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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduaciao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

ESTUDO DA PARATUBERCULOSE EM VACAS LEITEIRAS NO RIO
GRANDE DO SUL

Autor: Diorges Henrique Setim
Orientadora: Adriana Costa da Motta
Passo Fundo, 30 de Junho de 2020

A paratuberculose ¢ uma doenca infectocontagiosa, causada pelo Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), caracterizada por enterite granulomatosa progressiva, diarreia
profusa intratdvel, emaciacdo e Obito. Acomete principalmente bovinos, sendo esses 0s
principais disseminadores do MAP, no entanto outros animais sdo suscetiveis. Trata-se de
uma doenca onerosa para a cadeia produtiva, envolvendo perdas economicas de grande
significancia. No Rio Grande do Sul (RS), embora alguns surtos da doengca em bovinos
tenham sido relatados, carecem estudos epidemioldgicos. Nesse contexto, desenvolvemos um
estudo epidemioldgico focado em vacas leiteiras de fazendas comerciais, de diferentes
mesorregides do Estado, com intuito de verificar a sua distribuicdo em diferentes regides do
Estado. Assim, verificamos que em duas mesorregioes do Estado a paratuberculose bovina ¢
detectada, assim como, € possivel realizar a triagem de rebanhos com amostras do tanque de
expansao, devido que a frequéncia de deteccdo de anticorpos por rebanho ¢ alta, o que torna a
detecgdo por ELISA eficaz.

Palavras chave: leite, epidemiologia, diagnostico, MAP.
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ABSTRACT
Master’s Dissertation
Programa de Pés-Graduaciao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

STUDY OF PARATUBERCULOSIS IN DAIRY COWS IN RIO GRANDE
DO SUL

Author: Diorges Henrique Setim
Advisor: Adriana Costa da Motta
Passo Fundo, 30 de Junho de 2020

Paratuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), characterized by progressive granulomatous enteritis, profuse
intractable diarrhea, emaciation and death. It mainly affects cattle, which are the main
disseminators of MAP, however other animals are susceptible. It is a costly disease for the
production chain, involving economic losses of great significance. In Rio Grande do Sul (RS),
although some outbreaks of the disease in cattle have been reported, epidemiological studies
are lacking. In this context, we developed an epidemiological study focused on dairy cows
from commercial farms, from different mesoregions of the State, in order to verify their
distribution in different regions of the State. Thus, we verified that in two mesoregions of the
State bovine paratuberculosis is detected, as well, it is possible to screen herds with samples
from the expansion tank, because the frequency of detection of antibodies per herd is high,
which makes the detection by an effective ELISA.

Key words: milk, epidemiology, diagnostic, MAP.
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1. INTRODUCAO

A paratuberculose, conhecida como doenca de Johne, causada pelo
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), gera perdas produtivas, sanitarias e
prejuizos econdmicos, afetando principalmente ruminantes (1). Os animais infectados, em sua
maioria, ndo apresentam sinais clinicos caracteristicos da enfermidade, mas podem
eliminar a micobactéria nas fezes e leite (2-4). Tem sido
proposto uma associacio do MAP com a doenga de Crohn em seres

humanos, entretanto, o agente ainda ndo ¢ considerado zoonotico (5).

A forma de contaminacdo ¢ pela via fecal-oral, dessa forma,
os bovinos entram em contato com o agente por meio da dgua ou quaisquer alimentos, tais
como colostro, leite, pastagens e ambientes contaminados (2,6). A liberagdo de MAP no
sémen pode infectar o feto, entretanto, ¢ de menor impacto quando comparado a forma de

contaminagao oral depois do nascimento (7).

O diagndstico padrao ouro da paratuberculose ¢ obtido através da andlise
histopatologica de bidpsias ou necropsias, o qual ¢ associado ao isolamento micobacteriano
(8,9). Entretanto, a necropsia nem sempre ¢ uma opcao (10) e a coleta de biopsia do ileo ¢
complexa (11), o que torna a bidpsia retal uma opcao para auxiliar no diagnéstico (12). As
desvantagens dessas metodologias sdo a complexidade da execuc¢do, a possibilidade de falsos

negativos e a demora nos resultados, principalmente do cultivo microbiologico (13).

Com o intuito de realizar um diagnostico preciso e rapido, ao longo dos anos,
inimeras técnicas foram, e ainda sdo, criadas e adaptadas para diagnosticar a paratuberculose
e 0 MAP (14). Para identificar animais com paratuberculose, inclusive assintomaticos, o teste
de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) pode ser utilizado (15,16). A PCR
(Polymerase Chain Reaction) pode substituir o cultivo bacteriano ou auxiliar na identificagdo
das colonias bacterianas cultivadas, fornece resultados com alta sensibilidade (93%) e

especificidade (100%) (17,18).

Os ensaios para diagnostico da paratuberculose disponiveis atualmente, fornecem
resultados confidveis ainda que para o diagndstico precoce da enfermidade. Dessa forma, ¢

factivel realizar o controle da doenca de maneira mais agil e economicamente viavel. A OIE
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(World Organization for Animal Health) classifica a distribuicdo da paratuberculose como

mundial (19), entretanto, ¢ consolidada a premissa de que estudos epidemioldgicos, tanto

abrangentes como locais, sao necessarios para melhor compreender e controlar a doenga (20).

