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RESUMEN

El Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es el agente causal de la
enfermedad de Johne en rumiantes, una enteritis granulomatosa cronica y se ha sugerido
desde hace mas de un siglo el posible vinculo zoonotico del MAP como agente etiologico
de la Enfermedad de Crohn (EC) en humanos, debido, a las similitudes histopatoldgicas de
las dos enfermedades, sin embargo, alin no se ha establecido un vinculo etiologico del MAP
en la patogénesis de la Enfermedad de Crohn, con una etiologia que puede ser multifactorial,
las complicadas pruebas disganosticas y la dificultad del aislamiento por cultivo del MAP no
ha permitido dilucidar la asociacion causal del MAP y humanos con Enfermedad de Crohn.
Buscando dar respuesta a la pregunta ¢ Existe un vinculo etiolégico entre la paratuberculosis
y la Enfermedad de Crohn?, se realiz6 una investigacion documental critica y actualizada de
las evidencias cientificas expuestas en los dltimos cinco afios sobre lo hallazgos mas
representativos del posible vinculo de MAP en la etiopatogenia de la Enfermedad de Crohn,
se encontrd en alginos reportes de casos e investigaciones realizadas en este periodo de
tiempo la presencia de MAP en tejidos de pacientes con EC mediante distintas técnicas

diagnosticas confirmando la posibilidad que el MAP es un patégeno zoonético.



1. INTRODUCCION

La comunidad cientifica ha debatido por mas de un siglo el papel del Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis en la Enfermedad de Crohn en humanos, descrita como un
proceso inflamatorio crénico del tracto gastrointestinal, la controversia obedece a la similitud
de las lesiones anatomo-histopatoldgicas en animales infectados con la micobacteria, la cual
produce paratuberculosis en rumiantes, reportado también en otros animales domesticos y

silvestres y en humanos con Enfermedad de Crohn.

Alguno investigadores han sugerido que el MAP es un agente zoon6tico y que puede causar
una inflamacion intestinal cronica en bovinos como en humanos, sin embargo, no existen
pruebas diagnosticas sensibles que confirmen o descarten la asociacion de MAP con
enfermedad en humanos, la prueba oro para la deteccidén de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis se realiza por aislamiento de tejidos y posterior cultivo, debido a la

dificultad en el cultivo y al lento crecimiento de la micobacteria (Bosca et al., 2015.

Otros autores han sugerido que en la Enfermedad de Crohn median eventos autoinmunes y
no correlaciona el MAP como el agente causal, esta opinion que difiere de los microbiélogos
gue argumentan que el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis es un invasor
secundario en lugar de ser factor causal, no obstante, hay una creciente preocupacion en la
comunidad médica humana y veterinaria, ya que en la tltima decada han aumentado los casos
de humanos con Enfermedad de Crohn principalmente en paises desarrollados, la posibilidad
de identificar al MAP como agente zoondético obligaria a la implementacién de medidas

sanitarias enfocadas a la proteccion de la salud publica.



2. JUSTIFICACION

La paratuberculosis (PTB), conocida también como Enfermedad de Johne, es una patologia
de origen infeccioso, de curso cronico e incurable, causada por el Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis que coloniza al tracto gastrointestinal de diferentes especies
silvestres y domésticas principalmente en bovinos, se caracteriza por signos clinicos como la
diarrea persistente, emaciacion progresiva y muerte (Sergeant et al., 2019). En muchos
paises, la paratuberculosis es considerada endémica, esta inscrita en la lista del Cédigo
Sanitario para Animales Terrestres de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE),
su identificacion en los hatos es de reporte obligatorio y de notificacion a la OIE, esta
enfermedad ocasiona grandes pérdidas economicas en los sistemas de produccion bovina

siendo de mayor prevalencia en sistemas especializados de produccion lechera. (OIE, 2018).

Las lesiones anatomo-histopatoldgicas fueron descritas por primera vez en 1895 como una
gastroenteritis granulomatosa crénica en bovinos, en 1913 se describieron lesiones similares
en intestinos humanos (Garvey, 2018) debido a estas similitudes clinicas e histopatoldgicas
se ha relacionado el agente etioldgico de la paratuberculosis como el agente causal de la
Enfermedad de Crohn, generando controversia en la comunidad cientifica al sugerir una
transmision inter-especies, se ha llevado a cabo en los Gltimos afios investigaciones y meta-
andlisis de la literatura cientifica sobre el posible vinculo zoon6tico del MAP en humanos,
sin embargo, varios autores han manifestado limitaciones experimentales para establecer la
relaciéon del MAP como agente zoonético ya que las evidencias disponibles han sido
inconclusas para validar o refutar esta hipotesis, requiriendo mayor investigacion (Sechi y
Dow, 2015).

Esta monografia realiz6 una investigacion documental critica y actualizada de las evidencias
cientificas expuestas en los ultimos cinco afios de los hallazgos mas representativos sobre el
posible vinculo del MAP en la etiopatogenia de la Enfermedad de Crohn, asimismo, se

discutio sobre la situacion actual de la paratuberculosis en Colombia y se ilustré desde el



punto de vista del autor la respuesta inmunitaria local y la fisiopatologia de la

paratuberculosis en bovinos.

La preocupacion del potencial zoonético en la salud publica, ha llevado a nimerosos estudios
con el fin de mejorar las pruebas de laboratorio para la identificacion del agente etioldgico
en tejidos humanos, la creacion de nuevos tratamientos farmacoldgicos, vacunas; programas
de control y mejoramiento de la resistencia a la enfermedad en el ganado (Whittington et al.,

2017).



3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

e Compilar informacion critica y actualizada sobre las similitudes fisiopatoldgicas de

la paratuberculosis y la Enfermedad de Crohn y su posible relacion zoonética.

3.2. ESPECIFICOS

o llustrar la fisiopatologia de la paratuberculosis y la Enfermedad de Crohn basado en
la sintesis personal de la revision de literatura.
e Contribuir a la comprension detallada de la interaccion huésped-patégeno en la

paratuberculosis bovina.



4, MARCO TEORICO

4.1. GENERALIDADES

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) define la paratuberculosis o Enfermedad
de Johne, como una infeccion de origen bacteriano que afecta el tracto gastrointestinal
causando una enteritis granulomatosa cronica, proliferativa y contagiosa, con pérdida de
proteinas llevando a caquexia, emaciacion y muerte (Sergeant et al., 2019), afecta
principalmente a rumiantes domeésticos como bovinos, ovinos y caprinos, se ha descrito
también en otras especies como equinos, porcinos, lagomorfos, mustélidos, primates,
camélidos y carnivoros salvajes (Fawzy et al., 2018). Su agente causal es la bacteria
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) y esta en la lista del Codigo
Sanitario para los Animales Terrestres OIE, su identificacion es de declaracion obligatoria y
notificacion a la OIE (OIE, 2018).

Es de importancia en los hatos lecheros ya que la ocaciona pérdidas econémicas porque
compromete el bienestar animal, causa disminucion en la produccién lactea, genera
restriccion comercial en la industria ganadera en distintos paises llevando a pérdidas del valor
comercial de los animales infectados y a sacrificios prematuros (Raizman et al., 2009 citado
en Tracey et al., 2017). La comunidad cientifica ha sugerido una asociacion causal del MAP
con la Enfermedad de Crohn, debido a las similitudes fisiopatoldgicas entre las dos
enfermedades (Garvey, 2018). Se ha demostrado la capacidad del MAP de sobrevivir a la
pasteurizacion de la leche, a condiciones medio ambientales, al tratamiento de agua y a la
digestion anaerdbica, esto hace del MAP una bacteria ubicua en producciones ganaderas

donde se establece la infeccion (Pritchard et al., 2017).

Johne y Frothingham (1894) realizaron la primera descripcion de las lesiones anatomo-
histopatoldgicas de la Enfermedad de Johne, mientras, Twort en 1910 cultivd, aislé e
identifico el microorganismo en laboratorio e inoculo la bacteria en vacas logrando establecer
la enfermedad en condiciones experimentales cumpliendo asi con éxito los postulados de
Koch (Twort et al., 1912 citado en Kuenstner et al., 2017).



En 1913 se describid las caracteristicas patologicas de la Enfermedad de Crohn. (Dalziel,
1913).

4.2. CARACTERISTICAS DEL Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis

4.2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

El agente etiolégico Mycobacterium avium subesp paratuberculosis se clasifica
taxondmicamente en Bergey et al., (1923) (Thorel et al., 1990 citados en NCBI taxonomy,
2019):

Dominio: Bacteria

Phyllum: Actinobacteria

Clase: Actinobacteria

Subclase: Actinobacteridae

Orden: Actinomycetales

Suborden: Corynebacterineae

Familia Mycobacteriaceae

Género Mycobacterium

Subgénero: Mycobacterium avium

Especie Mycobacterium avium subesp paratuberculosis

La familia Mycobacteriaceae incluyen las bacterias patdgenas que causan la tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis) y la lepra (Mycobacterium leprae) en humanos, el
Mycobacterium bovis causante de la tuberculosis bovina; el Mycobacterium ulcerans
causante de la ulcera Buruli y el Mycobacterium avium que produce infeccidn en pacientes
inmunosuprimidos (Calderén y Gongora, 2008), el MAP es incluido en el complejo

Mycobacterium avium, junto con M. avium y M. intracelluare (McNees et al., 2015).



A nivel de subespecie el M. paratuberculosis puede diferenciarse fenotipicamente de M.
aviumy M. silvaticum por su dependencia de micobactina y genotipicamente por la presencia
de multiples copias de un elemento de insercion especifico de la especie (IS 900) en su
genoma y se ha utilizado para la deteccion especifica de este patdgeno mediante ensayos de

reaccion en cadena de la polimerasa o in situ (McNees et al., 2015).

4.2.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis mide aproximadamente (0,5 x 1,5
um), posee una pared celular gruesa, serosa e hidrofobica constituida por una capa interna y

externa que rodean a una membrana plasmatica (Castellanos, 2010).

La capa externa esta formada por lipidos que se asocian libremente con la pared celular, con
algunos acidos grasos de cadena corta y larga que complementan las cadenas cortas y largas
de la capa interna, los polisacaridos ligados a los lipidos asociados con la pared celular
externa consisten en lipoarabinomanano, lipomanano, lipidos como ftiocerol dimicocerosato,
dimicolil-trealosa (Hett y Rubin, 2008), la bicapa de fosfolipidos de la membrana interna
esta compuesta por tres componentes principales: un polimero reticulado de peptidoglicano,
un polisacarido de arabinogalactano altamente ramificado y acidos micolicos de cadena larga
que forman un complejo y se extiende desde la membrana plasmatica hacia afuera en capas
comenzando con un peptidoglicano y terminando con un &cido micdlico, este complejo le da
la caracteristica insoluble a la pared celular de las micobacterias (Figura 1), (Hett y Rubin,
2008; Abrahams y Besra, 2018).



Perdomo, 2019

Figura 1. Morfologia de las micobacterias (Pared celular).



Descripcion:

(A) capa externa esta constituida principalmente por: proteinas (2) con pequefias cantidades
de carbohidratos como glucopeptidolipidos (5) y solo una pequefia cantidad de lipidos
fosfolipidos (1) y triacilgliceridos Arabinomanano (3) dimlicolatos de trehalosa (4)
Monomilatos de trehalosa (6).

(B) Micomembrana: la parte externa de la micomembrana est& presumiblemente compuesta
de lipidos extraibles con solventes organicos, que incluyen fosfolipidos (1), dimlicolatos
de trehalosa (4) Monomilatos de trehalosa (6), glucopéptidos (5) y lipoglucanos.
Lipoarabinomananos (8), lipomanano (10), fosfatidil-mio-inositol-manosidos (15),
antigeno 85 (12) y porinas (11). La parte interna de la micomembrana contiene acidos
grasos de cadena muy larga &cidos micdlicos (7) que se esterifican al arabinogalactano
(9), que a su vez esta unido covalentemente a peptidoglicano (13). Un espacio
periplasmico (14) compuesto por proteinas que separa el peptidoglicano y la
micomembrana de la bicapa lipidica (C) compuesta por fosfolipidos (1) y proteinas (2)
en la cual se encuentran los lipoarabinomananos (8), lipomanano (10) y fosfatidil-mio-
inositol-manosidos (15).

