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Resumen El reciente aislamiento de Mycobacterium paratuberculosis de lesiones de pa-

cientes con enfermedad de Crohn (EC) reavivé el interés en el posible origen
micobacteriano de esta enfermedad. Sin embargo, las evidencias inmunolégicas acumu-
ladas en favor de esta hipdtesis son poco sdlidas. La respuesta especifica en la EC po-
dria estar enmascarada por el amplio cruzamiento antigénico que existe entre
micobacterias. En este estudio se aplicé un procedimiento propuesto para develar la pre-
sencia de anticuerpos anti-M. paratuberculosis en la enfermedad de Johne bovina: la
absorcién de los anticuerpos con reactividad cruzada mediante la preincubacién de los
sueros con M. phlei. Se cuantificd por enzimoinmunoensayo IgG anti-M. paratuberculosis
en 90 muestras de suero de 17 pacientes con EC, 23 con colitis ulcerosa (CU) y 14 con
otras patologias intestinales (OP). Muestras de 86 individuos sanos, con tuberculosis,
micobacteriosis 0 micosis sirvieron como control. Se comparé los resultados con los ob-
tenidos con antigenos de M. avium y M. tuberculosis. Se observé una discreta reactividad
humoral a micobacterias en pacientes con EC, CU y OP. Las alteraciones fueron de muy
escasa magnitud y frecuencia en relacién con las observadas en pacientes con tubercu-
losis, micobacteriosis y micosis. La absorcion de los sueros no develé una presunta res-
puesta especifica en la EC. Tampoco se detectaron elevaciones en los niveles de
anticuerpos de pacientes analizados periédicamente. Estos datos no agregan evidencia
sélida a la hipdtesis del origen micobacteriano de la EC.

La enfermedad de Crohn consiste en una in- completo. Durante la dltima década esta hipote-

flamacion granulomatosa del tracto gastroin-
testinal de etiologia desconocida y su diagnosti-
co se basa en la asociacion de una serie de ca-
racteristicas clinicas, radiolégicas, endoscopicas
e histopatolégicas?. Si bien Crohn et al.” la iden-
tificaron definitivamente como una entidad diferen-
te de la tuberculosis intestinal, la idea de su ori-
gen micobacteriano nunca fue desechada por
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sis ha resurgido a raiz del aislamiento de
Mycobacterium paratuberculosis a partir de lesio-
nes de pacientes con enfermedad de Crohn. Los
microorganismos aislados eran bioquimica y
genéticamente idénticos al causante de la enfer-
medad de Johne bovina, que es un parasito obli-
gado intracelular y un patégeno estricto®. Suges-
tivamente, la enfermedad del rumiante consiste
en una reaccion granulomatosa transmural del
intestino cuyas localizacion e histopatologia pre-
sentan notables semejanzas con las de la enfer-
medad de Crohn's.

La busqueda de evidencias inmunoldgicas de
una etiologia micobacteriana ha atraido la aten-
cion de numerosos grupos de investigacion.
Grange et al ' hallaron niveles elevados de IgA
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e IgM reactivas contra BCG en pacientes con en-
fermedad de Crohn. En estudios mas recientes,
Wayne et al® también observaron eievacion de
IgA contra antigenos micobacterianos. Thayer et
al ** detectaron respuesta humoral a M. pa-
ratuberculosis, pero no contra M. tuberculosis ni
contra M. kansasii. Los resultados de estos es-
tudios contrastan con los de Blaser et al ®, Cho
et al®, Tanaka et al ** y Stainsby et al*, quienes
no hallaron evidencia de serorreactividad contra
antigenos de M. paratuberculosis. El andlisis de
la respuesta inmune celular, tanto in vitro de
linfocitos periféricos como de reactividad cutdanea
a antigenos micobacterianos tampoco arrojaron
datos concluyentes en esta enfermedad® '™ 20,
Las micobaclerias poseen antigenos amplia-
mente compartidos con otros miembros del gé-
nero, con otros microorganismos y aun con
eucariontes. Estas homologias limitan la espe-
cificidad de las pruebas que miden la respuesta
inmune del huésped'® y podrian ser responsables
de la ambigiedad de los resultados obtenidos en
la enfermedad de Crohn. Elsaghier et al.'' halla-
ron que un alto porcentaje de pacientes con esta
enfermedad eran serorreactivos contra proteinas
purificadas de M. paratubercuiosis altamente
inmunogenéticas. Un procedimiento mas simple
—frecuentemente empleado para develar res-
puestas especificas— consiste en la prein-
cubacién de los sueros en presencia de antigenos
capaces de absorber los anticuerpos con
reactividad indeseable. Yokomizo et al*® obser-
varon que la absorcion de sueros bovinos con M.
phlei —micobacteria no patégena de crecimiento
rapido— no afectaba los niveles de anticuerpos
especificos contra M. paratuberculosis, y elimina-
ba en cambio las frecuentes falsas reacciones
positivas de animales no infectados con esta
micobacteria. Recientemente se ha difundido un
enzimoinmunoensayo para el diagnéstico de la
enfermedad de Johne bovina basado en estos
hallazgos®®'. En el presente estudio se aplico este
método a sueros humanos con el objeto de ex-
plorar la respuesta humoral especifica a M.
paratuberculosis en la enfermedad de Crohn. Se
analizé la presencia de anticuerpos anti-M.
paratuberculosis en pacientes con esta enferme-
dad, se investigd su especificidad mediante ex-
perimentos de absorcion con M. philei y se com-
pararon estos resultados con los obtenidos con
antigenos de M. avium y M. tuberculosis.
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Poblacion y métodos
Poblacion

