PARATUBERCOLOSI
Malattia di Johne



Aspetti generali
— Enterite infettiva cronica
— Colpisce ruminanti domestici e selvatici
— Si manifesta clinicamente nell’adulto

— Implicazioni zoonosiche (???)
* Morbo di Crohn (ileite cronica) nell’'uomo (5.6 nuovi casi per 100000
abitanti all’anno nella UE)

* Resiste a pasteurizzazione del latte



Eziologia

Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (MAP)

— Caratteristiche
* Acidoresistente, immobile, bastoncellare; 1 —2 ym * 0,5 um

* Aerobio e a crescita estremamente lenta (10 — 14 settimane), colonie
piccole (@ 1 — 5 mm), convesse, in genere non pigmentate

* Spesso endocellulare

— Coltivabilita
* Necessita di micobattine per il metabolismo respiratorio (trasporto Fe)

* Terreni

— Addizionati di tuorlo d’'uovo e micobattina
— Dorset, Dubos, Herrold, Middlebrook, Smith



M. gvium subsp. paratuberculosis



Colonie di M. avium
subspec. paratuberculosis
cresciuto in Middlebrook
agar (senza Tween 80)




Eziologia

e Resistenza

—sopravvivenza in feci, acque e suolo
(meglio se acido) > 1 anno

—resiste a acidi e alcali

—inattivato da calore, formalina,
disinfettanti fenolici, ipoclorito di calcio

—Antigeni
e correlazione con altri micobatteri



Resistenza di M.avium subsp. paratuberculosis

Tempi di sopravvivenza

* 163 giomi in acqua di flume

* 270 giomi in acqua stagnante

* 517 giomni in acqua a pH neutro
* 1210 giorni nel suolo

* 11 mesi nelle feci (il matenale fecale rimosso dovrebbe
essere stoccato per tempi superiori al'anno prima di essere

disperso)
* 7 giorni nelle urine
* 12 mesi a basse T, terreni argillosi, umidita elev ata

Inattivato da
* calore (sopravvive e pasteurizzazione e trattamento UHT)

* formalina (5%), fenolo (2,5%), ipoclorito di cailcio (non
utilizzabili in presenza di animali o su strutture metalliche

* luce (UV) e disseccamento




Resistenza di M.avium subsp. paratuberculosis

Resiste 55 settimane
al riparo deWIa luce

'l“ o

Contamina le
acque superficiali




MAP nell’acqua

|- Si localizza all'interno dei biofilm
|

m Si moltiplica e resiste fino a 4 anni all'interno di amebe
(Acanthamoeba polyphaga), ubiquitane nelle acque

!

Magglore resistenza al trattamenti di
clorazione rispetto alle cellule libere

A seguito di cdorazione (0.5-2 pg/mi):
* riduzione di 0.78-1.73 log,, (cellule libere)

* nduzione di 0.16-0.94 log, , (cellule fagocitate)

‘ (Whan 2006)

La clorazione
dell’acqua non inattiva
Map!!

| Biofilm: aggregazione

complessa di
microrganismi
contraddistinta dalla
secrezione di una
matnce adesiva e
protettiva e spesso
anche da:

« adesione ad una
superficie anche
inerte

« una matnce
extracellulare di
sostanze
polimeriche, spesso
di carattere
polisaccandico




Epidemiologia
—Diffusione

 Cosmopolita, prevalente in aree temperate a clima
umido

—USA: 3-18 % di bovini positivi
—Australia: 14-17 % allevamenti positivi
—UE % bovini positivi

Spagna 1% Inghilterra 2%
Belgio 12% Svizzera 6%
Francia 7% Danimarca 9%

Italia Diverse indagini: 1 - 10%
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Epidemiologia
* Ospiti
— Bovini (resistenza eta dipendente); ovicaprini, ruminanti
selvatici, camelidi, conigli selvatici, volpi, mustelidi, cani
* Trasmissione
— Materiale infettante
* Feci dei soggetti infetti

 colostro e latte (+10% di vacche con forma subclinica e +35%
di vacche elimina col latte)

e seme di tori infetti (raro), embryo transfer (basso rischio)
— Vie di trasmissione
 Via orale

* Via transplacentare ( £10% di feti di vacche con forma
subclinica e £40% di feti di vacche con forma clinica sono
infetti)



| vitelli devono essere considerati ad alto rischio di
infezione fino ai 30 giorni di eta e altamente recettivi fino
ad 1 anno di vita