Basado en: (Chiaradia, et al., 2017; Abrahams y Besra, 2018).

El peptidoglicano de las micobacterias es el componente principal de la pared celular y esta
formado por residuos de N- acetilglucosamina y &cido N- acetilmurdmico a través de enlaces
B (1 — 4) con cadenas laterales de aminoacidos entrecruzados por puentes, amidacion de los
acidos carboxilicos y residuos de glicina o serina, (Mahapatra et al., 2005), proporciona
forma y rigidez, contrarrestando la presion de la turgencia osmética siendo esencial para el
crecimiento y la supervivencia (Abrahams y Besra, 2018).

El arabinogalactano esta compuesto por residuos de galactosa y azlcar de arabinosa en forma
de anillo de furanosa, esté se une al peptidoglicano a través de una sola unidad, los extremos
no reductores de las cadenas de arabinano actan como un sitio de union para los restos de

acidos micolicos, succinilo y galactosamina (Abrahams y Besra, 2018).

Los é&cidos micdlicos son el componente distintivo final de la pared celular de las
micobacterias, son acidos grasos o de cadena larga a- alquil- B-hidroxil-ramificados que
contienen 70-90 atomos de carbono en total, con la rama o totalmente saturada de 24

carbonos y cadenas de meromicolato de 40-60 carbonos y una larga cadena a saturada de
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C24- C26, se unen a la capa de arabinogalactano, pero también forman otra capa externa
contribuyendo a la permeabilidad de la pared celular y es esencial para la viabilidad celular
y la virulencia (Liu et al. 1996; Hett y Rubin, 2008), aproximadamente el 25% del peso seco
de la micobacteria se debe a lipidos o glicolipidos y el 40% de estos, son moléculas de acidos
micolicos unidos al disacarido trehalosa (disacarido a—D-glucosa formado por residuos de
a—D—gluopirosanosil (1-1)-a—glucopiranosa), el cual actia como antigeno presente en

namerosas moléculas de micobacterias (Gorocica et al., 2005).

La capa rica en lipidos y carbohidratos de la pared celular sirve como barrera de
permeabilidad brindando proteccion contra compuestos hidrofilos siendo fundamentales en
la patogénesis y la supervivencia de las micobacterias (Castellanos, 2010), ademaés, su
composicion le brinda la capacidad de ser alcohol acido resistente (Niederweis et al., 2010
citado en McNees et al., 2015).

4.2.3. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

El Mycobacterium avium subespecie paractuberculosis no puede sintetizar la micobactina
que es un sideréforo quelante de hierro, requerido por la bacteria para la absorcién de hierro
férrico del medio, por tanto, no puede replicarse fuera del huésped animal convirtiéndolo en
patdgeno intracelular obligado para su replicacion (Boxtel et al., 1990; Atreya et al., 2014;
Bosca et al., 2015).

Las micobactinas son moléculas lipidicas de elevado peso molecular se unen al hierro, debido
a su insolubilidad en agua, estas estructuras altamente hidrofdbicas estan confinadas a la
membrana celular, presentes en las micobacterias excepto en Mycobacterium avium
subespecie paractuberculosis y algunas cepas de M. avium debido a la inactivacion del gen
mbtA en la secuenciacion del genoma completo del clon K10 el cual codifica la primera
enzima que actda sobre el &cido salicilico en la via de biosintesis de la micobactina (Li et al.,
2005; Castellanos, 2010), (Wang et al., 2015).

11



En cultivos la micobactina se obtiene como fuente de union a hierro de Mycobacterium phlei,

siendo factor de crecimiento esencial para el cultivo in vitro (Rathnaiah et al., 2017), no
obstante, se ha identificado una enzima reductasa extracelular que es capaz de movilizar el
hierro de diferentes fuentes como el citrato de amonio férrico, la ferritina y la transferrina por
reduccion del metal y podria suponer una alternativa para la captacion de hierro y un papel
en la evasion de los mecanismos de defensa intracelulares de los macrofagos que infecta el
MAP (Homuth et al., 1998).

El Mycobacterium avium subespecie paractuberculosis carece de fosfatasa alcalina y es
resistente a la D-cicloserina y la ansamicina, los requerimientos nutricionales para el cultivo
de MAP como detergentes, triglicéridos, acidos palmitico y oleico, albdmina sérica bovina,
yema de huevo o dioxido de carbono pueden potenciarlo, el glicerol es la fuente de carbono
mas utilizada, pueden también utilizar hidrocarburos, especialmente alcanos (excepto
metano), &cidos grasos derivados, alcoholes, cetonas, y &cidos mono-, Di- o tricarboxilicos,
la fuente de nitrogeno preferida es la asparagina, Entre los minerales, los macroelementos
que requieren en grandes cantidades son potasio, magnesio, azufre y fésforo, mientras, los
microelementos y oligoelementos son hierro, zinc, manganeso, y molibdeno, muchas veces

afiadidos al medio como impurezas (Ratledge 1982 citado en Sevilla, 2007).

4.2.4. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

El MAP es una bacteria aerobia intracelular facultativa, Gram-positiva, inmavil, clasificado
en el grupo 111 de Runyon como no fotocromdgenos (Runyon, 1959) y de crecimiento lento
(por su baja actividad metabdlica) con un tiempo de generacion de méas de 20 horas, la
temperatura optima de crecimiento es de 37°C, el pH optimo entre 5,4 y 6,5 y es acido-alcohol
resistente (Niederweis et al., 2010 citado en McNees et al, 2015).

La micobacteria es resistente al calor, al frio y a la desecacion, puede sobrevivir por extensos
periodos en el suelo por mas de un afio (OIE, 2019), en el agua esterilizada puede sobrevivir

9 meses y 163 dias en agua de rio, mientras en agua corriente con pH no neutro hasta 14
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meses (Sevilla, 2007), es ubicuo en el ambiente y puede conservar su capacidad infectante
en pastos contaminados mas de afio, es susceptible a pH alcalino y a altas concentraciones
de calcio en suelo (Zapata et al., 2008), en heces puede sobrevivir hasta los 246 dias, en
materia organica hasta 287 dias y entre 21 y 28 dias durante la digestion anaerdbica en
biodigestor (Sevilla, 2007), también se ha demostrado la capacidad del microorganismo de

sobrevivir a la pasteurizacion de leche (Pritchard et al., 2017).

Es sensible a desinfectantes en suspension acuosa como el amonio (3%), el formol (5%),
compuestos cresdlicos (1:32), el fenol (1:40), el bicloruro de mercurio (1:1000), el

hipoclorito calcico (1:50), el cloro, cianamida célcica o el etanol (Sevilla, 2007).

En medios de cultivo se requiere varias semanas de incubacion para detectar crecimiento de
colonias (Lambrecht et al., 1988 citado en Rathnaiah et al., 2017), en medios solidos las
colonias son pequefas, firmes, convexas, humedas y de color blanco-crema, pero algunas
cepas pueden presentar colonias mas lisas, suaves y brillantes no pigmentadas (Sevilla, 2007)
y depende de la presencia de Tweens (solucidn tensioactiva no idénica utilizada como

suplemento en diversos medios de cultivo).

4.25. GENOTIPIFICACION

La genotipificacion puede usarse en el estudio de la genética de poblaciones, la patogénesis
y la epidemiologia molecular, incluida la vigilancia de enfermedades y la investigacion de
brotes, sin embargo, en la actualidad, la caracterizacion de MAP depende principalmente de
las pruebas genéticas que utilizan marcadores genéticos como los elementos de insercién, las

secuencias repetitivas y los polimorfismos de un solo nuclettido (Fawzy et al., 2018).

Cuando se aisl6 por primera vez MAP fue clasificado segin las caracteristicas
epidemioldgicas y fenotipicas en el huésped describiéndose dos tipos, TIPO C (bovino) y
TIPO S (ovino), posteriormente se propuso una nueva nomenclatura basada en los analisis

filogenéticos; estableciendo tres grupos: tipo | (cepas [S]), tipo 1l (cepas [C]) vy tipo 111 (cepas

13



intermedias) (Castellanos et al., 2009), los tipos I y 111 son cepas aisladas frecuentemente en
ovinos y los subgrupos del tipo Sy tipo 11 corresponden a las cepas aisladas en bovinos del
cual se tiene dos subgrupos denominados tipo Cy tipo B, este ultimo fue aislado en bisontes
y catalogados recientemente, el tipo de bisonte indio y el tipo bisonte USA (Bryant et al.,
2016; Fawzy et al., 2018).

Los métodos para la tipificacion molecular de las cepas MAP han proporcionado informacion
importante sobre la diversidad genética y sus relaciones evolutivas, permitiendo dilucidar la
transmision entre especies y dentro de las especies (Mdbius et al., 2008), los analisis basados
en el elemento de insercién 1S900 (IS900 RFLP) que tiene una longitud de 1.451 pb, presente
exclusivamente en 10-20 copias en el genoma de MAP, se ha empleado de forma méas extensa
en investigaciones al ser un elemento de insercion especifico de MAP y revela las
caracteristicas de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) para los tipos I, 11 'y IlI
(Castellanos et al., 2008), también se ha utilizado métodos de anélisis para la diferenciacion
de las lineas de MAP de los tres subtipos (bovinos, ovinos y bisontes) y las preferencias de
huésped, el analisis mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y restriccion de
endonucleasas (PCR-REA) del locus IS 1311 de MAP (Sohal et al., 2014; Mohammad et al.,
2016)).

En un estudio realizado en Corea aplicaron tres métodos de tipificacion molecular, (IS 1311
PCR-REA, MIRU-VNTR y MLSSR) en un andlisis epidemioldgico de MAP mostraron que
los genotipos de tipo bovino y tipo bisonte coexistian en las granjas bovinas coreanas y que
las cepas de tipo bisonte se distribuyeron en todo el pais, su amplia distribucion en el pais
coreano tiene un significado importante en el aspecto epidemioldgico (Park et al., 2018), en
el continente americano también se ha reportado cepas de MAP tipo bisonte en varios paises
aisladas de especies domésticas y en algunos animales silvestres lo que sugiere que las
especies silvestres tienen el potencial de propagar el MAP, no obstante, se requiere estudios
epidemioldgicos detallados para aclarar la relacion entre dos especies hospedadoras (Sohal
etal., 2014).
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4.2.6. FACTORES DE VIRULENCIA Mycobacterium avium subespecie

paratuberculosis

Aln con los avances tecnolégicos en genOmica, protedmica y bioinformatica, la
identificacion de factores de virulecia de las micobacterias es un desafio, debido a la falta de
un fenotipo claramente asociado con la virulencia, estos factores de virulencia se identifican
como fragmentos de DNA, se identifico una familia de 4 o operones de entrada de células
de mamiferos (Mce) mammalian cell entry por sus sigas en ingles, ( mcel, mce2, mce3 y
mce4 ), cada operon consta de 8 genes que se traducen a proteinas en la superficie celular
de las micobacterias que le confieren la capacidad de ingresar a las células de los mamiferos
y sobrevivir dentro de macrofagos. (Singh et al., 2016) estos operones fueron reconocidos
por primera vez en Mycobacterium tuberculosis (MTB), sin embargo, estos genes estan
distribuidos en todo el género Mycobacterium (Hemati et al., 2018). Los transportadores
Mce son complejos multi-proteinas considerados funcionalmente analogos a los
transportadores ABC que desempefian un papel en la virulencia y funcionan en la captacion
de lipidos, el gen Mce4 es necesario para la captacion de colesterol, siendo el colesterol un
nutriente importante en la infeccion por micobacterias, la acumulacién de proteinas de union
al colesterol, colesterol y esfingolipidos en la membrana plasmatica crea plataformas ricas
en lipidos llamadas balsas lipidicas que facilitan el ingreso a la célula, la sefializacion y la
interaccion célula-patogeno; la evidencia sugiere que el Mcel es responsable de la
importacion de acidos micélicos y acidos grasos de cadena larga, por lo tanto estos factores
de virulencia son necesarios para en ingreso de las micobacterias a la célula y su
supervivencia en ambientes intracelulares ricos en lipidos, esto sugiere un fuerte vinvulo
entre las proteinas Mce y el colesterol (Perkowski et al., 2016). EI gen MAP2191 es un operdn
miembro de mce5, que tiene naturaleza antigénica potencial y epitopos inmunogénicos de
células T y B especificos para MAP (Perkowski et al., 2016; Singh et al., 2016; Hemati et
al., 2018)

Las proteinas PE (Prolina-acido glutamico) y PPE (Prolina-prolina-4cido glutamico) se cree
gue desempefian un papel importante en la infeccién antigénica e inmunolédgica de MAP,

estds son proteinas acidas ricas en glicina que se identifican por sus dominios especificos

15



(Pro-Pro-Glu y Pro-Glu) Con frecuencia contienen secuencias polimorficas repetitivas
(PGRS) y multiples copias de las principales repeticiones tandem polimdrficas, se piensa que
estas proteinas se expresan en la superficie celular y proporcionan la variacion antigénica que

provoca diferentes respuestas inmunologicas en las micobacterias (Li et al., 2005).