Fuercon investigados 54 pacientes atendidos en el
Servicio de Gastroenterologia de un Sanatorio de la ciu-
dad de Buenos Aires: 17 de ellos padecian enfermedad
de Crohin (B varones, 9 mujeres, edad media: 46,5, inter-
valo: 22 a 78 afos), 23 tenian colitis ulcerosa (17 varo-
nes, 6 mujeres, edad media: 55,3, intervalo: 27 a 70 afios).
Los 14 restantes tenian otras enfermedades intestinales
(B varones, 6 mujeres, edad media: 48.4; intervalo 25 a
74 anos) con los siguientes diagndsticos: colilis banal 7,
salmonelosis 1, colitis actinica 1, colitis isquémica 2,
pélipo de colon 1, sindrome post-gastrectomia 2. Excep-
to en dos casos de enfermedad de Crohn con localiza-
cidn ileal, el diagnéstico clinico-radiclégico de enferme-
dad inflamatoria crénica inespecifica del intestino fue con-
firmado por los hallazgos endoscdpicos e histopatolagicos
del material de biopsia segun criterios aceptados®. En 8
casos de enfermedad de Crohn se obtuvo evidencia
anatomopatoldgica definitiva a partir de la pieza de
reseccion quirargica. Los pacientes fueron incorporados
al estudio en diversos estadios de la enfermedad y bajo
diferentes regimenes terapéuticos. En todos los pacien-
tes se efectuaron examenes bactericlégicos para gérme-
nes comunes y parasitolégico de materia fecal. En todos
los pacientes se investigé la presencia de anlicuerpos
antimicobacterias en al menos una muestra de suero.
Ademas, en 9 pacientes con enfermedad de Crohn, en 8
con colitis ulcerosa y en 4 con ofras patologias intestina-
les fueron anaiizadas 31, 17 y 9 muestras de suero res-
pectivamente, obtenidas en sucesivas consultas durante
un periodo aproximado de 2 a 18 meses.

Muestras perfenecientes a 86 individuos sin patologia
gastrointestinal: 52 adultos sanos y 34 con enfermeda-
des causadas por micobaclerias y géneros relacionados
(19 casos de tuberculosis, 7 de micobacteriosis no
tuberculosa y 8 de micosis sisiémica, todos ellos confir-
mados por aislamiento e identificacion del agente
atiolégico) fueron también investigadas.

Métodos

Se analizé mediante enzimoinmunoensayo la presen-
cia de anticuerpos I1gG séricos contra M. paratuberculosis,
M. tuberculosis y M. avium. Los sueros fueron alicuotados
y conservados a -20°C hasta su ulilizacién, La determi-
nacién de anticuerpos anli-M. paratuberculosis se reali-
z6 sequn una adaptacion del método descrito para la
deteccion de anticuerpos bovinos®'. Brevemente, las pla-
cas de microtitulacion (Immulen |, Dynatech, Alex, U.S.A.)
fueron sensibilizadas con antigeno protoplasmatico de M.
paratuberculosis de origen comercial {(Allied Lab. Inc.,
Ames, lowa, U.5.A.) 0,035 mg/ml en solucion reguladora
de carbonatos 0,05 M pH 9.6. Los sueros fueron analiza-



