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Possible association between
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
infection and Crohn’s disease

Paratuberculosis is a chronic intestinal disease of animals caused by Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis (MAP), which has some pathological features
similar to Crohn’s disease (CD) in humans. The presence of MAP in food for human
consumption and in affected tissues of patients with CD has been detected. Therefore,
a causal association between this microorganism and the disease in humans, has been
postulated. However, several related studies have failed to confirm this hypothesis
and the scientific acceptance of MAP as a zoonotic agent remains controversial. This
review presents the main findings related to this issue, contrasting evidences for and
against an association between MAP and CD. The need to promote national studies
focusing on this area is suggested.

(Rev Med Chile 2011; 139: 794-801).
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nocida como enfermedad de Johne, es

una patologia causada por la bacteria
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), que se caracteriza por una lesién intes-
tinal crénica de cardcter proliferativa'. Debido a
las similitudes fisiopatolégicas entre la infeccién
de los bovinos y la enfermedad de Crohn (EC)
en el humano, una asociacién causal del MAP
con ambas patologias ha sido sugerida desde
hace algunos afios, lo que ha generado contro-
versia en la comunidad cientifica relacionada a
la transmisién inter-especies’?. En este trabajo
se revisan exhaustivamente los hallazgos mds
representativos y recientes que dan cuenta de
esta controversia, y se describen brevemente los
antecedentes en Chile que explican la necesidad
de realizar estudios en este dmbito.

l a paratuberculosis bovina, también co-
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El agente

MAP es un patégeno intracelular facultativo,
Gram positivo, dcido alcohol resistente, aerobio y
cuya temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C.
Con un tiempo de generacién mayor a 20 h, es una
bacteria de crecimiento lento que requiere varias
semanas de incubacién antes que sus colonias sean
detectables en los medios de cultivo'**. Como las
bacterias del género Mycobacterium, MAP posee
un genoma rico en nucle6tidos G+Cy su pared ce-
lular tiene un alto contenido de dcidos micdlicos.
Como caracteristica especie-especifica destacan su
dependencia del sider6foro micobactina para el
crecimiento in vitro y la presencia del segmento de
insercion 1S900 en su genoma, que se ha utilizado
para la deteccion especifica de este patogeno'”.

MAP es capaz de infectar una amplia variedad
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de especies animales, entre los que se destacan los
bovinos, ovinos, caprinos, camélidos, lagomorfos,
primates y carnivoros silvestres®’. También se ha
descrito infectando protozoos para sobrevivir a las
condiciones medio ambientales, donde desarrolla
una condicién de vida intracelular dependiente de
los mismos mecanismos de virulencia expresados
durante la infeccién del macréfago, su célula blan-
co en la infeccién del hospedero animal®.

La supervivencia intracelular de MAP se debe a
su capacidad de alterar la maduracién fagosomal,
evitar la acidificacion progresiva de este comparti-
mento y su posterior fusién con los lisosomas’, al
igual que otros agentes intracelulares facultativos
como M. tuberculosis, Salmonella enterica, Shigella
flexneri'y Brucella abortus'™"'.

La enfermedad en los animales

La paratuberculosis en los animales es de
distribucién mundial y tiene un impacto econ6-
mico considerable en la produccién pecuaria®'?,
debido a sus consecuencias en la disminucién
de la produccién lechera, mayor predisposicién
al desarrollo de otras patologias, menor valor
comercial de los animales y la eventual muerte de
estos’. La infeccion se transmite principalmente
por contacto entre animales a través de las heces
y por el consumo de calostro o leche proveniente
de un animal infectado®.

La patologifa consiste en una enteritis cronica
y linfoadenopatia mesentérica, que cursa con
signos histol6gicos en mucosa tales como for-
macién de granulomas dispersos que se localizan
generalmente a nivel de ileon, en los linfonodos
ileocecales o en la zona adyacente del colon'. En el
tejido intestinal es factible observar gran cantidad
de bacilos dcido alcohol resistentes a través de la
tincién de Ziehl Neelsen. El andlisis histopatolé-
gico demuestra la participacién predominante de
linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, que
pueden tener una distribucion difusa o localizada
dependiendo de la severidad de la infeccién. La
inflamacién granulomatosa se establece como
consecuencia de la produccién de citoquinas in-
flamatorias (tipo Th1), que llevan a la iniciacién
de la respuesta inmune celular del hospedero™'.