Otro factor de virulencia descritos es la proteina de shock térmico 70 (HSP70) esta proteinas
pueden iniciar respuesta proinflamatoria en las células presentadoras de antigenos y facilitan
el plegamiento y despliegue de proteinas citosolicas, se reporta la expresion diferencial de
HSP65 y HSP70 durante las diferentes etapas del desarrollo de la paratuberculosis, lo que
sugiere que podrian actuar como marcadores en diferentes etapas de la infeccion (Okuni et
al., 2017), la HSP parece jugar un importante papel con respecto a la proteccién celular,
ademas de haber sido probada su utilizacion para producir una vacuna (Koets et al., 2006
citado en Sevilla, 2007).

Otra proteina de superficie celular de 35 kDa, denominada proteina de membrana principal
(MMP) encontrado M. leprae y mas tarde en M. avium y M. paratuberculosis (Bannantine et
al., 2003), esta codificada por MAP2121c que es un antigeno micobacteriano localizado en
la superficie que es reconocido por células de humanos y de bovinos infectado con
micobacterias, se ha demostrado que favorece la invasion de células epiteliales bovinas
(Bannantine et al., 2007).

El gen pstA esta involucrado en la virulencia de MA participando en la biosintesis de
glucopeptidolipidos (GPL), el gen inicia con un operon que contiene dos genes grandes que
codifican sintetasas peptidicas no ribosomicas (pstA y pstB) que incorporan cuatro
aminoéacidos (Phe, Thr, Ala y alaninol) en las moléculas del lipopéptido central y también

participa en la formacion de biopeliculas en M. avium (Wu et al., 2009; Ghosh et al., 2013).

El factor sigma alternativo (SigH) demostré ser importante para la supervivencia de
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis dentro de los macr6fagos bovinos
activados con interferén gamma (IFN-y) (Ghosh et al., 2013).
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4.3. VIAS DE TRANSMISION DEL Mycobacterium avium subespecie

paratuberculosis

4.3.1. TRANSMISION HORIZONTAL (FECAL-ORAL)

La principal via de transmision es fecal-oral, siendo los terneros los mas propensos a adquirir

la infeccion por contacto con los pezones contaminados (Figura 2), la leche, los pastos, los

piensos, la tierra, el agua y otras superficies. Al-Mamun, et al., (2017).

i,
)

70
S "}5‘]’" ios,

ettt g, "
ll'

—d
mﬁﬁﬁ ’,: / 2 - = (Perdomo 2019)

\l"‘ "
Perdomo, 2019

Figura 2. Principal via de transmisién de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis
en terneros (ruta fecal-oral).
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Transmision de MAP a terneros se da principalmente por ingestion de bacterias, a través de
la ruta fecal-oral mediante el consumo de leche contaminada por un alto nimero de MAP
en las heces, calostro y leche. (Al-Mamun, et al., 2017).

La dosis infecciosa oral en rumiantes varia desde 1.5 x 10°/ UFC la méas baja que produjo
incfeccion detectable a las tres semanas posterior a la inoculacion, también, se citan dosis
mas altas de 2.5 x 10'° UFC produciendo una infeccion tisular mas amplia y una posterior
diseminacion a sitios extraintestinales, estos estudios apoyan la hipotesis de que la mucosa
intestinal ileal y yeyunal es el portal primario de entrada de MAP (Sweeney et al., 2006).

Corbett et al., (2017) evaluo la excrecion fecal en terneros inoculados por via oral con MAP
y detect6 de 7 a 10 dias post inoculacion MAP en muestras fecales, los terneros infectados
fueron alojados grupalmente con terneros sanos y encontraron que “las nuevas infecciones
por MAP se produjeron debido a la exposicion de terneros sanos con terneros infectados”,
Corbett et al., (2018) evaluaron también 3 dosis de inoculacion (dosis alta [1 x10'° UFC],
dosis moderada [5 x 108 UFC] y dosis baja [1 x 108 UFC]) de MAP en terneros recién nacidos
infectados experimentalmente y concluyeron que la excrecion fecal de MAP se ve afectado

por la frecuencia de exposicion y no por la concentracion de la dosis infecciosa.

La excrecion de MAP puede verse afectado por la frecuencia de exposicion, la respuesta
inmunitaria y el grado de infeccion en los tejidos, se requiere dilucidar los mecanismos detrés
de la translocacion de MAP a la luz intestinal y subsiguiente excrecion en heces (Ayele et
al., 2004; Mortier et al., 2014, Stinson et al., 2018).

Se han reconocido dos tipos de animales excretores de MAP, los que tienen un aumento de
UFC en el tiempo, se caracterizan por una excrecion continua y progresiva, su respuesta
inmune humoral es detectable y progresiva y estan los que no presentan un aumento de UFC
en el tiempo, estos se caracterizan por una excrecion intermitente y baja en heces, con
ausencia de respuesta inmune humoral detectable (Schukken et al., 2015). Otros autores
sugieren 3 categorias: los animales intermitentes (sin infeccion progresiva), los animales

jévenes persistentemente infectados que controlan parcialmente la infeccién (infeccion
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progresiva lenta) y los animales persistentes de edad avanzada que no controlan la infeccion

de forma efectiva (infeccion progresiva) (Mitchell et al., 2015).

En cuanto a los intervalos de excrecion de MAP hay gran diferencia en los intervalos de
excrecion, que varian en animales infectados experimentalmente e infectados naturalmente,
probablemente lo afecte los diferentes mecanismos patoldgicos, la respuesta inmune, las
dosis infecciosa y la via de ingreso, otras consideraciones proponen vias diferentes de la
enfermedad, ya que las infecciones naturales suelen estar inactivas hasta que un evento
impulsa un cambio en el intervalos de excrecion, mientras la patogénesis en afecciones
experimentales se caracterizan por una infeccion activa y progresiva con diferentes etapas
(Mitchell et al., 2015).

4.3.2. TRANSMISION HORIZONTAL (CONTACTO SEXUAL)

Los macrdfagos infectados pueden transportar MAP por sangre a otros sitios del cuerpo como
el Utero, el feto, la glandula mamaria y los testiculos, que son tejidos diana para la infeccion,
un estudio longitudinal de la distribucion de MAP, encontrd una correlacion positiva entre la
aparicion de MAP en semen y en sangre indicando que la diseminacién se produce a traves

de la via sanguinea (Munster et al., 2012)

El aislamiento de MAP en prostata, glandula bulbouretral, glandula seminal y semen en
bovinos se ha reportado desde 1965 (Tunkle y Aleraj, 1965; Ayele et al., 2004; Fechner et
al., 2015; Fechner et al., 2017), este semen contaminado puede infectar a la hembra y
contribuir a la infeccion por MAP en la etapa temprana del desarrollo embrionario (Larsen
et al., 1970 citado en Ayele et al., 2004), Eppleston y Wittington, (2001) evaluaron si el
semen de 11 carneros con la Enfermedad de Johne adquirida naturalmente podria contener
MAP, los resultados confirmaron la presencia de la bacteria en 3 (27%) de 1os |1 animales
evaluados, no obstante, la fuente del microorganismo no fue determinada en la investigacion,
los autores indicaron que el MAP podria ser trasmitido por ruta vaginal en las ovejas durante
el apareamiento natural o por el semen contaminado en procedimientos de reproduccion

artificial, sin embargo, en la mayoria de estudios previos, se han encontrado bajas
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concentraciones de MAP en el semen de toros infectados, tal vez limitado por factores como
la capacidad de la micobacteria, para establecer la infeccion por ruta vaginal, se requieren
mas estudios para considerar la via de transmision sexual como riesgo en las producciones

ganaderas (Fechner et al., 2015).

Se ha estudiado si el MAP podria diseminarse desde el tracto gastrointestinal a los érganos
reproductivos en toros infectados naturalmente, se aisl6 de una muestra de semen la
micobacteria mediante cultivo por 25 semanas de incubacion y fue analizado mediante la
técnica gPCR para la secuencia de insercidn 1S900. (Ayele et al., 2004) Nueve muestras de
semen analizadas por gPCR para 1S900 de MAP fueron positivas y se observé una amplia
distribucion extraintestinal de la bacteria. (Khol et al., 2010) La dosis minima detectable
para andlisis en PCR fue de 102-10° MAP/ ml de semen (Miinster et al., 2012).

La importancia de evaluar la presencia de MAP en el semen para fines de reproduccion radica
en que los donantes pueden ser portadores asintomaticos y existe riesgo de trasmision venérea
de la enfermedad (Fechner et al., 2017). Ademas, la bacteria puede sobrevivir a la
congelacién y al tratamiento con antibidticos, se requiere de técnicas sensibles de laboratorio
para identificacion de la bacteria con el fin de reducir el riesgo de llevar la enfermedad a
paises libres de MAP (Khamesipour et al., 2014).

4.3.3. TRANSMISION VERTICAL

Un modo de transmisién vertical de MAP, se da a través de la ingestidn de leche contaminada
y calostro, los terneros alimentados con calostro de madres infectadas, tienen mas
probabilidad de adquirir el MAP, sobre los factores que influyen en la cantidad de excrecion
de MAP en leche la literatura no es muy amplia y puede verse influenciada por la etapa de

infeccion y los dias de lactancia (Sweeney et al., 1992; Ayele et al., 2004; Stabel et al., 2014).
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El MAP migra en los macréfagos intestinales infectados a nddulos linfaticos mesentéricos
conduciendo una diseminacién hematégena o linfatica de la bacteria, esta diseminacion
puede llegar a la leche, sangre, semen y otros tejidos extraintestinales como nédulos linfaticos
supramamarios (Sweeney et al., 1992; Chiodini, 1996; Ayele et al., 2004), algunos estudios
indican una fuerte correlacion entre la excrecién de MAP en leche o calostro y el estadio de
la enfermedad, mostrando que cuanto mas avanzado es el estadio mayor es la probabilidad
de detectar la bacteria por los diferentes métodos analiticos (Stabel et al., 2014). Al parecer
la ubre es un sitio favorable para la replicacion de MAP, no se ha evaluado el mecanismo de
supervivencia de los bacilos en la ubre, pero esta proporciona un medio rico en proteinas de

union al hierro como la lactoferrina (Buergelt y Williams, 2004).