dos pre y post-absorcion con Mycobacterium phlei segun
la técnica descrita por Yokomizo et a/ # a una dilucion
final 1: 100 en solucion reguladora de fosfatos, gelatina
0.2%, Tween BO 0,05%, pH 7.2. Los lavados se realiza-
ron con solucidn salina, Tween 80 0,05%. Como conju-
gado se empled proteina A peroxidasa (Sigma Co., St
Louis M. O.), en la dilucién éptima 1: 10.000 en solucién
reguladora de fosfalos gelatina 0,2%, Tween 80 0,05%,
segun lo determinado en titulaciones previas. El sustrato-
cromoégeno se prepard inmediatament antes de su uso
con 0,06 ml de una solucién “stock” 22 mg/ml de 2.2
azinobis (3 etilbenzotiazolin sulfato) (ABTS), 0,048 ml de
perdxido de hidrégeno 4,3% y 12 ml de solucion
reguladora de citratos 0,05M pH 4,0. Se detuvo la reac-
cion a los 20 minutos con dcido fluorhidrico 0,1 M pH 3,3.
Para el ensayo de anticuerpos anti-M. tuberculosis y anti-
M. avium se aplicd el método descrite con anterioridad®,
empleando como antigenos PPD M. tuberculosis H37 Ry
0,005 mg/ml y PPD M. avium 0,010 mg/ml respectivamen-
te. Los niveles de anticuerpos, expresados en valores de
densidad éptica (DO), fueron determinados a 405 nm en
un lector microELISA Titertek Multiskan MCC 1340. Cada
suero fue analizado al menos en dos oportunidades para
asegurar la reproducibilidad de los resultados y se regis-
tro el valor promedio de los mismos. El valor limite entre
positivos y negativos se calculé mediante la suma de dos
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desvios estandar (DS) al valor medic de DO obtenido con
los sueros de la poblacién de adultos sanos. Para el cal-
culo de la DO media de cada grupo de pacientes con cada
uno de los antigenos, de aquellos pacientes examinados
pericdicamente se considero el valor de DO obtenido en
la primera muestra de suero.

Resultados

La Tabla 1 muestra las DO medias, el rango
de valores obtenidos con los sueros de cada gru-
po de pacientes en los ensayos M. paratu-
berculosis, M. avium y M. tuberculosis y el valor
de DO limite entre positivos y negativos calcula-
do para cada ensayo. La frecuencia de valores
positivos observados en cada grupo de pacien-
tes para los distintos antigenos se presenta en la
Tabla 2. Los niveles mas altos de anticuerpos
séricos contra los tres antigenos, asi como las
méximas frecuencias de valores positivos fueron
obtenidos con los sueros de pacientes con tuber-
culosis, micobacteriosis y micosis. En el ensayo
con antigeno M. paratuberculosis, la pre-absor-
cion de los sueros con M. phlei no redujo sino que

TABLA 1.— Niveles de anticuerpos anti-micobacterias determinados por enzimoinmunoensayo en pacientes
con Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y otras patologfas intestinales y en sueros control

M. tuberculosis M. avium M. paratubercuiosis
pre-absorcién post-absorcidn

n DO+DS (p) DO+DS )] DO+DS (p) DO+DS (p)
Enf. de Crohn 17 0,13 +0,12{<0,001) 0,07 +0,03 (NS) 0,21+ 0,12 (<0,001) 0,11 + 0,07 (< 0,001)
Colitis ulcerosa 23 0,11 +0,07 (NS) 0,06+0,03 (NS) 0,13+0,15 (NS) 0,07 + 0,11 {< 0,005)
Otras patologias 14 0,10+ 0,03 (NS) 0,08 + 0,06 (< 0,001) 0,18 + 0,11 (< 0,001) 0,08 + 0,06 (< 0,001)

intestinales

Tuberculosis 19 0,59 + 0,49 0,20 + 0,16 0,56 + 0,39 0,40 + 0,33
Micobacteriosis 7 0,23+0,05 0,14 + 0,03 0,33 + 0,26 0,20 + 0,16
Micosis 8 0,39+ 0,39 0,22 + 0,12 0,45 + 0,34 0,32 + 0,32
Controles sanos 52 0,11+ 0,05 0,06 + 0,03 0,12 + 0,14 0,06 + 0,07
Valor limite 0,21 0,12 0,40 0,20