La cronicidad de la respuesta inmune, pro-
ducto de la infeccién por MAP, es favorecida por
la alteracién de mecanismos reguladores tanto
locales como sistémicos, que llevan a la formacién
gradual de granulomas'. Debido a lo anterior,
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es comun la ausencia de signos clinicos en el
hospedero durante un prolongado periodo de
tiempo antes de la aparicién de la enfermedad'. Las
lesiones granulomatosas afectan las vellosidades
del epitelio mucoso a nivel del ileon, generando
el sindrome de mala absorcién en los animales'.

La enfermedad en los humanos

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII)
comprende un grupo de patologias crénicas cuya
etiologia multifactorial no estd atn esclarecida del
todo'®. Entre ellas destaca la EC, caracterizada por
una inflamacién transmural que puede involucrar
segmentos de todo el tracto gastrointestinal, desde
la boca al ano. El principal sintoma es la diarrea
crénica e intermitente, usualmente acompanada
de hemorragia, fiebre, dolor abdominal, anorexia
y pérdida de peso. El trastorno de la permeabili-
dad intestinal, la mala absorcién y la consecuente
desnutricién resultan en una diversidad de ma-
nifestaciones clinicas, lo que obliga en algunos
casos al uso de nutricién parenteral™'”'8, A nivel
endoscépico es comun observar compromiso
en forma de parches, en donde dreas de mucosa
afectadas son intercaladas por dreas sanas. Debido
a que se trata de un dano transmural, la inflama-
cién abarca todas las capas de la pared intestinal,
comprometiendo incluso linfonodos mesentéri-
cos. Es caracteristico de la EC un aumento de la
proliferacion de las células endoteliales, debido a
procesos de neoangiogénesis y linfoangiogénesis,
lo que conduce a la obstruccién de vasos sangui-
neos y linfaticos’. Las lesiones granulomatosas
presentes en 30% de las biopsias son un signo
caracteristico, siendo su hallazgo microscépico
de utilidad en el diagnéstico diferencial de otras
enfermedades intestinales crénicas como la colitis
ulcerosal.

Debido al prolongado tiempo en que se desa-
rrolla la enfermedad y al componente inflamatorio
permanente que la caracteriza, se ha sugerido la
participacion de agentes bioldgicos capaces de es-
tablecer una infeccién crénica con una activacion
sostenida del sistema inmune a nivel intestinal.
Como factores predisponentes en pacientes con
EC se han documentado deficiencias en mecanis-
mos de defensa antibacterianos, polimorfismos
genéticos asociados a trastornos en los procesos
de autofagia, la activacién de componentes de
autoinmunidad y la pérdida de integridad de la
barrera epitelial®*.
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Entre los posibles agentes etiolgicos de EC se
han descrito bacterias como MAP, Helicobacter
spp, Pseudomonas spp y Yersinia spp, ademas
de la infeccién con el virus Epstein-Barr y otros
virus intestinales. Un factor que hace compleja
la asociacién causal con tales microorganismos,
es la significativa modificacién que presenta la
microbiota comensal intestinal de pacientes con
EC respecto de personas sanas, situacién que
puede contribuir a la severidad de la enfermedad
y determinar el éxito del tratamiento?»*2.

La hip6tesis de MAP como agente causal sur-
gi6 a partir de la identificacién de este patégeno
mediante aislamiento directo desde dreas intesti-
nales afectadas de pacientes EC. Esta cepa clinica
resulté ser patégena también para animales de
laboratorio y logré reproducir la paratuberculosis
en rumiantes inoculados experimentalmente?. Sin
embargo, desde entonces multiples estudios han
sido realizados para comprobar esta asociacidn,
con resultados variables en donde no siempre se
halogrado la identificacién de MAP en dreas com-
prometidas de pacientes enfermos y a la inversa,
también se ha detectado en zonas sanas’. Con
estos antecedentes, la obtencidn de conclusiones
definitivas se ha vuelto compleja y ha generado
controversia respecto a la asociacién de agentes
biolégicos y el desarrollo de esta enfermedad. A
pesar de ello, diversas investigaciones tanto en el
dmbito molecular como epidemioldgico resultan
interesantes de considerar para el esclarecimiento
de estas interrogantes.