In questo periodo la principale fonte di infezione e
rappresentata dall’allattamento naturale:

e mammella della madre facilmente imbrattata da feci

e + 35% di animali con forma clinica e £+ 10% di animali
con forma subclinica eliminano MAP in colostro e latte



VIE DI ESCREZIONE (colostro/latte)

(seme/embrione]

(oro/fecale)

VIE DI TRASMISSIONE

(uterina)




Epidemiologia

 Introduzione dell’infezione in un allevamento:
- introduzione capi infetti

- contatti diretti o indiretti (pascoli, abbeverate)
con animali domestici o selvatici infetti



Epidemiologia - Fattori condizionanti

* natura del terreno (argilloso, umido, acido -
aumenta la disponibilita di Fe)

 squilibri alimentari (Cu, Mn, Se, vit. E ....)
* eta
* stress in senso lato

* elevate produzioni

* parto e puerperio

* infezioni e infestazioni concomitanti
* prevalenza infezione in allevamento



Patogenesi

Epitelio ileo e colon. Le cellule M, a livello delle

VIA ORALE mmmmmmlpy- |, che del Peyer, trasportano 'agente dal lume
attraverso la mucosa —— fagocitosi da parte dei
macrofagi inter e subepiteiali

l «  MACROFAGI

Johne's Infection (Malabsorption)

Parassitismo intracellulare, resistenza alla fagocitosi, [REECEEEENESE=T7 N
moltiplicazione, rilascio di citochine ——  risposta
inflammatoria, lesioni granulomatose nell'intestino,
vasi linfatici e linfonodi regionali ——  atrofia dei villi,
malassorbimento, perdita proteine  plasmatiche

diarrea, ipoproteinemia

Moltiplicazione con progressivo aggravamento delle lesioni. L’animale
pud divenire anergico —— batteriemia e invasione di vari organi




Patogenesi

ad altri organi

r Mol’ciphcazione _ Disseminazione

|

FORMA CLINICA . Incubazione:
2-5 anni

INFEZIONE
SUBCLINICA

1

Reazione granulomatosa:
| Intestino a scala di corda
* J (enterite cronica ipertrofizzante)
enteropatia proteino-disperdente




Sintomatologia

 Infezione:
— Asintomatico (>50%) w=p  forma silente o frusta

— Sintomatico
* Fattori predisponenti ==  forma classica
— Eta ¢ qcuty
— Infezioni/infestazioni concomitanti ¢ cronicy
— Momento produttivo Allevamento infetto
— Stress

- Animali infetti e malati:
¢ Eliminatori continui

- Animali infetti e asintomatici:
¢ Eliminatori continui/saltuari
& Non eliminatori

- Animali non infetti

— Stati carenziali




Sintomatologia

FORME CLINICHE
— Decorso acuto (raro)
* A seguito di un fattore debilitante

* Anoressia, mancata ruminazione, sospensione
produzione lattea, dimagramento rapido,
edemi, diarrea tipica ad arco

* Decorso di 3-5 gg mortale



Forme cliniche

- Decorso cronico

» Esordio subdolo: disoressia, g
riduzione produzione lattea,
dimagramento progressivo, feci
schiumose intermittenti

» La diarrea diventa liquida e = -
continua, disidratazione e :
dimagramento sempre piu evidente

» Stadio finale: animale cachettico
» Decorso di mesi/anni mortale

* SILENTE O FRUSTA

— Sintomi generici (lieve dimagramento e
calo produzione lattea)




Paratubercolosi: periodo di incubazione

®* da alcuni mesifino a 5 anni

* generalmente | sintomi si evidenzianotra1 2 -5
anni di eta (1°- 2° parto)

* l'infezione non sempre esita nella malattia

* IFNy « ELISA
. 10T

escrezione fecale
« culture
« PCR

ﬁ 2-15 anni i

infezione - * Sintomatologia clinica




malati

infetti eliminato
continui

Infetti eliminato
occasionali

| infetti e NON
eliminatori

NON infetti

























Paratubercolosi: impatto economico

* Aumento necessita rimonta sia per comparsa di forme
cliniche, sia per scarsa produttivita degli animali

* Ridotta efficienza alimentare di animali infetti

* Riduzione produzione di latte da parte di vacche infette
stimata tra 8% e 25%, anche gia alla prima lattazione