DO+DS: densidad 6ptica media + desvio esténdar

p: nivel de significacién con respecto al grupo de controles sanos

NS: no significativo

Valor limite entre resuliados positivos y negativos para cada ensayo calculado segun la formula: DO+2DS del grupo

de controles sanos
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TABLA 2.— Frecuencia de resultados positivos de anticuerpos IgG anti-micobacterias determinados por
enzimoinmunoensayo en pacientes con Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y otras patologias

intestinales y en sueros controi

M. tuberculosis M. avium M. paratuberculosis
pre-absorcion  post-absorcién
n positivos positivos positivos positivos
(%) (%) (%) (%)
Enf. de Crohn 17 3 (18,7 o (0,0 2 (12,5) 2 (12,5)
Colitis ulcerosa 23 1 (43) 0 (0,0) 8,7) 2 (87)
Oftras patologias 14 0 (0,0 3 (214) 1 (7. 1 (7.1)
intestinales
Tuberculosis 19 14 (73,7) 11 (57.8) 11 (57.8) 12 (63,1)
Micobacteriosis 7 4 (57,1) 6 (B857) (85,7) 3 (42,9)
Micosis 8 5 (62,5) 7 (87.5) 7 (87,5) 4 (50,0
Controles sanos 52 2 (3.8) 3 (5.8) 3 (58) 2 (3,8)
aumentd la frecuencia de valores positivos en Discusion

estos tres grupos control.

En pacientes con enfermedad de Crohn y en
aquellos con otras patologias intestinales los ni-
veles de anticuerpos dirigidos contra M. paratu-
berculosis resultaron significativamente mayores
que los de individuos sanos, tanto pre como post-
absorcion con M. phlei. Diferencias de menor sig-
nificacion fueron observadas en el grupo con
colitis ulcerosa. También se detectaron niveles
elevados contra M. tuberculosis en pacientes con
enfermedad de Crohn y contra M. avium en el
grupo con otras patologias intestinales. Se obser-
vo la mayor frecuencia de valores positivos para
M. tuberculosis y M. paratuberculosis en el gru-
po de pacientes con enfermedad de Crohn y para
M. avium entre los individuos con otras patologias
intestinales. Sin embargo, los niveles de
anticuerpos en la mayoria de estos casos positi-
vos excedian soélo discretamente el valor limite
calculado y no superaban el rango de DO del gru-
po de individuos normales. Se observo paralelis-
mo entre los resultados del mismo suero con los
tres antigenos, mas estrecho entre M. tubercu-
losis y M. paratuberculosis. No se registré varia-
cién significativa de los niveles de anticuerpos en
las muestras de suero de los pacientes analiza-
dos periddicamente.

La absorcion con M. phiei, permitio a Yokomizo
et al *® remover la reactividad cruzada de sueros
bovinos en pruebas inmunoenzimaticas con el
antigeno protoplasmatico de M. paratuberculosis,
aun aguella presente en sueros de animales
tuberculosos. En contraste, en el presente estu-
dio —el primero en nuestro conocimiento que
aplica este método a sueros humanos— M. phlei
no logré absorber la reactividad de los sueros de
los pacientes con tuberculosis, micobacteriosis o
micosis'’. Un similar fracaso de M. phlei en la
absorcion de reacciones cruzadas con M.
paratuberculosis fue constatado en nuestro labo-
ratorio con sueros de bovinos tuberculosos'.
Nuestras observaciones ponen en evidencia la
inmunodominancia de antigenos comunes a va-
rias especies patégenas y cuestionan la eficacia
de este procedimiento.

El parentesco antigénico y genético de M.
paratuberculosis con M. avium ha sido exhaus-
tivamente documentado' **%, Sin embargo, esta
relacion no se manifestd con nitidez en el presen-
te estudio. Se observd, por lo demas, un bajo
rango de respuesta a M. avium en los sueros de
todos los grupos analizados, aun en aquellos per-
tenecientes a pacientes con micobacteriosis,
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la mayoria de los cuales padecia enfermedad por
esta micobacteria oportunista. Cabe sefialar que
resultados similares fueron obtenidos en experi-
mentos previos por enzimoinmunoensayo con
otros tres PPDs M. avium de diversos origenes,
incluido el estandar internacional (datos no publi-
cados).