Os prejuizos causados pela paratuberculose em todo mundo, ocorrem de forma direta e
indireta. Umas das causas indiretas ¢ a disseminacdo de MAP ao ambiente e em alimentos
humanos. Ainda que a Doenga de Crohn (CD) ndo seja classificada como uma zoonose, o
MAP ja foi identificado em pacientes com essa enfermidade. Tendo em vista o potencial
zoonotico dessa micobactéria dos ruminantes, os prejuizos causados pelo MAP alcangam
danos imensuraveis, visto a gravidade da doenga e o comprometimento da vida das pessoas
afetadas pela CD. O MAP pode entrar em contato com humanos, por meio de carnes, visceras
(21), leite (22),
formulas infantis de lacteos (23), 4gua e verduras (24), sendo que essa contaminacao pode

ocorrer de forma direta ou indireta.

No Brasil ha descricdo da doenga em 11 Estados (13), com casos clinicos e
subclinicos. No Rio Grande do Sul (RS), manifestagdes clinicas da enfermidade ja foram
descritas nas mesorregides metropolitana e sul (9,25,26). Entretanto, nas mesorregides
noroeste e nordeste, as quais concentram, aproximadamente, 60% da producdo leiteira do

Estado, ndo ha estudo sobre paratuberculose.

Assim, devido a importancia sanitdria, economica e de saude Unica, ¢ imprescindivel
conhecer como ocorre a distribuicdo dessa enfermidade nas diferentes mesorregides do RS.
Assim, em nosso estudo, no capitulo 1, mostramos como ocorre a distribuicdo da
paratuberculose nas mesorregidoes de maior importancia na cadeia leiteira. A revisdo
bibliografica pertencente a dissertagdo, tem por objetivo trazer os estudos, mais relevantes e

atuais, necessarios para a compreensdo da paratuberculose em todos os seus aspectos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ETIOLOGIA

A Paratuberculose ou Doenca de Johne ¢ uma enterite granulomatosa, debilitante
e contagiosa, causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, um bacilo
alcool-acido resistente. O seu crescimento ¢ o mais lento dentre as micobactérias

cultivaveis, além de se dependente de micobactina, ¢ intracelular obrigatéria e pode

resistir por mais de um ano no solo e na agua por tempo indeterminado (19,27).

2.2. PATOGENIA E MANIFESTACOES DA DOENCA

Em bovinos, a manifestagdo clinica pode ocorrer a partir dos 24 meses, a qual é
caracterizada por diarreia intermitente a continua, emagrecimento com normorexia e,
por vezes, polidipsia, pelos arrepiados (25,28), edema submandibular, que evolui para
caquexia, desidratagdo e obito (9), que pode ser de forma direta ou por suscetibilidade a
outras doengas. Os bovinos sdo elencados como mais acometidos pela enfermidade,
porém a mesma afeta caprinos, ovinos (29,30), bubalinos (31), coelhos (32), aves,
dentre outros mamiferos domésticos e selvagens (33).

As principais formas de contaminacdo sdo fecal-oral e transplacentdria. Os
bezerros sdo a categoria animal mais susceptivel a infeccdo (11,34). Pela via
transplacentaria, possuem uma probabilidade de contaminacao em 9% e 39% quando
oriundos de vacas assintomadticas e sintomaticas, respectivamente (7). O contato com o
agente pode ocorrer no momento do parto, pds-parto imediato, ingestdo de colostro,
leite (2) 4gua e fezes contaminadas (24).

Ambiente com acimulo de fezes, fatores estressantes, aleitamento ¢ alimentagao
incorretos propiciam a invasdao pelo bacilo. Além disso, outros patogenos podem
interagir, lesionar a mucosa e facilitar a entrada do MAP e/ou infectar a mucosa através
da permeabilidade transitéria causada por este momentos apds sua migracdo para a
lamina propria. Soma-se a isto, a permeabilidade intestinal fisiologica dos recém-
nascidos, a qual ¢ utilizada pelo agente para invadir a mucosa, por meio da pinocitose
(34). Nesse sentido, mesmo com a mucosa intacta, as células M captam o MAP do

limen intestinal e apresentam-no aos macréfagos residentes e células dendriticas
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(35,36). Apos ser internalizado por essas células, o mesmo impede a formagdo do
fagolisossomo, o que permite sua permanéncia nesse leucocito (37).

Na fase inicial da infec¢do, ocorre a resposta imune inata, composta,
principalmente, por macréfagos, os quais se tornam-se macrofagos epitelioides.
Posteriormente ¢ concomitantemente, ha o influxo de linfocitos e formagao de células
gigantes do tipo Langhans, seguido de plasmocitos (38). Esta resposta inflamatoria ¢é
mediada por linfocitos T helper 1 (Thl), a qual limita parcialmente a disseminagdo e
progressao da enfermidade (39). Porém, com a multiplicacdo bacteriana em grande
quantidade, ocorre a lise da célula hospedeira e as bactérias permanecem no espaco
extracelular até a fagocitose. A permanéncia do MAP no ambiente extracelular induz
uma resposta por linfécitos T helper 2 (Th2), a qual se sobressai a Th1(40). Nessa
inversdo de papeis, mesmo com alta titulagdo de imunoglobulinas, a neutralizacio
exercida ¢ baixa. Assim, as bactérias seguem se multiplicando no interior de macréfagos
e células gigantes do tipo Langhans. Nesse momento se intensifica a liberacdo fecal de
MAP, como também, se detecta alta titulacdo de anticorpos neutralizantes (17,41).
Dessa forma, gradativamente, pela liberacdo de quimiocinas e citocinas, intensifica-se o
influxo de macréfagos, linfocitos e plasmocitos, a ponto de ocorrer o espessamento da
mucosa ¢ lamina prépria da porgdo intestinal afetada (42,43). Por esse mecanismo,
diminui drasticamente a capacidade de absor¢do de proteinas e demais nutrientes pelo
intestino delgado principalmente, além de acometer todo o intestino com a progressao
da doenga (44). Em consequéncia, ocasiona sinais sistémicos, como queda do
desempenho  zootécnico, pelos ericados, edema submandibular devido a
hipoproteinemia, diarreia aquosa enegrecida intermitente a continua e intratavel,
emaciagdo, caquexia, desidratacdo e dbito (9,25,45).