La asociacion MAP-EC
A continuacién se detallan los tres aspectos

principales que vinculan a MAP con el cuadro de

EC en humanos.

1. Desde que fueron descritas tanto la paratuber-
culosis bovina como la EC, se ha reportado una
incidencia creciente de estos cuadros, estando
actualmente ambas enfermedades en una eta-
pa de diseminacién mundial>***. Ademas, el
aumento en la incidencia de paratuberculosis
en una zona geogrifica determinada se ha
relacionado a un aumento de la ocurrencia de
EC en los afios sucesivos”.

2. El desarrollo y masificacién de las técnicas
de biologia molecular en el diagnéstico de
los agentes biolégicos ha incrementado la
identificacién de pacientes humanos con EC
infectados simultdneamente por MAP. La
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presencia de la bacteria en estos pacientes es
significativamente mayor a lo observado en
personas sanas o enfermas de otras patologias
intestinales?. Esto mismo se ha reportado en
el cuadro de inicio temprano de la EC, donde
biopsias intestinales de nifios que presentan
esta enfermedad tienen una incidencia signifi-
cativamente mayor de MAP que nifios sin EC*.

3. Pesea que varios agentes bioldgicos podrian es-
tar involucrados en la etiologia de EC, MAP se
distingue por la generacién de una enfermedad
crénica mediante la induccién y mantencién
de una inflamacién basada en la respuesta
inmune celular, en un rango de distintos tipos
histolégicos y en diferentes hospederos, inclu-
yendo a los primates®"%.

A pesar de estas evidencias, la aceptacion
de MAP como agente etioldgico de la EC atin
se encuentra en discusion. Entre los problemas
que motivan la controversia, destacan el uso de
métodos indirectos para la deteccién del agente,
el escaso numero de bacterias observado en los
tejidos analizados, la incapacidad de algunos
grupos de investigaciéon para identificar este
patégeno en pacientes con EC’ y la existencia
de un amplio rango de prevalencias descritas de
MAP en seres humanos, que fluctdan entre 0 y
100%%°*2. Algunos estudios describen el empleo
de diversos métodos de diagnostico (aislamiento,
histologia, inmunocitoquimica y PCR), en los
cuales solamente lograron detectar esta bacteria
en tejidos animales utilizados como controles
experimentales, pero no en biopsias de personas
enfermas®*, lo que podria reflejar diferencias en
los protocolos experimentales empleados para la
detecciéon del agente. Sumado a lo anterior, las
células linfoides de pacientes con EC secretan
citoquinas de respuesta tanto celular como hu-
moral frente a la estimulacién con MAP, lo que
sugiere un papel modificador mds que causal de
la bacteria. De esta manera, MAP promoveria una
activacion inespecifica de la respuesta inmune que
puede afectar las terapias con anticuerpos anti-
TNF utilizadas en pacientes con EC pero que no
son concluyentes respecto de la asociaciéon entre
este agente y la enfermedad en las personas ».
Ademds, el uso de antibidticos con accidén sobre
MAP ha resultado controversial, siendo exitoso
s6lo en algunos casos®°.

Se proponen entonces algunas explicacio-
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nes que pueden dar cuenta de las discordancias
observadas. Por ejemplo, la escasa cantidad de
micobacterias en las lesiones analizadas se puede
deber a un tipo de infeccién paucibacilar, caracte-
rizada por una baja carga bacteriana en los tejidos
del hospedero, o bien a la seleccién equivoca de
muestras para aislamiento ya que serian otras dreas
de tejidos donde se concentran los bacilos. Esto,
porque la bacteria no sélo es capaz de infectar al
macré6fago sino que también infecta a las células
endoteliales y a los adipocitos. Por lo tanto, en
algunos casos seria mas probable detectar a MAP
en tejidos como los linfon6dulos mesentéricos,
los vasos sanguineos, los vasos linfiticos y en los
adipocitos que conforman el mesenterio’. Ademads,
la reseccién quirdrgica es un procedimiento sig-
nificativamente mds sensible que la biopsia en el
diagndstico de MAP, sugiriendo que en humanos
la bacteria podria localizarse en la capa submucosa
cercana alalesiéon, mds que en las células epiteliales
superficiales”.