El aislamiento de MAP en tejido mamario, nddulos linfaticos supramamarios y en la leche
podria dar lugar a la transmision de MAP a animales sanos (Stabel et al., 2014). En un estudio
obtuvieron cultivos positivos, de 77 muestras de leche, 9 (11,6%) fueron positivos y de 81
muestras de nddulos linfaticos supramamarios en 22 (27%) se aislé el microorganismo; la
probabilidad de excrecion de la bacteria en leche es mayor en animales con una infeccion
avanzada y podrian excretar el MAP por esta via, los autores concluyeron que la
concentracion de microorganismos en las muestras analizadas fue baja (2-8 UFC por 50
mL/leche) y el riesgo de infeccion seria multiplicado por los litros de leche consumido por
un ternero al dia (4 litros por dia) (Sweeney et al., 1992). Otro estudio aisl6 la bacteria de
leche cruda bovina, evaluadas por PCR (limite de detencion 1000 UFC/mL de leche) y
cultivo en laboratorio (limite de detencion 100 UFC/mL de leche), siendo més sensible el
método de cultivo (Giese y Ahrens 2000) (Singh y Vihan, 2004)

El andlisis para determinar la prevalencia de MAP en leche, presenta dificultades debido a
que la bacteria es de crecimiento lento y puede tardar hasta 20 semanas para ser observada
en medio de cultivo, siendo inaplicable para analizar la leche antes de su procesamiento y
consumo humano, el PCR es una técnica mas rapida, de en leche, tiene limitantes debido a
sustancias inhibitorias de la leche y requiere una adecuada preparacion para asegurar la
reaccion de la PCR con el fin de maximizar la sensibilidad (Boddien et al., 2006), otras

técnicas como (ELISA) también ha sido empleada para el analisis de la leche, pero diversos
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estudios mostraron una alta variacion y no deben usarse como prueba de deteccion de MAP
(Hirst et al., 2002; Buergelt y Williams, 2004; Khol et al., 2013). En la Elisa se pueden
producir falsos positivos y también puede tener una sensibilidad reducida en los animales
infectados que aun no han alcanzado una fase de produccion de anticuerpos, se debe tener en
cuenta las caracteristicas individuales de la vaca y la respuesta inmune, por lo que los
resultados de ELISA en leche deben examinarse mas alla de una clasificacion positiva o
negativa, cada diagnostico va acompafiado de ventajas y limitaciones como el costo, la
eficiencia y el equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad de la prueba (Beaver et al.,
2017).

4.3.4. TRANSMISION VERTICAL (FETAL)

Algunos estudios cientificos aceptan la transmision vertical de MAP de la vaca al feto
(Pribylova et al., 2013), la ruta de transmision fetal ha sido evaluada desde 1929 (Munster et
al., 2012) y al parecer la transmision al feto puede ocurrir con mayor frecuencia en el Gltimo
tercio de la prefiez, mientras otros autores sugieren que entre los 60 y 70 dias de prefiez, al
parecer, en vacas infectadas sin signos clinicos la infeccién fetal se desarrolla con una

frecuencia mas baja que la reportada en vacas con signos clinicos (Kruip et al., 2003).

La infeccidn experimental se ha desarrollado al inocular la bacteria en Utero a una dosis de
(5x10® UFC/5 mL en Solucidn salina) mediante un equipo de inseminacion artificial (Merkal
et al.,, 1982 citado en Munster et al., 2012), estas concentraciones son mayores a las
reportadas en semen (10%-10° UFC/mL) (Pieper et al., 2014).

En cuanto a la posibilidad de transmision de MAP por transferencia de embriones bovinos
fertilizados in vivo e in vitro en animales sanos hay pocos estudios, estudios sobre el tema
evaluaron embriones obtenidos de donadoras asintomaticas infectadas naturalmente con
MAP y de donadoras no infectadas, encontrando que “la transferencia de embriones in vivo
y embriones fertilizados in vitro infectados con MAP no evidencio la transmision de la

infeccion a las receptoras sanas o a la descendencia durante un periodo de 5 afios Bielanski
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et al., (2006). Otros investigadores indican que es poco probable que se trasmita MAP a
través de embriones en vacas sanas, se cree que la placenta epitelio-corial es impermeable a
la bacteria 42 a 49 dias después de la inseminacién y que la zona pelicida es una barrera de
proteccion efectiva para las células embrionarias contra la infeccion por MAP tambien es
poco probable antes de la etapa de desarrollo de los cotiledones que haya infeccion, pero no
se excluye la posibilidad de transmision en una etapa posterior a los 60 dias, estas
observaciones sugieren la posibilidad de salvaguardar embriones valiosos de animales

infectados en estadios tempranos de la infeccion (Rosenberger et al., 1992).

4.4. FISIOPATOLOGIA DE LA PARATUBERCULOSIS

El ingreso de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis se da principalmente por
la via oro-fecal a dosis infecciosas de MAP, que van desde 10° —10% UFC/g de heces, en
estudios experimentales 1.5 x 108 UFC via oral indujeron infeccion intestinal localizada,

mientras dosis mayores pueden ocasionar infecciones a otros tejidos (Gilmour et al., 1965).

La evidencia sugiere que las células M de la mucosa del ileon y yeyuno son el principal portal
de ingreso del MAP a través de endocitosis (figura 3), trasladando la micobacteria desde la
luz intestinal a la submucosa intestinal, alli el MAP sera fagocitado por macréfagos y células
dendriticas, donde sobrevivira intracelularmente y establecera una infeccion cronica,

iniciando la reaccion inflamatoria (Sweeney et al., 2006).
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Figura 3. Ingreso de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en células M y
estructura de las células M.

La ilustracion describe el ingreso por endocitosis de MAP a través de las células M
localizadas en la mucosa intestinal, en la bolsa basolateral el MAP sera fagocitado por
macrofagos y expresaran CMH 11 para la presentacion de antigeno a las células T CD4+y
Th, activando linfocitos B, que se diferenciaran en células plasméticas productoras de
inmunoglobulina A'y migraran a lo largo de la mucosa intestinal.

Adaptado de: (Kind et al, 2006; Sweeney et al., 2006).
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44.1. ETAPAS DE LA INFECCION POR Mycobacterium avium subespecie

paratuberculosis

La Enfermedad de Johne cursa con cuatro estados definidos en relacion con la severidad de
los signos clinicos, el potencial para excretar MAP por las heces y la facilidad de detectar la
enfermedad empleando técnicas diagnosticas de laboratorio. Se cree que por cada caso
clinico avanzado de EJ en la granja, la probabilidad de animales infectados es de 25% (Tabla
1), solo el 15% al 25% de estos animales infectados es detectable y esta presentacion clinica

de la enfermedad tiene forma de Iceberg (Whitlock y Buergelt, 1996).

Tabla 1. Estados clinicos de la Enfermedad de Johne (EI efecto Iceberg)

ANIMAL SIGNOS ANIMALES
ESTADO ETAPA AFECTADO CLINICOS AFECT(?;)DOS
I Infeccion sileciosa Terneros, Sin signos clinicos 15-35*
jévenes y
adultos
I Enfermedad subclinica Adultos Sin signos clinicos 10-14
(Progresiva portadores
asintomatica)
i Enfermedad clinica Adultos Diarrea intermitente, 4-8
pérdida de peso.
v Enfermedad  clinica Adultos letargia, debilidad y 1
avanzada emaciacion. El edema

intermandibular
*Algunos calculos indican que por cada 15 a 25 animales afectados, s6lo un animal se

detectara con la enfermedad avanzada (Adaptado de Whitlock y Buergelt, 1996).

Etapa 1 Infeccidn silenciosa: la infeccion por MAP puede suceder durante el periodo
perinatal, donde hay mayor susceptibilidad por un sistema inmune inmaduro, por lo que la
bacteria penetra la mucosa intestinal, la infeccidn se puede dar a través del calostro, la leche,

los pezones y los elementos contaminados con materia fecal (Begg et al., 2011). Después del
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ingreso del MAP se produce replicacion lenta de la micobacteria en la submucosa del ileon
y yeyuno, establecida la infeccion, esta se puede propagar a sitios extraintestinales cercanos
como nddulos linfaticos mesentéricos (Whitlock y Buergelt, 1996; Sweeney, 2011).

Etapa 2 Infeccion progresiva asintomatica: se da un aumento en el nimero de bacterias en
el tejido intestinal, generando una respuesta local inflamatoria, granulomatosa, caracterizada
por penetracion de linfocitos Th1, macrdéfagos y secrecion de citoquinas como gamma
interferdn e interleucina 12 y 2 (Begg et al., 2011), el progreso de la etapa 2, varia entre 2 a
10 afios posteriores a la infeccidn y los animales portadores no presentan signologia clinica,
esta etapa se reconoce como etapa de eclipse, donde los animales infectados pueden excretar
continua o intermitentemente MAP en leche y heces llegando a expulsar hasta 10 a 102
UFC/ por gramo de heces, estos animales asintomaticos son la principal fuente de infeccion
dentro del hato, Los rumiantes pueden progresar rapidamente a la etapa 3 por factores como
la edad, la concentracion y la frecuencia de las dosis infecciosas, factores genéticos, el estrés
ambiental, los factores nutricionales, el parto y la lactancia (Whitlock y Buergelt, 1996;
Sweeney, 2011).

Etapa 3 Enfermedad clinica: es nombrada como Enfermedad de Johne, esta etapa esta
caracterizada por una pérdida gradual de peso, diarrea, caquexia, emaciacion progresiva
acompariada de problemas reproductivos y disminucion en la produccion de leche (Fecteau,
2018), las lesiones a nivel intestinal son difusas y con gran nimero de bacilos cido—alcohol
resistentes, ademas de una diseminacion extraintestinal de MAP por via linfatica y sanguinea
a otros érganos como el dtero y la glandula mamaria, la reaccion inflamatoria crénica lleva
a una enteropatia, con pérdida de proteinas y mala absorcion, lo que desencadena el cuadro
clinico (Whitlock y Buergelt, 1996; Sweeney, 2011; Silva et al., 2013).

Etapa 4 Enfermedad clinica avanzada: en esta etapa final se presenta debilidad, caquexia,
emaciacion y diarrea crénica profusa, generalmente heces sin sangre y moco; la mal
absorcion y la perdida de proteinas en el intestino delgado lleva a presentacion clinica de
edema intermandibular (maxilar en botella), alta excrecion de MAP en heces, leche y calostro
y la muerte del animal (Whitlock y Buergelt, 1996; Silva et al., 2013; Fecteau, 2018).
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4.4.2. RESPUESTA INFLAMATORIA

La inmunologia del intestino involucra interacciones complejas entre bacterias y células del
huésped, los eventos locales se traducen en la defensa del huésped y desempefian un papel
importante en el desarrollo de las lesiones inflamatorias, el paso del MAP se da través de las
células M facilitado por la union a fibronectina e integrinas, estas son células especializadas
de la mucosa intestinal que estan asociadas a las placas de Peyer del ileon y yeyuno y son
encargadas de traslocar por endocitosis bacterias luminales y entregarlas a las células
dendriticas y macréfagos, las bacterias acceden al compartimento subepitelial de la pared
intestinal a través del transporte transcelular o paracelular de las células M. siendo la ruta
transcelular la m&s comin este es un evento importante en el manteniendo la respuesta
inmune adaptativa (Sigur et al., 2003; Sweeney et al., 2006) ademas, se ha reportado la
internalizacion directa de MAP a traves de células epiteliales por receptores tipo toll (TLR9
y NOD1) que son proteinas que reconocen patrones moleculares asociados a patogenos
relacionados con una respuesta inmune innata, otra posible via de ingreso descrita son las
células caliciformes (Golan et al., 2009; Pott et al.,2009).