Apesar da invasdo pelo agente ocorrer em sua maioria no periodo neonatal até
um ano de idade, a manifestacdo clinica da doenga ocorre em animais com mais de 19
meses de idade (16). A idade em que ocorrerd a doenca clinica dependera da idade em
que ocorreu a infec¢do, da quantidade de patdogeno ingerida, das condigdes alimentares e
ambientais ¢ do status imunitario geral. Casos de manifestacdo clinica ocorrem,
principalmente, apds os 4 anos de idade (46), enquanto a soroconversao e derramamento

de MAP, podem ser detectados a partir de 2 anos de idade (28).

16



2.3. DIAGNOSTICO

O diagnéstico clinico ¢ complexo, por apresentar alteragdes inespecificas, tais
como: queda da producdo, emagrecimento com normorexia e diarreia profusa de forma
intermitente ou continua, sendo essa ultima refratdria a tratamentos ou nao responsiva.
Para firmar o diagnostico, utiliza-se parametros de meio direto, identificando o agente,
ou indireto através de mensuracao da resposta imune do hospedeiro frente a infecgao.

Dessa forma, como ‘padrdo ouro’ temos o cultivo microbiologico associado a
histopatologia. Entretanto, o cultivo microbioldgico mesmo com sensibilidade alta (nas
fases clinicas) e especificidade proxima a 100%, tem a desvantagem de ser laborioso e
demorado, em torno de seis meses para o resultado. Além disso, um resultado negativo
ndo exclui a suspeita.

A PCR (Polymerase Chain Reaction) para identificar o MAP foi desenvolvida
para substituir ou auxiliar a cultura microbiologica, fornecendo resultados no mesmo
patamar da microbiologia, porém em apenas alguns dias. As amostras de eleicdo para a
PCR, compreendem: fezes da ampola retal, esfregacos da mucosa retal, fezes
ambientais, amostras de leite, biopsia retal, fragmentos de intestinos, linfonodos
mesentéricos e hepdtico, figado, e demais tecidos com alteragcdes compativeis com a
doenca (8-10,47).

Os achados de necropsia em bovinos apresentam-se, ao exame externo por:
caquexia, evidéncia de diarreia, mucosas palidas, pelos erigados, desidratacdo e pode
haver edema submandibular. Ao exame interno, devido a caquexia, pode haver atrofia
serosa da gordura epicardica e derramamentos cavitarios do tipo transudato. As lesdes
macroscopicas caracteristicas, como parede intestinal espessada, mucosa com aspecto
de circunvolugdes cerebrais, encontram-se predominante em ileo, valvula-ileocecal e
jejuno (25). Ocorre ainda, a formagdo de vasos linfaticos dilatados e de aspecto
varicoso, linfonodos subjacentes aumentados de tamanho com presenca de liquido
leitoso aos cortes € ou pontos brancos na superficie de corte. As lesdes concentram-se
em ileo, valvula-ileocecal e jejuno devido a maior quantidade de placas de Payer e alta
concentragdo de células M, o que torna o local de predilecao do MAP (38). No entanto,
com a progressao da doenga ocorre a disseminagao ao duodeno distal, ceco e colon e de
forma multifocal o reto. Ainda, em casos mais avangados, ha mineralizagdo da aorta

abdominal, semilunares da aorta e serosa do rumen (9).
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Os achados histopatoldgicos demonstram, infiltrado inflamatoério granulomatoso
difuso, que abrange a lamina propria da mucosa, placas de Peyer, submucosa, vasos
linfaticos e linfonodos mesentéricos. O infiltrado ¢ composto por macrofagos,
macrofagos epitelioides, formacao de células gigantes tipo Langhans e infiltrado
linfoplasmocitario variavel (48). Comumente, bacilos alcool acidos resistente (BAARs)
estdo presentes associados aos macrofagos (11), células gigantes ou dispersos na lamina
propria entremeados ao infiltrado inflamatorio. No entanto, podem variar em sua
concentracdo e até mesmo ndo ser evidenciados pela coloracdo de ZN por eventual
rompimento da membrana citoplasmatica (43). Na forma disseminada, ocorre a
migragdo para outros 6rgios, tais como: figado, rins, pulmdes e trato reprodutivo (49). E
possivel, ainda, ocorrer atrofia e fusdo de vilosidades intestinais, linfangiectasia,
linfangite granulomatosa, endolinfangite e perilinfangite, perineurite dos plexos de
Meissner e proliferacdo fibroblastica, que, por vezes, esta associada a infiltrado
mononuclear multifocal (9).

O agente etiologico pode ser identificado pela imuno-histoquimica (IHQ) em
cortes emblocados em parafina em complemento a coloragdo de ZN, que possui
sensibilidade e especificidade inferior, mas de baixo custo, comparada a THQ (43).
Porém, por meio da técnica de IHQ ¢ possivel detectar os bacilos, pois ndao ¢ necessaria
sua integridade para o MAP ser marcado, com isso apresenta maior sensibilidade em
comparagdo com a coloracao de ZN, para a qual se faz necessaria a integridade do MAP
para ocasionar a coloragdo positiva (21).