* Maggior predisposizione vacche infette a contrarre altre
malattie






INDAGINE IN CERVI (2004 - 2005)- P.P. A. A. TN e BZ -
Fonte: [ZS VE

40

~ \Rupicapra 14
. rupicapra

Vulpes vulpes 9




INDAGINE IN CERVI (2004 - 2005)- P.P. A. A. TN e BZ - Fonte: IZS VE

. A%
clostridiosis

5%

- multifactonal

— 35%

/,

paratuberculosis
16% starvation

18%




Diagnosi

* Problema: Identificare i portatori
asintomatici

IN VITA:

e dati anamnestici

* segni clinici
e esami di laboratorio

POST MORTEM

* reperti anatomopatologici e istologici
 esamidilab



Diagnosi
Esami collaterali di laboratorio ematologici e ematochimici:

e Anemia hormocromica e normocitica

* [poprotidemia, ipoalbuminemia



Diagnosi diretta

* Esame microscopico

— Colorazione Ziehl-Neelsen (M. avium subsp. paratuberculosis
forma aggregati, a differenza di altri micobatteri che tendono a
restare isolati). Corti bacilli rosso vivo

— Campioni: Feci; raschiato mucosa rettale; valvola ileocecale
postmortem)

* Immunoistochimica
— Campioni: sezioni di tessuto




Diagnosi diretta

 Esame batteriologico classico
— Campioni:
* Feci (10 g, trattamento con NaOH e Ac. ossalico, conservare a
4°C); raschiato di mucosa rettale
 Valvola ileocecocolica e linfonodo ileocecale
* Biopsie
— Modalita

 Decontaminazione, aggiunta di micobattina e incubazione per 12
settimane a 37°C

* |Identificazione sierologica

— Risultato negativo:

* Dopo 2-3 rilevamenti — di tamponi rettali su tutti gli animali a
distanza di 6 mesi

Limite rilevabilita: 1 u.f.c./m



Diagnosi diretta

Risultati: qualitativi o semi-quantitativi

Vantaggi: massima sensibilita tra i test disponibili (gold
standard), non necessita di attrezzature particolari

Svantaggi:
 lunghi tempi di incubazione (4-16 sett.), media 12 sett.)
e costi elevati
e poco standardizzata (personale, terreno)
* inquinamento colture
* sensibilita (£ 50%) comunque scarsa



Una bovina super shedder subclinica elimina da 10% a 10° CFU/g di feci



Crescita di M. avium subsp. paratuberculosis a 14 settimane
in Herrold’s agar con Mycobactin (2 tubi a sx); assenza di
crescita in assenza di Mycobactin (dx)



Diagnosi diretta

 Altre metodiche di isolamento
— sistema BACTEC

* terreno liquido che contiene una fonte di nutrimento marcata con 4C

* vantaggi

— maggiore sensibilita

— tempo piu breve di incubazione (7 settimane)
* svantaggi

— costo elevato
— utilizzo di materiale radioattivo

— MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)

* terreno liquido contenente un sistema di rilievo della crescita di M.
avium subsp. paratuberculosis non radiometrico (fluorescence
quenching based oxygen sensor)

* il sistema automatizzato consente di identificare la crescita in 7 giorni



Diagnosi diretta

— PCR

* sequenza di elezione, specifica IS 900
—ripetuta per circa 18 volte

* campioni
— Feci, sangue, tessuto, latte, seme
esito in 24-48 hrs
* non risente di eventuali inquinamenti
 evidenzia anche ceppi non coltivabili




Diagnosi diretta - PCR
falsi negativi:
* inibitori
* limite rilevabilita: 102 - 10% u.f.c./m

falsi positivi:
* contaminazione
e sequenze IS900-like in batteri diversi da Map

utilizzo: conferma dei ceppi isolati in coltura; conferma delle

lesioni anatomo-patologiche; conferma sospetto clinico; compravendita /
esportazioni



Diagnosi sierologica

— AGID:

e Bassa sensibilita preclinica (solo grave forma clinica)
* Buona specificita

* Rapido, economico
Risultato qualitativo

* Conferma sospetto clinico

— ELISA (test di elezione):

— Su sangue e su latte

— Insoddisfacente sensibilita preclinica
— Buona specificita

— Rapido, economico

— Risultato qualitativo/quantitativo

— Conferma sospetto clinico, risanamento di un allevamento,
compravendita, esportazione



Diagnosi indiretta

—diagnosi in vitro
* test del y-IFN
— individua animali infetti prima che inizi
I’eliminazione dell’agente

