01 using
simultaneously more than one diagnostic method, in
particularlaecal culture and serology, increasing overall
sensitivity. Finally, this study also shows that the direct
microscopic examination 01 laeces should not be used
to diagnose the disease in asymptomatic animals, even
it is quicker and cheaper than other tests.
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