Inumeras técnicas de diagndstico sao focos de estudos, dentre elas a técnica de
ELISA (28,50,51), Imunodifusdo em Gel Agar (8), Fixagdo do Complemento (52) e
Ensaio Microfluidico Associado a Beads (53) e a citometria de fluxo (54), as quais
avaliam de forma indireta, através da mensura¢dao de imunoglobulinas circulantes contra
o MAP. Utiliza-se, ainda, para avaliar a resposta celular individual, o Teste de liberagao
de IFN-Y (55), inoculagdo de Jonina intradérmica, intravenosa ou teste cervical

comparativo (50).

2.4. TRATAMENTO

A utilizagao de antimicrobianos para tratamento em animais de produgdo nao ¢

indicado, salvo casos extremamente especificos, por ser de elevado custo, e ocasionar
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residuos em carne e leite. Ainda, uma terapé€utica similar ¢ utilizada em humanos com
tuberculose (56) ¢ CD (57), além de propiciar desenvolvimento de bactérias
multirresistentes durante o tratamento em animais (58,59).

O tratamento com antimicrobianos gera apenas remissao dos sinais clinicos e
diminui¢do da carga bacteriana e ndo cura o animal, como também, a manifestacdo
clinica retorna ao cessar a terapia. Dessa forma, por ndo haver tratamento efetivo e a
caquexia ser progressiva, por vezes esses animais sdo destinados ao abate (60,61).
Contudo, realizar a eutandsia e necropsia de animais com a doenca ¢ a melhor conduta,
pois assim € possivel confirmar a suspeita clinica e impedir a entrada de animais com

alto nivel de MAP em suas fezes nos frigorificos (49).

2.6. CONTROLE E PREVENCAO

O controle da paratuberculose consiste em identificar animais positivos ¢
eliminé-los do rebanho. O critério de descarte pode ser feito por meio de analise dos
resultados de sorologia e identificagdo do MAP nas fezes. Na rotina, sdo utilizados
testes de ELISA para detec¢ao de imunoglobulinas e uma PCR para identificar o MAP
liberado nas fezes (62).

Com esses dois parametros disponiveis, o descarte de um animal do rebanho
pode ser feito associado a outros fatores que o predisponham ao descarte, tais como:
mastites, baixa produtividade, problemas de casco, entre outros. Da mesma forma em
que ocorre nas outras doengas, quanto menor tempo um bovino infectado permanecer
no rebanho, serd melhor para atingir os resultados esperados (63).

Os desenvolvimentos de métodos diagnosticos precoces para a deteccdo da
paratuberculose estdo em constantes pesquisas, porém, at¢ o momento sdo de custos
elevados, laboriosos e dessa forma nao os tornam factiveis de utiliza-los no controle do
rebanho (64,65). Em contrapartida, ¢ possivel identificar a paratuberculose com ensaios
de ELISA e PCR, tanto utilizados em conjunto como individuais. Entretanto, quanto
mais parametros mensuraveis de uma enfermidade estiverem disponiveis, melhor sera o
resultado no controle e preven¢do da doenga no rebanho (1).

O controle e a prevengao devem ser executados concomitantes, para que o
resultado seja positivo € motivacional para o produtor. Dessa forma, ¢ indicado que

ocorra a testagem em massa dos animais, eliminagdo dos positivos e suspeitos em
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isolamento, seguido de medidas de higiene e biosseguranca para mitigar os danos
causados pela enfermidade ja instalada na fazenda (66).

Nesse ambito, a compra de animais deve ser cautelosa, sempre testar animais
antes de introduzir na fazenda, mesmo que de propriedades livres do patégeno. Caso a
compra seja feita de locais sem o controle da paratuberculose, resultados laboratoriais
negativos devem ser interpretados com cautela, como também, quarentena mais restrita

a esses animais, seguido de novos testes periddicos (67—69).

2.7. PERDAS ECONOMICAS E PRODUTIVAS

Estudos recentes nos Estados Unidos da América abordam que as perdas
econdmicas envolvendo a paratuberculose, sdo estimadas em US $ 200 a 1.5 milhdes
por queda de produgdo e descarte precoce na industria de lacticinios (70). No Brasil,
como 2° maior rebanho bovino comercial do mundo, possivelmente esses prejuizos
sejam semelhantes (71).

Perdas em carcagas de bovinos aproximam-se de 17% a 31% em relagdo a
bovinos negativos (72). Enquanto que, a perda na producao leiteira apresenta-se em
1,87 Kg de leite/vaca/dia, o qual representa 5,9% do total da producdo anual da vaca
(73), podendo chegar até um decréscimo de 12% na producao leiteira (74). Os prejuizos
aumentam exponencialmente, se agregados as perdas por mastites clinicas das vacas em
lactagdo, ja que, em vacas infectadas com MAP a ocorréncia de mastites clinicas sdo
maiores (75,76).

Nesse contexto, ¢ evidente que os custos para controlar a paratuberculose sao
minimos, quando comparados aos prejuizos de manter animais positivos nas fazendas
(77). A implementacdo e execu¢do de um plano de controle do MAP na fazenda ¢ um
investimento a médio e longo prazo, com resultados obtidos por meio de maior

produtividade, lucratividade, sanidade e satude unica (70,78).