Despues del paso por la barrera epitelial del MAP, las células dendriticas y macréfagos
fagocitan la micobacteria, donde persiste y se multiplica al interior de las células, la vida
intracelular prolongada de la micobacteria, es una caracteristica esencial de su patogenicidad
permitiendo el desarrollo subclinico de la enfermedad y su propagacion en el hato, la
progresion de la infeccion se da por la replicacion e infeccion a otros macrofagos, proceso
que puede estar limitado por la activacion respuesta inflamatoria intrinseca del animal
(Whittington et al., 2012).

La respuesta humoral por IgA en los animales infectados es mayor, lo que sugiere una
activacion inflamatoria adaptativa, ademas, una fuerte respuesta temprana de IFN-y es un
indicativo de animales resistente, a diferencia de animales con enfermedad clinica donde la
respuesta de IFN-y es retrasada (Silva et al., 2013) (Silva et al., 2018). EIl IFN-y es una
citoquina esencial en la respuesta inflamatoria inicial de la infeccion por MAP, la produccion

de IFN-y es superior en vacas infectadas por la respuesta de linfocitos Thl, que predominan
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al inicio de la infeccidn y en animales subclinicos, sugiriendo que la activacion Thl y mayor
secrecion de IFN-y son importantes en el control inmune del MAP (Cooper et al., 2003)
(Fernandez et al., 2017).

El IFN-y es producido por linfocitos CD4+, Th1l, células CD8+ y las células Natural Killer,
es necesario en la activacion de los macrofagos, limitando la expansion local de la
micobacteria en el intestino, los macrofagos activados de la forma clésica se polarizan a un
fenotipo M1, esta los capacita para hacer frente a microorganismos virulentos llevando a
codificacion de la enzima oxido nitrico sintasa 2, que convierte la arginina en 6xido nitrico,
generando peroxinitrito y radical dioxido de nitrogeno convirtiéndolos en destructores
bacterianos muy potentes, ademas, los fenotipos M1 sintetizan la enzima arginosuccionato
sintasa que recicla la citrulina, este sistema de reciclage de citrulina esta ausente en
macrofagos del fenotipo M2, la actividad fagocitica se ve aumentada por la activacion
clasica, lo que produce una mayor secrecion de citoquinas proinflamatorias e induce una
mayor expresion de moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad I1 (CMH I1) (Silva
et al., 2018; Fernandez et al., 2017). La activacion de células Thl, asi como de macréfagos
M1y la mayor produccion de IFN-y coincide con lesiones paucibacilares (menor nimero de
bacilos &cido-alcohol resistentes) focales con menor probabilidad de desarrollar lesiones
granulomatosas y de extension de la infeccion a nivel local, la respuesta inmune periférica

de IFN-y puede ser un reflejo de la respuesta inmune local (Figura 4) (Silva et al., 2018).
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Figura 4. Inmunopatologia de la paratuberculosis A.
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Descripcion: CM: células M, CP: células plasmaticas, LB: linfocito B, TH1: Linfocito TH1,
CD: células dendriticas, iNOS: sintetasa de oxido nitrico inducible, TCD4+: Linfocito
TCD4+, AMPs: péptidos antimicrobianos, LI: linfocito intraepitelial

Una secrecion menor de IFN-y se ha relacionado con lesiones multibacilares (mayor numero
de bacilos acido-alcohol resistente) difusas, caracterizadas por la activacion de células Th2
por la IL-1, la polarizacion de macrofagos de fenotipo M2 (alternativamente activados)
capacitados para la remodelacion de tejidos, asi como por una actividad presentadora de
antigeno limitada y una mayor disponibilidad de hierro con una produccién reducida de éxido
nitrico debido a que la polarizacion de M2 se acompafia de expresion de arginasa que
convierte la arginina en ornitina (Lugo et al., 2013). Los macr6fagos M2 expresan factores
de crecimiento CD163, calprotectina, 1L-10 asociada a granulomas fibroticos ademas de
Nramp-1 (proteina ubicada en la membrana del fagosoma que reduce la ruptura fagosomica),
los niveles altos de Nramp-1 estan relacionados con lesiones multibacilares por presentar
mayor numero de fagosomas formados por nimerosos bacilos &cido-alcohol resistentes
intracelulares y a la alta presencia de CD68 (ubicado en membranas lisosomales) indica

mayor numero de lisosomas libres (Figura 5) (Silva et al., 2018).

El reclutamiento de monocitos y la presencia de macrdéfagos inactivos se relaciona con
niveles altos de calprotectina, un complejo proteico citosolico que desaparece en macrofagos
activados y polarizados, este perfil se relaciona con mayor crecimiento intracelular de MAP
(mas macrofagos infectados), los M2 pueden presentar un estado de transicién a macrofagos
espumosos ricos en colesterol y lipidos, la presencia de este fenotipo puede tener
consecuencias perjudiciales para el granuloma como estructura protectora pues permite la
supervivencia y replicaicon intraclular del MAP ademas de la infeccion de macréfagos
reclutados, contribuyendo a la patogénesis de la paratuberculosis y, a la presentacion clinica
de la enfermedad (Fernandez et al., 2017).
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CM: células M, CP: células plasmaticas, LB: linfocito B, TH1: Linfocito TH1, CD: células
dendriticas, iNOS: sintetasa de oxido nitrico inducible, TCD4+: Linfocito TCD4+, MIA:
Macrofago infectado apoptotico, MI: macrofago infectado, AMPs: péptidos antimicrobianos,

LI: linfocito intraepitelial.

Los mecanismos innatos en la defensa del huésped frente a Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis involucran procesos cronicos y una respuesta celular fuerte, esta defensa es
liderada por células fagociticas mononucleares y linfocitos T CD4+ (Fayyazi et al., 2000).
En las primeras etapas, las micobacterias pueden ser eliminadas por macréfagos, si no se da
esta eliminacion, la contencidn de la infeccion se caracteriza por la formacion de agregados
celulares compactos y organizados llamados granulomas que son considerados una estructura
protectora que restringe y previene la diseminacién de la infeccion (Davis y Ramakrishnan,
2009; Ramakrishnan, 2012), estos granulomas concentran una variedad de células
involucradas en la infeccion por MAP tales como células dendriticas, macrofagos, linfocitos
T, linfocitos B, células natural killer, neutréfilos, células espumosas, células gigantes,
fibroblastos en el limite exterior y las células epitelioides que son macréfagos diferenciados
con caracteristicas de células epiteliales que desarrollan uniones interdigitadas estrechas
entre sus membranas celulares, son de gran importancia en la formacién y la dinamica de los
granulomas puesto que sin la formacion de este granuloma la diseminacion de las
micobacterias seria mayor (Ramakrishnan, 2012; Colleen et al., 2016; Fernandez et al., 2017)
(Figura 6).
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Figura 6. Estructura inflamatoria del granuloma*

*Se caracteriza por la agregacion compacta de células organizadas, con un exterior cubierto
por fibroblastos y una banda de linfocitos Th y linfocitos B, las células dendriticas, también
se asocian al granuloma, asi como, neutréfilos y células natural killer. La principal
poblacion de células son los macrofagos, estos se diferencian en macrdfagos epitelioides que

rodean el ndcleo necrético del granuloma y forman uniones estrechas interdigitadas,
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macro6fagos espumosos ricos en lipidos ubicadas en el borde necrotico y macréfagos que se
pueden unir y formar células gigantes multinucleadas; en el area central del granuloma se
encuentran macréfagos infectados necréticos y apoptoticos con gran cantidad de
micobacterias.

Modificado de: (Ramakrishnan, 2012; McClean y Tobin, 2016).

La formacion del granuloma inicia posterior a la infeccion por MAP, los macrofagos
infectados que sufren muerte celular por apoptosis son fagocitados por nuevos macrofagos
reclutados en el sitio de la infeccion, la muerte consecutiva de macrofagos que sucumben a
la infeccion lleva a una fagocitosis continua y a la infeccion de nuevos macréfagos por
fagocitosis de MAP, asi, se forman agregados celulares y el flujo de células CD4+ y Thl en
el granuloma llevan a mayor produccion de TNF y IFN-y, conllevando a una activacion y
reclutamiento de méas macrofagos haciendo del granuloma una estructura dinamica (figura 7)
(Davis y Ramakrishnan, 2009; Ramakrishnan, 2012; Colleen et al., 2016; Fernandez et al.,
2017).

La formacidn de células gigantes se da por la fusion de macrofagos influenciados por la IL-
4 0 estos macrofagos también se pueden diferenciar en células espumosas con acumulacion
de lipidos, el centro del granuloma se caracteriza por la presencia de bacilos &cido-alcohol
resistentes y células muertas (Davis y Ramakrishnan, 2009), la muerte celular de macrofagos
se da por necrosis inducida por bacterias, la muerte por necrosis se debe a produccion de
lipoxinas y por supresién de TNF o la muerte por apoptosis es promovida por la falta de
BCL2 protectores antiapoptotico y abundancia de sefiales proapoptotico (BAX) , (Fayyazi et
al., 2000; Colleen et al., 2016), la apoptosis puede no ser la mejor via para la supervivencia
del MAP en el centro del granuloma, pero conlleva a la diseminacion de la infeccion por
fagocitosis de los cuerpos apoptoticos que contienen MAP por multiples macréfagos no
infectados, lo que le proporcionara nuevos nichos de replicacion a la micobacteria, contrario
a la necrosis que promueve la replicacion y el crecimiento bacteriano méas que la apoptosis
debido a que el macrdfago necrético liberara bacterias al contenido extracelular permitiendo
el crecimiento bacteriano en un ambiente rico en componentes celulares y lipidos (Davis y
Ramakrishnan, 2009; Silva et al., 2018).
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Figura 7: Formacidn del granuloma
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Modificado de: (Kind et al, 2006; Ramakrishnan, 2012; McClean y Tobin, 2016).

La necrosis y la apoptosis estan fuertemente relacionadas con el inicio de la caseificacion, y
la formacidn de un granuloma caseificante, siendo esto la caracteristica morfologica de la
necrosis en el granuloma macroscopicamente formando un material similar al queso y
moderadamente firme, la caseificacion puede ayudar a detener la proliferacion bacteriana al
producir un entorno andxico para las bacterias, en granulomas establecidos, la expansion y
el flujo de macrdfagos reclutados e infectados facilitara el transporte intracelular de bacterias
a sitios extraintestinales, lo que contribuye a la expansion de la infeccion y la presentacion

de lesiones y los signos clinicos de la enfermedad (Fayyazi et al., 2000; Clay et al., 2008).

5.4.3. MECANISMO DE SUPERVIVENCIA INTRACELULAR DEL Mycobacterium

avium subespecie paratuberculosis

Actualmente, no se tienen claros los mecanismos involucrados en la supervivencia
intracelular de MAP en macrofagos, la vida intracelular de la bacteria en los macréfagos es
clave en el establecimiento y la progresion de la infeccion, las micobacterias han desarrollado
mecanismos que facilitan su ingreso y supervivencia en macréfagos y células dendriticas;
estrategias como la induccion de la opsonizacion por complemento (C3b) para facilitar su
reconocimiento y fagocitosis, ademas el reconocimiento y la unién a manosa (Kuehnel et
al., 2001) hipdtesis actuales sefialan que las micobacterias pueden alterar el metabolismo, el
ingreso y la salida de lipidos en las células, el desequilibrio de estos mecanismos puede
conducir al deterioro en la migracién de macrofagos, sefializacion celular y la maduracién y
la acidificacion de la vacuola fagocitica ademas de impedir la union con el lisosoma y la
formacion de un fagolisosoma funcional, esto esta acompafiado de una acumulacion de
colesterol intracelular en macréfagos infectados, debido a la regulacién positiva de receptores
de lipoproteinas de baja densidad y aumento de la endocitosis lipidica (Chiodini, 1996;
Chastellier y Thilo, 2006; Whittington et al., 2012; Matt et al., 2019).
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El colesterol es importante para el ingreso de la micobacteria a la célula y su supervivencia
siendo fuente de energia y carbono a las micobacterias, el colesterol facilita la fagocitosis,
ademas, es un componente ubicuo de las membranas celulares y es requerida su presencia en
la membrana plasmatica que rodeara la bacteria y formara el fagosoma (Van et al., 2007;
Pandey y Sassetti, 2008; Matt et al., 2019).