Los datos aqui presentados sugieren una dis-
creta tendencia a la reactividad humoral a M. tu-
berculosis y M. paratuberculosis en pacientes con
enfermedad de Crohn. Sin embargo, también se
observé cierta actividad humoral contra
micobacterias en los otros grupos con enferme-
dades intestinales y —tanto en la enfermedad de
Crohn como en estos grupos— las alteraciones
fueron de muy escasa magnitud y frecuencia con
respecto a las observadas en los pacientes con
tuberculosis, micobacteriosis y micosis. Ademas,
las expectativas de develar una presunta respues-
ta especifica en los pacientes con enfermedad de
Crohn mediante la absorcion de anticuerpos con
reaccién cruzada no se cumplieron. Por lo tanto,
estas observaciones no agregan evidencia sélida
a la hipétesis del origen micobacteriano de la en-
fermedad de Crohn.

Cabe destacar, sin embargo, que la respues-
ta inmune humoral a las micobacterias suele ser
débil, tardia e inconstante: se atribuye a factores
genéticos y a exposicion a micobacterias ambien-
tales la marcada diversidad en las respuestas de
diferentes individuos a antigenos micobac-
terianos'"'®, Estas imbricadas interacciones hués-
ped-parasito, aun no bien comprendidas, podrian
ser responsables de la exigliidad de evidencias
inmunoldégicas de asociacion entre infeccién por
micobacterias y enfermedad de Crohn acumula-
das hasta el presente. Por lo tanto —si bien el
hallazgo de una nitida respuesta inmune a
antigenos micobacterianos la habria validado—
resultados ambiguos o negativos como los del
presente estudio y los de varias publicaciones
previas no son suficientes para refutar la hipote-
sis en cuestion.

La aplicacion de modernas herramientas de
biologia molecular al estudio de esta presunta
asociacién etiolégica tampoco ha arrojado atn
resultados concluyentes. Secuencias gendmicas
especificas de M. paratuberculosis han sido de-
tectadas en lesiones de algunos de —si bien no
de todos— los pacientes con enfermedad de
Crohn examinados® '* %, Esos hallazgos reavivan
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la polémica acerca de uno de los multiples posi-
bles factores etiolégicos de esta enigmatica enti-
dad clinica.

Summary

Humoral response to mycobacteria in Crohn’ s
disease

The recent recovery of Mycobacterium
paratuberculosis from tissues of patients with
Crohn’ s disease has highlighted the possible
etiologic role of this microorganism in the disease.
However, the immunological evidence generated
by various groups supporting this hypothesis is as
yet inconclusive. A specific antibody response
might be masked in these patients by the wide
antigenic homologies prevailing within the genus
Mycobacterium. The present study was under-
taken with the purpose of exploring the humoral
response to M. paratuberculosis in patients with
Crohn’ s disease, by means of a cross-absorption
procedure recently proposed for unveiling the
presence of specific antibodies in bovine
paratuberculosis.

Antibodies 1gG to M. paratuberculosis were
investigated by enzyme-iinked immunosorbent
assay in 90 serum samples from 17 patients with
Crohn’s disease, 23 patients with uicerative colitis
an 14 with other bowel diseases. Samples from
86 subject without bowel disease (healthy individu-
als and patients with tuberculosis, mycobacterio-
ses and fungal diseases) were alsoc included as
controls. The specificity of these antibodies was
explored by the absorption of sera with an ubig-
uitous Mycobacterium (M. phiei). The results were
compared to those obtained by similar ELISA
tests employing M. avium or M. tuberculosis as
antigens.

A faint humoral response to M. paratuber-
culosis and M. tuberculosis was detected in pa-
tients with Crohn’s disease. Cross-absorption with
M. phlei did not disclose a specific response nor
was an increase in antibody levels detected in
patients studied periodically. Sera from patients
with ulcerative colitis and other bowel diseases
also showed a slight reaction to mycobacteria. In
addition, the antibody response in these three
groups was much less conspicuous in terms
of magnitude and frequency than that observed
in patients with tuberculosis, mycobacterioses
or fungal diseases. The results of this study do
not add evidence to support the hypothesis
that M. paratuberculosis does trigger Crohn’ s dis-
ease.
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