2.8. POTENCIAL ZOONOTICO

Desde a descoberta da doenga de Crohn, varios cientistas do mundo buscam
elucidar o envolvimento do MAP com essa enfermidade. Algumas teorias defendem que

o MAP ¢ apenas oportunista, outras que ele ¢ o agente etiologico (14). Entretanto, o
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MAP gera apresentacdes similares, mas ndo idénticas, nas diferentes espécies
suscetiveis, o que refor¢a a possibilidade de acometer humanos. A semelhanga da
histopatologia dessas duas enfermidades foi o que iniciou os estudos a respeito desta
provavel zoonose (79).

Atualmente, 0 MAP ndo ¢ classificado como zoonotico (19), entretanto ja foi
isolado de pacientes com a doenga de Crohn (5). Estudos sobre custos com a doenca de
Crohn, revelam valores aproximados em 9500 euros por ano, por paciente com a
doenga, ¢ ainda um aumento de 7% recentemente, devido a maior intensificacdo de
terapia anti-micobacteriana empregada (80).

Recentemente, casos de doenca de Crohn obtiveram sucesso com tratamento
semelhante ao utilizado na paratuberculose, o que evidenciou a importancia do MAP na
patogenia da doenca (57). H4 ainda, a possibilidade do envolvimento do MAP em
outras doengas, o que segue em estudos, como a colite ulcerativa, e de forma indireta,
outras enfermidades de extrema importancia em satude publica, contudo, possuem outro
viés, o mimetismo de epitopos, ocasionando doengas autoimunes, dentre elas: Sindrome
de Blau (81), Sarcoidose (82), Diabetes tipo 1 (83), Tireoidite de Hashimoto e Esclerose
Multipla (84).

2.9. DISTRIBUICAO DA DOENCA

A enfermidade estd presente em todos os continentes (19) e no Brasil ha relatos
da doenga em 11 Estados, sendo eles: Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
(RS), Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Paraiba, Goias, Para, Pernambuco
e Maranhdo (13). No RS, a paratuberculose ja foi diagnosticada em bovinos de leite
(8.,9), de corte (25) e em bufalos (31). Contudo, sdo escassos os estudos no RS, ja que,
em sua maioria, abordam surtos esporadicos da doenga em sua forma clinica e poucos
dados sao disponibilizados sobre aspectos epidemioldgicos da distribui¢do da doenca

neste vasto Estado.
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DETECTION OF ANTIBODIES IN MILK AGAINST PARATUBERCULOSIS IN MILK COWS IN RIO GRANDE
DO SUL

ABSTRACT

Bovine paratuberculosis causes incurable chronic diarrhea, decreased production and withering. It is
caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, a mycobacterine dependent mycobacterium,
mandatory intracellular, with slow replication in the host and high environmental resistance. In countries
that harbor the disease and quantify the damage, the losses are extremely high, directly and indirectly. In
order to implement a control program, obtaining local epidemiological data is essential. Thus, a
prospective observational cross-sectional study was carried out. Milk samples collected individually from
commercial farm cows were tested by an indirect ELISA and classified as negative, suspicious and positive.
The disease proved to be detected in two of the five mesoregions tested, obtaining 20 seroreactive cows
out of the 362 tested. Together with information from herds, it was found that expansion tank samples can
be used for screening and monitoring this disease, in addition to the size of the herd that contributes to

greater detection of positive cows.

Keywords: milk, epidemiology, diagnosis, MAP.
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DETECCAO DE ANTICORPOS NO LEITE CONTRA A PARATUBERCULOSE EM VACAS LEITEIRAS NO
RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

RESUMO

A paratuberculose bovina ocasiona diarreia cronica incuravel, queda da produgdo e definhamento. E
causado pelo Mpycobacterium avium subsp. paratuberculosis, uma micobactéria dependente de
micobactina, intracelular obrigatéria, com lenta replicacdo no hospedeiro e elevada resisténcia ambiental.
Em paises que abrigam a doenca e quantificam os prejuizos, as perdas sdo extremamente elevadas, de
forma direta e indireta. Para implementar um programa de controle, é fundamental a obten¢do de dados
epidemiolégicos locais. Assim, foi realizado um estudo prospectivo observacional transversal. Amostras
de leite coletadas individualmente de vacas de fazendas comercia foram testadas por um ELISA indireto e
classificadas como negativas, suspeitas e positivas. A doenga demostrou ser detectada em duas das cinco
mesorregides testadas, obtendo-se 20 vacas sororreagentes das 362 testadas. Juntamente com
informagdes dos rebanhos, foi verificado que amostras de tanque de expansdo podem ser utilizadas para
triagem e monitoramento desta doenca, além de que o tamanho do rebanho contribui para maior detecg¢ao

de vacas positivas.

Palavras chave: leite, epidemiologia, diagnéstico, MAP.
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1. INTRODUCTION

Paratuberculosis or Johne's disease (JD) is caused by Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), which causes progressive granulomatous enteritis (Ayele et al.,, 2005). It is an
infectious, incurable disease that runs with intermittent to continuous watery diarrhea, despite
normorexia and normothermia. There is a sharp drop in the body condition score progressing to cachexia

and death (Buergelt et al., 1978; Manning & Collins, 2001).

Cattle are the most affected by paratuberculosis, however other animals can develop the disease
in an identical or similar way (Balseiro et al., 2019; Dalto et al.,, 2012). Crohn's disease (CD) in humans is
similar to JD and MAP can be identified in patients with this disease (MCNEES et al., 2015; SECHI; DOW,
2015; FAWZY et al,, 2013). This possibility of the causal reaction of MAP and CD (Kuenstner et al,, 2015),
raises the losses caused directly and indirectly by the infection and dissemination of MAP by cattle, and

consequent human infection (Pillai et al., 2015; Timms et al,, 2016).