— problemi cross-reattivita con micobatteri
ambientali



Risposte caratteristiche ai test diagnostici

per la paratubercolosi, negli animali infetti in fase precoce

—— Titoli di riferimento
175

150 Anticorpi sierici

: Interferone gamma . : . . i
05 | F i | L e |

T Coprocoltura positiva

100

50

25

0O 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104 112 120

R e e e




Sensibilitd di alcuni metodi diagnostici misurata su
142 bovini con paratubercolosi subclinica

Metodi colturali Metodi sierologici
Standard 42% AGID 27%
BACTEC 51% ELISA 42% - 46%



Informazioni Test Eta degli animali
Screening di ELISA > 36 mesi
allevamento
Piano di ELISA > 24 mesi
controllo/monitoraggio su
animali adulti
Piano di IFN-y < 12 mesi
controllo/monitoraggio su
animali giovani
Conferma caso clinico PCR+ELISA Animali clinici

Dimostrazione agente-

eziologico

Esame colturale/PCR

Animale sieropositivo




Diagnosi anatomo/istopatologica

* Lesioni macroscopiche

* Non proporzionale a gravita sintomi, a volte assenti
* Tipiche:
— Emaciazione

— Edema mucosa intestinale: intestino a scala di corda (pliche
longitudinali e trasversali) nella fase terminale

— Linfonodi mesenterici aumentati di volume: liquido citrino al taglio

* Lesioni istopatologiche

* Lievi, moderate o gravi

—macrofagi e cellule di Langhans a livello dei villi intestinali,
sottomucosa intestinale o nella zona paracorticale dei linfonodi
mesenterici

— il processo infiltrativo si blocca a livello di valvola ileocecale



Ispessimento dei linfatici
della sottosierosa
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Infiammazione e dilatazione dei vasi linfatici
sulla superficie dell’ileo



# ¢ Ispessimento  dellileo  causato dalla
| -" . risposta inflammatoria alla infezione da
: /W¢%wﬂnaw$pazﬂwah¢emwkmm

lleo hormale —>




Pecora

lleo normale

paratubercolosi










Tenue di bovino: enterite granulomatosa: ispessimento della
mucosa con pieghe trasversali prominenti
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Profilassi diretta

" Modifiche nella conduzione dell’allevamento

" |dentificazione ed eliminazione dei soggetti
infetti

=" Controllo animali da rimonta



Profilassi diretta

Conduzione allevamento

— Interruzione del ciclo oro-fecale
* Miglioramento standard igienico
—“sala parto” igienicamente idonea, lavaggi, disinfezioni
—separazione madre — vitello, alimentazione artificiale
—evitare contaminazione fecale di colostro e latte per i vitelli
—separazione individuale dei vitelli 1° mese, di gruppo 1° anno

—cura vitelli prima di quella degli adulti, con uso di strumenti e
calzature diversi

—controllo contaminazione fecale acqua di abbeverata

—recinzione pascoli; non spargere letame non maturo sul
pascolo

—eliminazione di acque stagnanti



Rischio di trasmissione MAP in allevamento: cosa valutare

Sala parto
Presenza contemporanea di piu animali
Utilizzo anche come infermeria
Livello igienico

Vitelli pre-svezzamento
Somministrazione colostro e latte di vacche infette
Contatto diretto o indiretto con adulti
Contaminazione alimento e acqua con feci di animali adulti

Vitelle svezzate/manzette/manze gravide/vacche
Contatto diretto con animali adulti e loro deiezioni
Contaminazione fecale alimenti/mangiatie e acqua/abbeveratoi
Pascolo promiscuo con animali adulti
Accesso a zone di accumulo/stoccaggio di letame/liquami
Alimentazione con foraggi su cui & stato spanto letame/liguame infetto




Profilassi diretta

Animali infetti
— ldentificazione di animali infetti:

* Esame di sangue e feci di sogggetti con
sintomatologia enterica

* Controlli periodici degli animali > 2 anni

— Eliminazione di tutti gli infetti
* anche dei vitelli negativi nati da madri infette



Profilassi diretta

Controllo animali da rimonta

— Solo da allevamenti “sicuramente” negativi (non esiste
attualmente certificazione ufficiale)

— Prima dell’acquisto sottoporre a prove diagnostiche, sia
sierologiche che batteriologiche



Computer simulation of different Johne's control programs
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