Por otra parte, se ha reportado la existencia
de cepas de MAP con una pared celular reducida
o inexistente, conocidas como formas L, que no
se consideran dcido alcohol resistentes y por lo
tanto, son indetectables mediante la tincién de
Ziehl Neelsen, utilizada tradicionalmente para la
observacién de las bacterias del género Mycobac-
terium. Ademds, esta modificacion de la pared
celular de MAP disminuye su crecimiento en los
medios de cultivo especificos, pasando inadverti-
das cuando se ha intentado identificar en pacientes
humanos"??%%.

Las fuentes de infeccion al humano

A pesar de que MAP puede infectar diversos
tejidos de los rumiantes, la leche constituye el
mayor riesgo para la transmisién de la bacteria
al ser humano ya sea por la contaminacién de la
gldndula mamaria desde la sangre, por la mezcla
de leches limpias e infectadas a nivel de los es-
tanques de acopio, o bien por la contaminacién
de la leche con heces provenientes de animales
diseminadores*®*'.

De esta manera, la pasteurizacién corresponde
al procedimiento critico que disminuye signifi-
cativamente el riesgo de transmisiéon de MAP a
través de la leche. Sin embargo, el riesgo no se
elimina totalmente ya que la estructura de la pared
bacteriana, asi como la capacidad de este agente
de formar agrupaciones cuando se encuentra en
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suspension y en alta concentracion, le otorgan una
mayor resistencia a procesos de descontaminacién
de alimentos y en particular a la pasteurizacién de
la leche. Esto se traduce en la presencia de bacilos
viables en productos lacteos comercializados al pu-
blico, lo que puede constituir un factor relevante
en la epidemiologia de la EC*>*.

La exposicién también puede darse por la
contaminacién de otro tipo de alimentos, ya que
se ha detectado MAP en carnes bovinas, en aguas
de superficie, en lagos, en la tierra, en desechos de
planteles animales, en aguas servidas, etc., lo que
sugiere la existencia de maltiples rutas posibles de
infeccion para el ser humano”?*,

El diagnéstico de MAP

Para el diagndstico de la infeccién se han desa-
rrollado métodos para identificar el agente o bien
la respuesta inmune que genera en sus hospederos.
En cuanto a las técnicas que detectan la respuesta
inmune humoral, estas presentan niveles variables
de sensibilidad y especificidad debido a la tardia
seroconversion y la reactividad cruzada con anti-
genos de otras micobacterias®>*. En cuanto a la de-
teccion directa del agente, ésta se realiza mediante
el aislamiento bacteriol6gico o bien a través de la
identificaciéon del material genético. La prueba de
eleccion para el diagnéstico sigue siendo el cultivo
bacterioldgico, aunque requiere un prolongado
tiempo de incubacién para su interpretaciéon. Por
este motivo, se ha tratado de disminuir la exten-
si6n del ensayo mediante el sistema “Micobacterial
Growth Indicator Tube” (MGIT), que ademds ha
mejorado su sensibilidad®.

Con respecto a la deteccién del material ge-
nético, la hibridacién in situ y la prueba de PCR
se han constituido en las opciones mds utilizadas
en los distintos tipos de muestras estudiadas, in-
cluyendo leche, heces o tejidos, ademas de tejidos
fijados en formalina o embebidos en parafina**-'.
La secuenciacién del genoma completo de MAP
ha permitido la identificacién y descripcién de
diversos marcos de lectura especificos que se
constituyen en potenciales biomarcadores para
el diagnéstico de la infeccién en los hospederos
humanos y animales®*. Desde la aplicacién del
PCR en los estudios de MAP, la secuencia de
insercion 1S900 ha sido el principal blanco de
amplificacién utilizado, ya que sus 14 a 18 copias
en el genoma bacteriano permiten resultados de
alta sensibilidad. Aunque se ha reportado la exis-
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tencia de secuencias muy similares en organismos
no relacionados®?*, 1la 1S900 sigue considerdndose
de una especificidad aceptable como biomarcador
de MAP5,19,56,57.