Paratuberculosis is gaining more attention worldwide (Kuenstner et al, 2017), due to direct
economic losses (Raizman et al,, 2009). Given the complexity of the disease, new studies show that more
physiological parameters undergo changes, such as: drop in production (Bates et al,, 2018; Raizman et al.,
2009), decreased reproductive rates (Garcia-Ispierto & Lépez-Gatius, 2016) and increased levels of
mastitis (Rossi et al., 2017; Wilson et al., 1995). These factors cause immense economic losses (GARCIA;

SHALLOO, 2015; BHATTARAI et al., 2013) .

Paratuberculosis is distributed worldwide, reported as present in Brazil (OIE, 2020), however,
studies are scarce. It is evident the need for epidemiological surveys to complement the data obtained in
the country so far. The State of Rio Grande do Sul (RS) is home to 1,554,909 (Alianga Lactea Sul Brasileira,
2020) lactating dairy cows belonging to commercial herds that sell milk to the industry. Thus, a disease
with this magnitude of impacts should be further explored in commercial dairy farms and their control

carried out.

The present study was carried out in five mesoregions in the State of RS, in which, previously, the
clinical form of the disease in the southeastern and metropolitan mesoregions was reported (FISS et al,,
2015; GOMES et al,, 2002; DRIEMEIER et al., 1999) . However, thus far, there is no information on the
epidemiological distribution of paratuberculosis in commercial herds without a history of the disease. Our
objective was to verify if paratuberculosis is detected in commercial dairy herds in different mesoregions

of RS and if the size of herds influences the detection of positive cows.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study population, sample calculation and sampling

This research was authorized by the UPF Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA), registered
under number 049/2019.

Milk samples were collected from lactating cows from commercial farms, which performed
regular milk control at the Service of Analysis of Dairy Herds (SARLE) of the University of Passo Fundo,
located in the North of the State of RS. The samples were processed, stored and a commercial ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) was performed to classify them as positive, suspicious or

negative for paratuberculosis.

To perform the sample calculation, the national prevalence average was 36.8% and 40.45% in
dairy cattle (Yamasaki et al., 2013). Thus, with the use of ELISA (sensitivity 85.3% specificity 95.8%), a

margin of error of 5% and reliability of 95% are attributed.

Thus, the following formula was used for the sample calculation (Pfeiffer, 2010):

 P(1-P)
DE

where:

Z - Standard normal distribution value corresponding to the desired confidence level (Z = 2.56 for 99%

confidence intervals). P - Expected prevalence. D - Maximum acceptable error in the estimate.

Using these data, a sample size of 357 animals to be collected is obtained. The collections were
carried out from the mesoregions with the largest population of lactating dairy cows, combined with the

sample collection of SARLE (Table 1).

The 362 samples collected from lactating cows are distributed in 68 dairy farms from five

mesoregions of the State of RS (northwest, northeast, central-eastern, southeast, southwest).

For the central-eastern and southwest regions the necessary samples were not obtained.
However, to compensate this sample number, the amount that was missing with the two regions with the
largest herd of lactating cows in the state (northwest and northeast regions) was collected, thus obtaining

a greater number of samples than estimated.
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2.2 Sample collection and storage

Samples from commercial dairy herds that were sent to SARLE were subjected to a simple
random draw. For the contemplated farms, another simple random drawing was carried out, to select 10
to 15% of the milk samples per herd. This process was carried out until the necessary sample quantity

was obtained. No disease history information was provided.

These samples were sent in bottles containing preservative (bronopol), maintained at a
temperature of 18 to 202C until arrival at SARLE. Of these, 2 aliquots of 1 ml each were collected and
stored in sterile plastic tubes of 2 ml. Immediately, centrifugation was carried out for 5 minutes at 2000
RPM. The obtained supernatant (fat) was discarded to facilitate the ELISA washing steps. Then, the
samples were pipetted and stored in 1 mL sterile plastic tubes, followed by freezing at -202C, remaining
for a maximum of 15 days until testing. The aliquots were thawed at 42C and subsequently maintained at

189C to perform the ELISA test.

2.3 Sample processing for ELISA

A commercial indirect ELISA (IDEXX laboratories, Inc., Westbrook, USA) was performed,
according to the manufacturer's guidelines, which included a pre-incubation step with Mycobacterium

phei to neutralize cross reactions (Selim et al.,, 2019).

In each ELISA test performed, double positive and negative controls were inserted, at the end of
the processing, the optical density values were measured at 450 nm and recorded. The results interpreted
as negative (A / P% < 20%), suspicious (20% <A / P% <30%) positive (A / P% = 30%). In this study, we
classified samples that were suspicious or positive (that is, samples in which there was an immunological

reaction to MAP) as seroreagent.

2.4 Statistical analysis

From the obtained variables (ELISA test), descriptive statistics was used to verify the frequency
(absolute and relative) of positivity regarding the analyzed regions. Still, Pearson's correlation was used to
verify the relationship between the size of the herd and the number of positive or suspect animals. For

this, we used the program R, in which values < 0.05 were considered significant results.

We developed a correlation analysis using the Pearson test. Results were evaluated and

correlated with data on farm location, herd size and positive and suspicious cows on the ELISA test.