El aumento del colesterol y lipidos en el citoplasma de los macréfagos forma las células
espumosas, esta acumulacién de lipidos lleva a la formacidn de nichos intracelulares ricos en
colesterol y proporciona un microentorno local enriquecido en lipidos, parece ser que, estos
sitios son el lugar predilecto por la micobacteria para habitar la célula (Chastellier y Thilo,
2006).

Formado el fagosoma este se vuelve cada vez mas acido a través de la V ATPasa y
complejos NADPH oxidasa que bombea protones al interior del fagosoma, la bacteria
establece fagosomas individuales que impiden la fusion con los lisosomas, esto se ve
favorecido por la concentracion de colesterol en la membrana del fagosoma, que muestra un
aspecto corrugado y una estrecha cercania con la superficie bacteriana lo que impide la
maduracion del fagosoma y su acidificacion a un pH de 6,1 fagosomas con micobacterias
vivas tienen un pH de 6.3 (Kuehnel et al., 2001; Van et al., 2007; Matt et al., 2019).

Este mecanismo tiene una excepcion, cuando el fagosoma contiene mas de una micobacteria
(fagosoma social), debido a que la membrana del fagosoma se aleja de la superficie
bacteriana en las &reas entre ellas, esto lleva a la maduracion y la formacion de un
fagolisosoma funcional; el agotamiento intracelular de colesterol lleva a un aflojamiento de
la membrana de los fagosomas dando un aspecto ondulado y un mayor espacio entre la
bacteria y la membrana fagosomica, lo que permitira la maduracion del fagosoma y la fusion
con el lisosoma, los fagolisosomas formados se fusionaran entre ellos para formar
fagolisosomas mas acidos de pH de 5,6, equilibrandose a un pH de 4.5-5, con multiples
micobacterias (Van et al., 2007) (Chastellier y Thilo, 2006) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos de supervivencia intracelular del Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis

Perdomo, 2019
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La acumulacién o el agotamiento del colesterol dentro de las células son determinantes en la vida
intracelular del (MAP) en macroéfagos, el (MAP) ingresa a la célula en zonas de la membrana celular ricas
en colesterol y esfingolipidos Ilamada Balsa lipidica (BL); la acumulacién de colesterol dentro del
fagosoma y en la membrana produce una apariencia corrugada y estrecha cercania con la superficie
bacteriana (FA-C) estos pueden formar fagosomas sociales (FA-SO) ubicados en nichos ricos en colesterol
(COL), la acumulacion de lipidos se da gracias a la endocitosis lipidica (EL), (MAP) es capaz de acumular
lipidos por sintesis y expresién de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDL), (LDL-R), el
agotamiento de colesterol lleva a maduracion y acidificacion de la vacuola fagocitica (FA), y la unién con
el lisosoma (LIS) formacion de un fagolisosoma (FA-LIS) la lisis bacteriana.

Basado en: (Chastellier y Thilo, 2006; Johansen et al, 2019)

4.5. FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE CROHN

La Enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad inflamatoria intestinal cronica, debilitante,
caracterizada por una inflamacién granulomatosa transmural crénica, segmentaria con periodos de
exacerbacion y remisién que puede afectar cualquier parte del tracto intestinal (Baumgart y
Sandborn, 2012; Feuerstein, y Cheifetz, 2017).

La etiologia de la Enfermedad de Crohn es inespecifica, se cree que es el resultado de una
interaccion de multiples factores genéticos y ambientales, la fisiopatologia de las lesiones
intestinales en la EC no estd completamente identificada y entendida en detalle, se estudia el
vinculo causal de diversos agentes infecciosos como el Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis el cual ha sido relacionado con la patogenesis de la enfermedad, también se
mencionan hipotesis como la respuesta inflamatoria exacerbada por factores genéticos o a la
posible desregulacion de la actividad inmune intestinal debido a la interacciones complejas
establecidas entre el microbioma intestinal y el huésped, la presentacién de la enfermedad no se
puede explicar por eventos aislados o unica mente por alteraciones genéticas.(Randal et al., 2015;
Zielinska et al., 2015).
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45.1. FACTORES GENETICOS

Las alteraciones genéticas asociadas a la presentacion de la Enfermedad de Crohn (EC) involucran
el reconocimiento y manejo intracelular de bacterias y vias proteicas de la autofagia El 15% de las
personas con Enfermedad de Crohn tienen un pariente con EC o UC y los patrones de la enfermedad
dentro de las familias son similares, la heredabilidad de la EC involucra multiples genes que
confiere susceptibilidad y especificidad a la enfermedad, los mecanismos inmunes innatos son
esenciales para la salud intestinal y el control de microorganismos, una activacion inflamatoria
cronica seria perjudicial para el ambiente y la supervivencia celular, para ello, las células poseen
un proceso fundamental de autofagia que es un mecanismo de defensa bien conservado que
mantiene la homeostasis celular que implica la degradacion lisosomal de componentes celulares,
bacaterias intracelulares, desechos tdxicos y productos celulares durante la inflamacion, el
polimorfismos del gen ATG16L1 que codifica una proteina en la via autofagosimica en las células
epiteliales reduce la autofagia y contribuye al desarrollo de la EC, ademas, la via de la IL-23 se ve
favorecida por la expresion del gen que codifica el recptor de I1L-23 (Mehto et al., 2019), (Silva et
al., 2019) otro elemento mas de la respuesta inflamatoria son los inflamasomas (complejos

multiproteicos) los cuales se activan por sefiales de origen patdgeno y no patégeno.

La activacion del inflamasoma NLRP3 se da atraves de la union de patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a dafios (DAMP) a receptores tipo Toll
(TLR) y posterior activacion del factor nuclear kp y una sefializacion proinflamatoria y activan
enzimas proteoliticas como caspasa-1 y estimulan la produccién de citocinas proinflamatorias
como la interleucina-1p (IL- 1pB) e IL-18 (Franchi et al., 2012), (Jo et al., 2016).

La proteina NLRP3 activada (dominios NACHT, LRR y PYD que contienen la proteina 3) conduce
al reclutamiento de la proteina ASC (PYCARD) (proteina asociada a la apoptosis que contiene una
CARD) el cual contiene un dominio de union para la caspasa-C terminal, resultando la activacion
de caspasa-1 la cual convierte los precursores citosolicos de la citocina proinflamatoria IL-1p en
formas activas desempefiando un papel vital en la patogénesis de la EC (Jo et al., 2016; Liu et al.,
2018; Mehto et al., 2019).
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La activacion aberrante e innecesaria de los inflamasomas es regulada por La GTPasa M (IRGM),
que pertenece a la familia de GTPasas inducibles por interferén (IRG), siendo uno de los sistemas
de resistencia autdbnoma celular més fuertes a los patogenos intracelulares (Singh et al., 2006), el
IRGM controla la inflamacion al suprimir la activacion de los inflamasomas NLRP3 al interactuar
con SQSTM1/p62 (proteina p62 de union a ubiquitina dirige a otras proteinas que se unen a ella
para la autofagia selectiva) y controla la autofagia selectiva dependiente de p62 de NLRP3 y ASC,
al obstaculizar la actividad del IRGM protege las células de la piroptosis y la inflamacion (Mehto
etal., 2019).

Las interacciones proteina-proteina y la ubiquitinacion de la proteina IRGM, conduce a la
asociacion con reguladores claves de autofagia (ULK1 y BECN1) en sus formas activadas, también
interactUa con otros factores (ATG16L1 y NOD2) (Hampe et al., 2006; Chauhan et al., 2016), al
haber una alteracién en los polimorfismos que alteran la expresion o la funcion de cualquiera de
los 3 factores individualmente pueden afectar la accion de la IRGM y por ende la autofagia celular
(Mehto et al., 2019).

La variacion genética en la via autofagica mas estudiada vinculada a la patogénesis de la
Enfermedad de Crohn es el polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) ATG16L1 (re2241880,
Thr300Ala) (Hampe et al., 2006), se sabe que su alteracion conduce a una autofagia perturbada y
puede ser la causa principal de la EC, los ratones con hipomorficos de codificacion ATG16L1
alterado, son mas susceptibles a la inflamacion intestinal ya que las células de Panet, tiene defectos
en la secrecion de peptidos antimicrobianos y los macrofagos secretan citoquinas proinflamatorias
en mayor cantidad, (Teimoori et al., 2018; Mehto et al., 2019).

Por otro, lado la variante Thr300Ala (T300A) desempeiia un papel importante en respuesta a
microorganismos intestinales, su mutacion afecta directamente la secrecion de lisozimas por parte
de las células de Paneth y de las células caliciformes (Lavoie et al., 2019), estos efectos pueden
alterar la composicion microbiana en el intestino, exhibiendo estrés en reticulo endoplasmatico de
las células de Paneth como lo indica la alta expresion de la proteina de inmunoglobulina de union
GRP78, el estrés provocado por la eliminacion del factor de transcripcion XBP1 de la respuesta de

proteina desplegada (UPR) en las células epiteliales intestinales o en células de Paneth, induce una
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forma leve y superficial de enteritis por falta de mecanismos protectores de inmunidad imnata
(Tschurtschenthaler et al., 2017; Mehto et al., 2019). La variante rs2241880 se observa en todas
las isoformas de ATG16L1, juega un papel crucial en la eliminacion de patogenos, lo que resulta
en la produccion de citocinas desequilibradas y vinculada a otros procesos de sefializacion

inflamatoria anormal. (Murthy et al., 2014; Salem et al., 2015).

La genética puede marcar el rumbo de la enfermedad, una respuesta inmune adaptativa agresiva

contra los antigenos luminales se debe a un defecto genético alterado en el gen NOD2 (dominio de
oligomerizacién de nucle6tido) o NLR, el cual es uno de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) (Frade et al., 2019), estos se expresan en monocitos, tras su activacion por
agonistas inflamatorios como TNF-a o IFN-y inducen sefales metabdlicas de defensa (Bonen et
al., 2003) (Corridoni et al., 2014).

El NOD2 reconoce muramil dipéptido a la exposicion intracelular, el muramil dipéptido es un
producto de descomposicion del peptidoglucano y del lipopolisacarido bacteriano (LPS) presente
en la pared celular de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Corridoni et al., 2014; Bonen
et al., 2003), la exposicion a muramil dipéptido causa un cambio conformacional en NOD2
permitiendo la oligomerizacién de NOD2 a través del dominio NACHT, la union promueve la
activacion de la quinasa RIP2, el complejo activo NOD2-RIP2 inicia vias de sefializacion
intracelular, incluida la proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK) y la via NF-xf (Corridoni
etal., 2014).

Tres polimorfismos principales presentes dentro de la region de codificacion de NOD2
(L1007fsinsC, G908R y R702W) se han asociado genéticamente con la Enfermedad de Crohn en
poblaciones europeas y americanas, estudios sugieren que alteraciones en la variante L1007fsinsC,
interfiere en con la LRR terminal de NODZ2, resultando en la pérdida de la activacion de NF-«f3 en
respuesta a LPS (Bonen et al., 2003; McNees et al., 2015). En ratones con deficiencia de NOD2,
la microbiota bacteriana en ileon esta desregulada exhibiendo una capacidad deteriorada para
eliminar bacterias, por tanto, la interaccion alterada de la microbiota ileal y la mutacion de la
proteina NOD2 juegan un papel importante en la patogenesis de la Enfermedad de Crohn, la

deficiencia de un receptor NOD2 funcional plantea que la barrera epitelial se vuelve mas permisiva
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a la entrada de productos microbianos y menos resistente a la invacion bacteriana, por lo tento las
mutaicones en de NOD?2 influyen directamente en la funcion de la barrera epitelial. (Sidiq et al.,
2016; Balasubramanian y Geo, 2017).