La prueba de PCR, sin embargo, presenta
algunos cuestionamientos relacionados a su in-
capacidad de discriminar entre bacterias viables
y muertas que pueden o no estar participando del
proceso inflamatorio®. Por ello, se han evaluado
protocolos in situ que detectan el genoma bacte-
riano directamente en tejidos comprometidos,
otorgando evidencias sugerentes de la asociacién
MAP-EC™.

Como se menciond previamente, la seleccion
de la muestra es importante al momento de inves-
tigar la presencia de MAP en pacientes EC, debido
a la distribucion heterogénea y a la escases de
bacterias en la forma paucibacilar de la infeccién’.
Por lo mismo, una amplia variedad de muestras
distintas se han reportado en la literatura, des-
tacandose los tejidos intestinales, las biopsias de
nédulos linféticos, las células mononucleares de
sangre periférica y laleche**”°"*° La presencia de
bacterias en leche de mujeres lactantes ha sugerido
que MAP también se transmite por esta via en el
ser humano, al igual que lo descrito en animales®.

La situacion nacional

En Chile, la paratuberculosis en los animales es
una enfermedad endémica, habiéndose reportado
el aislamiento de MAP desde rebafios bovinos,
caprinos y ovinos® "y existiendo antecedentes se-
rolégicos que sugieren mas de 50% de los rebafios
bovinos lecheros afectados, similar a lo descrito en
Norteamérica y Europa?”®%. En nuestro laboratorio
se han realizado estudios durante los dltimos 5
anos, utilizando una prueba de Elisa (IDEXX®
Herdcheck) para detectar respuesta humoral en un
total de 775 muestras de bovinos, 869 de caprinos y
3129 de ovinos, obteniéndose tasas de reaccién de
13,4%, 9,8% v 3,1% respectivamente. Esto sugiere
una amplia diseminacion del agente en el ganado
criado entre las regiones de Valparaiso y del Maule,
comprendidas en estos andlisis.

En relacién a la EC en Chile, un estudio pre-
vio documenté que de un total de 282 pacientes
con EII atendidos entre 1990 y 2002, 181 de ellos
tenian colitis ulcerosa (70,15%) mientras que 57
presentaban EC (20,1%). Sin embargo, casi 70%
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de los pacientes con EC fueron diagnosticados en
la segunda mitad del periodo en estudio (1996-
2002), sugiriendo un incremento en la incidencia
de la enfermedad®.

Hasta hoy, no existe ninguna publicacién na-
cional en que se haya intentado establecer la pre-
sencia de MAP en los tejidos de personas con EC.

Conclusiones

MAP es el agente causal de la paratuberculosis
en animales, existiendo diversas evidencias que
sugieren su capacidad de infectar al humano y
participar en el desarrollo de la EC, enfermedad
con similitudes fisiopatoldgicas a la paratuber-
culosis de los animales. MAP esta presente en el
medio ambiente y puede contaminar diversos
tipos de alimentos por los cuales transmitirse al
ser humano y los animales. El aislamiento bacte-
rioldgico y la identificacién molecular del agente
en el tejido intestinal humano desde un porcentaje
importante de pacientes EC, dan cuenta de la
asociacion MAP-EC. Sin embargo, la causalidad
de esta asociacién es controversial debido a la
existencia de estudios que no han logrado detec-
tar MAP en personas enfermas, y porque el papel
especifico que tendria la bacteria en el desarrollo
de la patologia atin es desconocido. Si la presen-
cia de MAP es la causa o una consecuencia de
la pérdida de integridad epitelial en la EC, son
interrogantes que aun deben ser esclarecidas. En
Chile no se han desarrollado trabajos dirigidos a
dilucidar la asociacién MAP-EC, siendo de gran
necesidad y relevancia el establecimiento de una
red de investigadores que colaboren y permitan
abordar este problema.
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