3. RESULTS

Of the 362 cows tested, 14 were classified as positive, six as suspicious and the other 342 as negative to
the ELISA test (Table 2). Lactating cows from these sampled regions represent 5.52% of seroreactivity for
paratuberculosis, of the total samples tested. The 14 positive and six suspicious cows are distributed in 13
municipalities in the northwest and northeast mesoregions (Table 3). The 362 samples come from 36

municipalities in RS, their distribution is shown on a map (Figure 1).
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In the northwest mesoregion, of a total of 260 cows tested, 10 positive cows (3.84%) and four
suspicions (1.53%) were obtained, these belong to nine herds of different properties. Within the herds
that contained positive cows, it was estimated that 1.7% to 10% of the frequency with which the
antibodies could be detected. Counting positive and suspicious cows, that is, sororeactive cows, we

obtained a prevalence of 5.38% in this region.

In the northeast mesoregion, four positive cows (7.8%) and two suspicions (3.92%) were
obtained, in three different properties. When counting only farms with positive cases, these were

estimated between 2% to 10% of the frequency of detection of antibodies within the herd.

The cows from the other tested municipalities were negative to the ELISA test. Those
municipalities in which no positive results occurred, include: Acegua (southwest mesoregion); Turucu and
Pelotas (southeast mesoregion); Vacaria (northeast mesoregion); Rio Pardo, Sinimbu, Novo Cabrais, Santa
Cruz do Sul and Estrela (central-eastern mesoregion); Ibiruba, Taquarugu do Sul, Palmeira das Missoes,
Frederico Westphalen, Guarani das Missoes, Esperanca do Sul, Campina das Missdes, Independence,
Roque Gonzales, Pirapd, Porto Vera Cruz, Senador Salgado Filho, Sdo Paulo das Missdes, Nova Ramada,
ljui, Sdo Miguel das Missdes, Vitoria das Missdes, Augusto Pestana, Jdia, Boa Vista do Cadeado, Novo Xingu

and Rondinha (northwest mesoregion).

The correlation between the size of the herd and the number of positives was not significant (r = -
0,34; p = 0,51) for the northeast mesoregion. However, for the northwestern mesoregion the correlation
obtained between the size of the herd and the number of positives correlated positively (r = 0,74; p <
0,001). Thus, when correlating both mesoregions with positive cases (northwest and northeast) and

positive cases with the size of the herd, we obtained a positive correlation (r = 0,46; p < 0,001).

We also correlated all positive and suspected cases of herds in the northwest and northeast mesoregions
and obtained a positive correlation (r = 0,55; p < 0,001). In addition, a correlation was made between the
size of herds (northwest and northeast) with suspected cases, and as a result a positive correlation (r =

0,52; p < 0,001).

4. DISCUSSION

The detection of paratuberculosis in relation to all tested samples represents 5.2% (20 sero-
reactive cows) of the total. In herds with only one suspect cow, it is very likely that there are more
suspicious and / or positive cows. This is because we found a correlation in finding positive cows in herds

of suspicious cows, as well as correlating the detection of suspicious cows in herds with positive cows.

We found that bovine paratuberculosis is detected in only two mesoregions in RS. Our initial hypothesis
was that the disease would be present in all studied mesoregions. However, as the sample calculation was

lower in the regions classified as negative, it is possible that this fact may have contributed to this result.
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In addition, we obtained data regarding the number of lactating cows per herd, in which the differences
between the mesoregions and the forms of epidemiological presentation were verified. The correlation
made with the northeast mesoregion did not obtain significant results, although the sample number was
statistically sufficient. In this region, herds were more heterogeneous and fewer herds were sampled, facts
that contribute to the fact that the correlation between the sizes of herds and positive cows is not

significant.

However, the northwestern mesoregion correlated significantly and positively. Thus, a correlation of the
larger the herd is the greater the detection of antibodies against paratuberculosis. This information is
similar to US herd data (Corbett et al., 2018), despite the fact that RS herds are mostly family owned and

have fewer animals when compared to herds in the USA.

When assessing the correlation of both northwest and northeast mesoregions with the size of the herd
and the number of positive cows, the correlation obtained is positive and significant. In this context, we
obtained positive cows in herds smaller than 30 lactating cows, as well as in herds with more than 100
lactating cows. However, the positive correlation in detecting cows in larger herds is robust and expected

to occur, especially with this disease.

These facts show that the size of the herd is not a primary factor for the detection of paratuberculosis in
dairy cows, but a larger herd contributes to greater detection, as the sampling is performed by the
population proportion of the herd. This information brings the importance of the present study, as it
emphasizes the similarity with studies carried out in other countries (Lombard, 2011) and demonstrates

parameters of the presentation of paratuberculosis (Selim et al., 2019).

The mesoregions that were negative in all tests were also those with a smaller sample size, due to
the smaller herd of lactating cows. This lower sample number may have interfered with the negative
result, highlighting the importance of further studies in these regions. Since, cases of clinical
paratuberculosis were reported in a mesoregion classified as negative in our study, the southeastern
mesoregion (Fiss et al.,, 2015) and the metropolitan (Driemeier et al., 1999) region not addressed in our

study.

Detection of cows positive for paratuberculosis on the ELISA test ranged from 5.5 to 90.09%
within herds, which makes the implementation of disease monitoring and screening by expansion tank
samples reliable (Lavers et al., 2014). Expansion tank samples are very useful for checking the initial
status of the disease on a large scale and subsequently testing all herds with positive / suspicious tank
samples. In this way, it is possible to screen the entire commercial herd and evaluate the results to start a

control program, developed specifically for the reality of the farms.