5.5.2. FACTORES INMUNOLOGICOS

Los eventos inmunologicos en la Enfermedad de Crohn involucran una respuesta inmune innata,
barreras fisicas, defensinas, macrofagos, células dendriticas y la activaicon de linfocitos Th 17
junto con interleucinas 12 y 23 que son importantes en la activacion de la inmunidad adaptativa,

la mucosa, formada por células epiteliales y moco secretado por células caliciformes son barreras
fisicas importantes, en pacientes con Enfermedad de Crohn existe una disminucion de la expresion
de mucina (gen MUC1), esta idea es apoyada por estudios de los genes MUC1, MUC19 y PTGER4
en paciente con trastornos inflamatorios intestinales la ruta paracelular se vuelve permeable por
cambios en la expresion de proteinas como la claudina que aumenta la permeabilidad y la

traslocacion de antigenos de la luz intestinal a la lamina propia (Baumgart y Sandborn, 2012).

Los defectos inmunes innatos y su funcién aberrante son un elemento central en la patogénesis de
la Enfermedad de Crohn, la capa de células epiteliales es una barrera fisica importante en la defensa
inmune del intestino, alteraciones en la expresion de claudinas y ocludinas moleculas de unién en
el espacio paracelular de las células epiteliales intestinales, lo que aumenta la permeabilidad
intestinal y el ingreso de bactarias y componentes bacterianos a la lamina propia (figura 9) (Silva
etal., 2019).
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Figura 9. Alteracion de las uniones estrechas de las células epiteliales intestinales.

Modificado de: (Silva et al, 2019)

La Enfermedad de Crohn es mediada por células T que afecta predominantemente al intestino
delgado distal, el tejido inflamado en pacientes con EC esta infiltrado por linfocitos Thl y Th 17
activados, estas células sintetizan citocinas como IFN-y y TNF-a 1,3 que desencadenan la
respuesta inmune celular (Baumgart y Sandborn, 2012) el aumento de linfocitos CD4+
diferenciados y activados por IL-12 a linfocitos Ts-1, liberan en exceso citoquinas proinflamatorias
como IFN-y, TNF-a), IL-17, IL-22, IL-1, IL-6 , IL-23 la produccion excesiva de IL-10 puede
alterar el equilibrio entre sus efectos antiinflamatorios y proinflamatorios y otros mediadores que

influyen en la inmunopatogénesis de la Enfermedad de Crohn, (Zielinska et al., 2015).
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5.5.3. ALTERACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

El intestino alberga una densa poblacion microbiana que se ve afectada por la dieta, antibioticos,
inflamaciones e infecciones por patdgenos, esta alteracion se le conoce con el término “disbiosis”
y se refiere a la alteracion de la composicion de la microbiota y parece existir una asociacion del
genotipo del huésped, el sistema inmune humano y el microbioma intestinal en la patogénesis de
la Enfermedad de Crohn (Ni et al., 2017).

La disbiosis bacteriana es probablemente un factor relacionado con la Enfermedad de Crohn, puede
desarrollarse como resultado de la inflamacién intestinal y tener un papel en la inflamacién cronica,
en estos pacientes hay una poblacién mayor de Proteobacterias de la familia Enterobacteriaceae
como escherichia coli, Pasteurellacaea, Veillonellaceae y Fusobacteriaceae, y disminucion de
Erysipelotrichales, Bacteroides, bacterias clostridiales y Firmicutes, como Faecalibacterium

prausnitzii, ademas de proteus spp, (Khannay Raffals, 2017).

Los estudios de la microbiota intestinal en personas con Enfermedad de Crohn demuestran un
aumento de microorganismos patdgenos, mientras que las poblaciones de filamentos comensales
normales disminuyen, esta reduccion de la abundancia de Firmicutes, principalmente Clostridia,
puede reducir la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA) que aumentan las células T

reguladoras, las cuales confieren tolerancia inmune en el intestino (Ni et al., 2017).

La actividad metabdlica de la microbiota intestinal normal produce acidos grasos de cadena corta
(SCFA), principalmente &cidos acético, propidnico y butirico que sirven como combustible para
las células epiteliales intestinales y estimulan el crecimiento de las células epiteliales del colon, el
acido butirico y el acido propidnico inhiben el crecimiento y promueven la apoptosis de las lineas
celulares de carcinoma de colon humano, mientras que el &cido acético, propionico y butirico tiene
propiedades antiiflamatorias, el acido acético producido por las bifidobacterias estimula la defensa

de las células epiteliales contra la infeccion por Escherichia coli (Zanten et al., 2012).
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En cuanto a la micobiota intestinal la diversidad fungica se ve alterada y dismuniye, se presenta un
aumento en personas con Enfermedad de Crohn de varias especies de hongos como, candida spp,
Gibberella moniliformis, Alternaria brassicicola y Cryptococcus neoformans mientras que se
presenta una dismunucion de Saccharomyces cerevisiae, en cuanto a virus aun no se establece una

relacion, pero pacientes con EC albergan mayor nimero de bacteriéfagos (Yan et al., 2019).

5.5.4. ALTERACION DEL TEJIDO ADIPOSO

La anorexia, la desnutricion y la alteracion en la distribucion del tejido adiposo en las enfermedades
inflamatorias del intestino (EII) principalmente en la Enfermedad de Crohn son caracteristicas muy
conocidas (Karmiris et al., 2006; Zielinska et al., 2015), la acumulacion de tejido adiposo intra-
abdominal (WAT) en mesenterio o la grasa progresiva (CF) se hipertrofia alrededor del intestino
involucrado con la infiltracién inflamatoria (Kredel et al., 2018).

El tejido adiposo intraabdominal produce y libera una gran cantidad de proteinas multifuncionales
como las adipocinas, en pacientes con EC hay una expresion anormal de leptina, adiponectina y
resistina, sugiriendo que los adipocitos mesentéricos pueden actuar como células

inmunorreguladoras en la inflamacidn intestinal (Karmiris et al., 2006).

Estudios en ratones con colitis y pacientes con EC mostraron translocacion bacteriana a la grasa
mesentérica, sugiriendo que las poblaciones de adipocitos responden al desafio bacteriano
mediante la expresion constitutiva de un amplio conjunto de moléculas de patrones de
reconocimiento (PRM), como los receptores Tipo Toll (TLR), el dominio de oligomerizacion de
nucledtidos (NOD) 1 y NOD?2 del receptor tipo Toll, la translocacion bacteriana representa un
factor estimulante (Peyrin et al., 2012). Los mediadores pro y antiinflamatorios estan regulados al
alza en la grasa mesentérica de pacientes con EC, incluidas citoquinas como TNF-a, IL-1Ra, IL-
10, MCP1y las adipocinas leptina y adiponectina, se sabe que las adipocinas ejercen una regulacion
inmunologica (Kredel et al., 2018), la adiponectina parece tener propiedades antiinflamatorias

debido a su antagonismo contra TNF-a en tejidos objetivos (Karmiris et al., 2006).
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La lamina propia de los pacientes con Enfermedad de Crohn estd dominada por macréfagos
proinflamatorios, sugieren que tejido adiposo construye una barrera para prevenir la propagacion
bacteriana sistémica pero también demuestra una funcién reguladora que limita la inflamacién local
(Kredel et al., 2018).

La translocacion de bacterias junto a la produccidn de citoquinas en el mesenterio inflamado, puede
desencadenar la produccion de la proteina C reactiva por parte de los adipocitos mesentéricos en
pacientes con Enfermedad de Crohn contribuyendo al aumento de los niveles séricos de la proteina
C reactiva que se considera uno de los biomarcadores mas importantes en la Enfermedad de Crohn
(Peyrin et al., 2012).

4.6. SIGNOS CLINICOS

4.6.1. SIGNOS CLINICOS DE LA PARATUBERCULOSIS

La paratuberculosis se manifiesta en dos etapas: clinica y subclinica (Tabla 2), caracterizandose
por un largo periodo de latencia donde los animales infectados son dificiles de detectar en etapas
iniciales de la infeccion (Davis, 2015), los signos clinicos que més frecuentes son: diarrea cronica
o0 intermitente, disminucion de produccion de leche y la pérdida de peso progresiva se da a
consecuencia de la malabsorcion de proteinas en el tracto gastrointestinal (Figura 10) (Chiodini et
al., 1984; Radostits et al., 1994 citados en Clarke, 1997; Rathnaiah et al., 2017), posibles impactos
en la fertilidad y la salud de la ubre (Tiwari et al., 2006), también se ha reportado edema
submandibular, los sintomas se van agravando poco a poco llevando a un estado de malnutricion,
debilitamiento y muerte (OIE, 2019). Estudios experimentales en pequefios rumiantes han

reportado baja condicion corporal y pérdida progresiva de peso (Venkata et al., 2016).
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Figura 10 . Signos clinicos de la paratuberculosis en un bovino.

Se menciona que la presencia de la paratuberculosis en los sistemas productivos, asemeja al efecto
Iceberg, donde un pequefio nimero de animales presentan signos clinicos, pero existe un gran
porcentaje de animales infectados que son potencialmente excretores de MAP y que no presenta
signologia clinica, Whitlock y Buergelt (1996) establecieron que, por cada animal clinicamente
infectado nécido en la granja, es probable que un minimo de 25 animales esta infectado. El efecto
Iceberg se aplica para proporcionar estimaciones de la prevalencia de la paratuberculosis en los
hatos, un animal en la etapa avanzada, se supone que hay uno o dos en la etapa clinica, cuatro a

ocho en la etapa subclinica y diez a catorce en la etapa silenciosa (Magombedze et al., 2013).

Miller et al., (2017), reportaron signos clinicos en un canino doméstico de dos afios de edad, el
animal presentaba letargia, membranas mucosas palidas, y dolor a la palpacién abdominal, la
imagen ultrasonido abdominal se evidencio agrandamiento de los nodulos linfaticos mesentéricos,
realizaron aspiraciones celulares de nddulos linfaticos y se observé inflamacidn granulomatosa que
fue confirmada mediante cultivo a MAP, Glanemann et al., (2008) reportaron que el 19% de los

perros con vomitos ADN especifico de cronicos o diarrea fueron positivos para el MAP en las
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biopsias intestinales, lo que sugiere que el MAP puede ser una causa poco reconocida de
enfermedad gastrointestinal en caninos. Es poco probable que los caninos sean una fuente de
infeccion de MAP a pesar de la asociacion controvertida entre MAP y la Enfermedad de Crohn, el
riesgo zoondtico asociado a la paratuberculosis en animales de compariia es muy bajo (Miller et
al., 2017).

4.6.2. SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE CROHN

La presentacion de sintomas clinicos en pacientes con Enfermedad de Crohn puede ser heterogénea
e insidiosa y depende de la ubicacién, la gravedad de la inflamacion y el comportamiento de la
enfermedad (Dieser et al 2017), se reporta dolor abdominal en el hipogastrio derecho, diarrea

cronica, pérdida de peso, fatiga y anorexia, (Tabla 2) (Torres et al., 2017).

Aproximadamente un tercio de los pacientes con EC presentan enfermedad perianal con lesiones
cutaneas (ulceraciones y marcas cutaneas), lesiones del canal anal como estenosis, fisuras, Ulceras
y fistulas con o sin abscesos, cuando hay un absceso ademas del dolor abdominal, los pacientes
pueden tener sintomas sistémicos como fiebre, escalofrios o peritonitis aguda (Yu et al., 2017).
Los pacientes con estenosis desarrollan obstrucciones intestinales en intestino se caracterizan por
la falta de flatos, evacuaciones intestinales, ruidos intestinales, nduseas y vomitos (Torres et al.,
2017).