In the northwest and northeast mesoregions, seroreactivity of 5.38% and 11.76%, respectively, was
obtained. Both regions combined result in 17.14% of seroreactive dairy cows, and in these regions cows
over 36 months old comprise 552,078 heads. Thus, in absolute numbers, these regions should house a

total of approximately 94,626 milking cows seroreactive to the ELISA test for paratuberculosis. These
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numbers indicate a warning signal for local livestock, since this work is restricted only to dairy and
lactating cows. In this sense, it is likely to rise in a percentage of positive animals, when testing all

categories of dairy cattle in the state.

n 2019, a dairy herd of 1,135,498 cows produced 4.27 billion liters of milk in the year (EMATER, 2019).
The 94,626 sero-reactive cows estimated in our study, represent 8.33% of the total lactating cows in the
State. In this perspective, these percentages of seroreactive cows may be producing up to 12% less of their
productive potential (Bates et al,, 2018). This decrease in production results in an estimated loss of
approximately 355 million liters / year. In addition to this amount of milk, 8.33% of the total produced,
with the possibility of containing viable MAP, which can also be mixed with milks free of this pathogen,

since there are no tests for this pathogen in the industry (MAPA, 2018).

5. CONCLUSION

Thus, paratuberculosis is likely to be endemic in the northwest and northeast mesoregions, but
with a low incidence, which makes it attractive to implement a disease control program. The detection of
MAP immunoglobulins in milk is a promising, safe and economical tool for screening and monitoring
farms. The sample size per herd was not essential for the detection of positive cows for paratuberculosis,

however herds with more cows are likely to be detected positively.
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Table 1. Relationship of the stratification of the number to be collected, carried out from the mesoregions

and their lactating cows herd, according to available data (Alianca Lactea Sul Brasileira, 2020).

Mesoregion Number of cattle % of total Projection Collected
Northwest 923,459 67.2 239 260
Northeast 163,279 11.89 43 51
Central-eastern 136,485 9.94 36 20
Southwest 78,271 5.7 21 11
Southeast 71,44 5.3 19 20
Total 1,372,934 100 357 362
Table 2. Detection of paratuberculosis in the different mesoregions of RS.
MESOREGIONS NUMBER OF TESTED COWS  POSITIVE  SUSPICIOUS SERO-REAGENTS%*
NORTHWEST 260 10(3.84%) 4(1.53%) 14(5.38%)
NORTHEAST 51 4(7.8%) 2(3.92%) 6(11.76%)
SOUTHEAST 20 0 0 0
CENTRAL-EASTERN 15 0 0 0
SOUTHWEST 11 0 0 0
TOTAL** 362 14(3.92%) 6(1.68%) 20(5.6%)

* Sero-reagents comprise animals that in the analyzed sample obtained antibodies classified as suspect or

positive.

** Calculations expressed in this line were performed with the totality of tested samples.



35

Table 3. Municipalities in which cows with paratuberculosis were detected, the respective amounts of
positives, suspects, negatives and sero-reagents and their distributions within the sampled herd.

% SERO- LACTATING
MUNICIPALITIES REGION POSIT SUSP  NEGAT REAGENTS COWS/HERD
AGUA SANTA NORTHWEST 1 0 17 5.5 120
AGUA SANTA NORTHWEST 1 0 3 25 29
BOZANO NORTHWEST 1 0 5 16.6 40
IBIRAIARAS NORTHWEST 0 1 2 33.3 30
[JUI NORTHWEST 1 0 3 25 30
NOVO BARREIRO NORTHWEST 1 0 2 33.3 25
MARIANO MORO NORTHWEST 0 1 19 5.26 135
MARIANO MORO NORTHWEST 1 0 0 90.09 11
PASSO FUNDO NORTHWEST 3 2 20 20 196
RONDA ALTA NORTHWEST 1 0 6 14.28 47
NOVA PRATA NORTHEAST 1 1 2 50 32
SAO JORGE NORTHEAST 1 1 14 12.5 110
SERAFINA
CORREA NORTHEAST 2 0 2 50 33

5.26% -

TOTAL 11 2 14 6 95 90.09% 838

Sero-reagents comprise animals that in the analyzed sample obtained antibodies classified as suspect or

positive
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Figure 1. Detail in the lower left corner highlighting the location of Rio Grande do Sul (RS)
in Brazil. Enlarged map, State of RS where the location of the municipalities where milk
samples were obtained is highlighted. Municipalities are classified as negative (blue),
suspicious (yellow) and positive (red). In places with suspicious and positive cows, a positive

denomination on the map prevails (red color).



37

4. CONSIDERACOES FINAIS

O artigo apresentado no capitulo 1 ¢ parte de um macroprojeto em fase inicial, o qual
tem por objetivo gerar conhecimento sobre a paratuberculose bovina tanto em nivel regional
como nacional e internacional. Nesse sentido, os resultados aqui demonstrados fornecem

valiosas informagdes e, ainda, podem ser tteis internacionalmente.

Dessa forma, temos informagdes sobre a enfermidade de maneira mais ampla e um
retrato fidedigno da realidade da pecudria leiteira do Estado. Espera-se que com essas
informagdes, programas de controle possam ser iniciados, tanto por meio de testes de tanque
de expansdo como testes individuais por animais. A metodologia aqui empregada, utilizando
amostras de leite, demonstra o quanto pode ser agregado valor as amostras de rotina das
propriedades, além de facilitar as coletas e acelerar o processo de controle da paratuberculose

nos rebanhos.

O fato de ndo testar e nao diagnosticar doengas de rebanho, com receio de obter
resultados positivos, ndo faz com que as doencas deixem de existir, apenas conforta os olhos

de quem vé e subtrai das quantias que nao as contabiliza.
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