La enfermedad penetrante puede provocar sintomas relacionados con la ubicacion de la fistula
como diarrea en casos de fistula enteroentérica, infeccion del tracto urinario por fistula
enterovesicular o enterouretral, paso de las heces de la vagina en casos de fistula enterovaginal, o
drenaje de la piel en la fistula enterocutanea (Yu et al., 2017). En los casos de colitis graves es
posible que haya heces con sangre, pero clasicamente esto se asocia comidnmente con la
Enfermedad de Crohn, aproximadamente el 50% de los pacientes presentan inflamaciones en la

piel, las articulaciones o en los ojos que (Dieser et al 2017; Torres et al., 2017).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la Enfermedad de Crohn y la Enfermedad de Johne

CARACTERISTICAS ENFERMEDAD DE

ENFERMEDAD DE JOHNE

CROHN

ETAPA PRECLINICA

Sintomas y signos No conocida Disminucion produccién de leche.

Periodo de incubacién Desconocido Minimo 6 meses

ETAPA CLINICA

Sintomas y signos Diarrea crénica, dolor Diarrea persistente, pelaje hirsuto,
abdominal, pérdida de emaciacion progresiva, caquexia,
peso. Sudoracién edema intermandibular.
nocturna.

SINTOMAS Y SIGNOS GASTROINTESTINALES.

Diarrea Crénico (> 3 semanas) Intermitente/crénica

Sangre en heces Se ha reportado Poco frecuente

Moco en heces No Poco frecuente

Vomito Se ha reportado No

Dolor abdominal Si Desconocido

Obstruccion Si No

MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES

Poliartritis Se ha reportado No

Uveitis Si, raro No

Lesiones de la piel Si No

Amilosis Si, raro Si

Granulomatosis hepatica  Si, raro Si

Afectacion renal Si, raro Si

Edema intermandibular No Si

CUADRO CLINICO

Remision y recaida Si Si

Adaptado de: Committee on Diagnosis and Control of Johne's Disease, (2003).
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4.7. LESIONES MACROSCOPICAS

5.7.1. LESIONES MACROSCOPICAS DE LA PARATUBERCULOSIS

La paratuberculosis en fase clinica avanzada se acomparia de lesiones macroscopicas comunes a
los procesos caquectizantes como la marcada disminucion de depositos grasos, atrofia serosa del
tejido adiposo, pérdida de masa muscular, presencia de edema subcutaneo, ascitis y acumulacién

de liquidos serosos en otras cavidades (Fernandez, 2017).

La respuesta inmune celular del huésped conduce a una enteritis granulomatosa caracterizada por
una pared intestinal gruesa y corrugada tipica de la Enfermedad de Johne (EJ) (Rathnaiah et al.,
2017), las lesiones macroscopicas se observan principalmente en el intestino y en nédulos linfaticos
mesentéricos en la region del ileon, aunque pueden ocurrir en toda la longitud del tracto intestinal,
la pared intestinal esta engrosada, edematosa y la mucosa tiene pliegues transversales exagerados
que imitan la forma de carton corrugado (Figura 11 y 12) (Tiwari et al., 2006) o a las
circunvoluciones del cerebro (Ramirez et al., 2011) alterando significativamente la arquitectura

intestinal normal (Tiwari et al., 2006; Fernandez et al., 2016; Rathnaiah et al., 2017).

Los vasos linfaticos de las serosas y los mesentéricos estan dilatados, engrosados y congestivos
con un grado variable de linfangiectasia visible a modo de cordon retorcido con aspecto

blanguecino (Fernandez, 2017; Pérez et al., 2012; Ramirez et al., 2011).
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Figura 11. llustracion de las lesiones macroscépicas de la paratuberculosis en mucosa de ileén en
bovino.

Descripcién macroscopica: Seccion de lledn con la pared engrosada, mucosa de apariencia

cerebroide y multiples focos de caseificacion.
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Figura 12. llustracion de las lesiones macroscépicas de la paratuberculosis en mucosa de ileén en
un bovino

Descripcion macroscopica: mucosa intestinal con areas en alto relieve, apariencia cerebroide y
con exudacion de moco y sangre.

Después de inocular experimentalmente cabras de diferentes edades con dosis varibles de MAP, se
evaluaron los hallazgos patomorfologicos a los 12 meses post inoculacion y se observaron lesiones
con mayor frecuencia en nddulos linfaticos mesentéricos, ileocolicos y en tejido linfoide
organizado en la pared intestinal, los nddulos linfaticos afectados estaban agrandados con areas de
necrosis y calcificacion, la mucosa yeyunal presentaba ligero sangrado y superficie ocasionalmente
ulcerada, describieron serositis vellosa cronica inconsistente y mucosa intestinal corrugada,
concluyen que los modelos experimentales de la infeccion en cabras son mejores ya que son mas
susceptibles a los 3 tipos de MAP vy el progreso de la enfermedad es méas rapido (Kohler et al.,
2015)
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Los nodulos linfaticos (yeyunales, mesentérico caudal e ileocecal) presentan con mayor frecuencia
caseificaciones y calcificaciones en cabras que en otros rumiantes, sin embargo, la intensidad de
los signos clinicos no esta directamente relacionada con la presencia de lesiones, en pequefios
rumiantes y fase subclinica de la enfermedad, asi como animales clinicos y lesiones macroscopicas

minimas (Radostits et al., 2007 citado en Fernandez, 2017).

En un reporte de caso de paratuberculosis en un canino domestico reportaron a la necropsia tejidos
ictéricos, masas multifocales de color crema en el bazo que varian en tamafio desde 1 mm hasta 50
mm de didmetro, este estudio es el primer caso reportado en caninos domésticos con la infeccion,
especialmente en areas donde la Enfermedad de Johne esta presente en el ganado bovino (Miller et
al., 2017).

5.7.2. LESIONES MACROSCOPICAS DE LA ENFERMEDAD DE CROHN

Inicialmente se describia la Enfermedad de Crohn con una infecicon solo del ileon terminal,
posteriormente se informaron otros segmentos del tracto gastrointestinal afectados, desde entonces,
se ha reconocido la EC gastroduodenal por el aumento de reportes por endoscopia digestiva
(Pimentel et al., 2019).

La presencia de Ulceras aftoides, Ulceras longitudinales, estenosis y fistulas, son hallazgos
endoscopicos que sugieren la enfermedad inflamatoria (Gomollén et al., 2016). Para la
clasificacion de las lesiones en pacientes con EC se estratifica segun la gravedad de la enfermedad
(leve, moderada o grave), la ubicacion de la enfermedad (Gl superior, ileal, ileocolénica, colonica
o perianal), extension de la enfermedad y fenotipo de la enfermedad (penetrante, estenosis o
inflamatorio), la gravedad de la enfermedad se determina por el curso clinico y el historial de
tratamiento (Cheifetz, 2013; Torres et al., 2017), también se emplea los criterios de Rutgeerts et
al. (0: Sin lesiones; 1: menos de 5 lesiones aftosas; 2: méas de 5 lesiones aftosas con mucosa normal

entre las lesiones, o lesiones confinadas al revestimiento anastomético ileocolénico [<1 cm]; 3:
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ileitis aftosa difusa con mucosa difusamente inflamada; 4: inflamacion difusa ileal con Glceras mas

grandes, nddulos o estrechamiento (Gomollon et al., 2016).

En la Enfermedad de Crohn esofagica la prevalencia varia de 3.3% a 6.8% en la poblacion adulta,
las principales lesiones macroscépicas que reportaron son: estenosis con o sin obstruccion, fistulas
y perforacion consistente con esofagitis, en raras ocasiones los pacientes presentan fistulizacion en
bronquios, pleura, pulmones, estbmago y mediastino, asi como la formacidn de abscesos en mucosa

y 6rganos adyacentes con apariencia de adoquines (Davis, 2015).

En los casos de Enfermedad de Crohn col6nica o ileal, los hallazgos endoscopicos se caracterizan
por lesiones con diversos grados de inflamacion (que incluyen eritema, friabilidad, erosiones y
ulceras) junto a areas de mucosa de apariencia normal, se pueden observar estenosis luminales y
menos frecuentes fistulas (Mocci et al., 2017; Torres et al., 2017; Pimentel et al., 2019). En otros
reportes de Enfermedad de Crohn se describieron lesiones macroscopicas en ilebn como fue
mucosa hinchada congestionada intercalada con ulceraciones difusas e irregulares con apariencia
de adoquines (granulomas no caseificantes en todas las capas de la pared intestinal desde la serosa
a la mucosa), también observaron multiples fisuras, perforacion y fistulas entre las asas intestinales
(Alegbeleye, 2019). En hallazgos intraoperatorio se han reportado masas inflamatorias que

involucraban el ciego, el ileon terminal y el colon sigmoide (Alegbeleye, 2019).

4.8. LESIONES MICROSCOPICAS

4.8.1. LESIONES MICROSCOPICAS DE LA PARATUBERCULOSIS

Histopatoldgicamente, los cambios en los nodulos linfaticos e intestinales se clasifican como
lesiones granulomatosas y estos cambios histologicos varian ampliamente (Clarke, 1997) las
lesiones se clasifican segun su localizacion, tipo de células inmunes, numeros de micobacterias

presentes y estado clinico del animal (Koets et al., 2015).



Un sistema de puntuacion histopatologica para las lesiones microscépicas de la paratuberculosis,
las lesiones tipo | estan compuestos por granulomas formados por células con apariencia de
macrofagos (nucleos claros y grandes con nucléolos evidentes, abundante citoplasma ligeramente
espumoso y células con nucleos alargados, con apariencia a las células endoteliales), estos
granulomas se observaron exclusivamente en tejido linfoide placas de Peyer y ocasionalmente en
nodulos linfaticos regionales. Los tipos Il, presentan las mismas lesiones de tipo | siendo mas
graves en placas de Peyer, los granulomas se observan lineales desde la zona basal interfolicular
hasta el vértice penetrando en la ladmina propia de la mucosa intestinal, bien delineados,
redondeados y variables en nimero (Pérez et al., 1996).

Las lesiones tipo 111 (lesiones graves asociadas con la enfermedad clinica o subclinica), consisten
de una infiltracion celular multifocal a difusa que se extiende a areas de la mucosa no asociadas
con tejidos linfoides més alla de la lamina propia hacia la submucosa con engrosamiento de la
mucosa intestinal y atrofia de las vellosidades, alterando la absorcion del intestino delgado (Pérez
et al., 1996; Koets et al., 2015; Fernandez, 2017), las lesiones de los tipos 3b y 3c, que involucran
enteritis granulomatosa difusa, son los tipos mas avanzados y se asocian con lesiones
macroscopicas tipicas en la necropsia, la naturaleza multifocal difusa de las lesiones tipo 3a se

observan en del desarrollo temprano de las lesiones. (Clarke, 1997).

Gonzélez et al., (2005) propusieron una clasificacion histopatol6gica mejorada de Pérez et al.,
(1996) y describieron las lesiones como focales, multifocales y difusas en casos subclinicos de
paratuberculosis, las lesiones focales se caracterizaron por acumulacion de 5 a 30 macréfagos con
abundante citoplasma ligeramente espumoso siendo mas prevalentes en tejido linfatico como en
nodulos linfaticos las lesiones multifocales se observaron en ldmina propia y nédulos linfaticos
drenantes mientras que lesiones difusas se hizo una distincion entre multibacilar difuso (alta carga
intracelular de MAP en macrofagos espumosos); linfocitico difuso (una forma rara (<10%) con
pocos macrofagos e infiltrado predominantemente linfocitico) e intermedio difuso (poco bacilos
acido alcohol resistentes intracelular en células gigantes y macrofagos) (Gonzalez, et al, 2005;
Kohler et al., 2015).
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Kruger et al., (2014) evaluaron las lesiones anatomo-patoldgicas en cabritos que emplearon como
modelos experimentales después de la infeccion con MAP via oral (10 mg de masa humeda
bacteriana de MAP a dosis total de 2.6 x 108 UFC) y observaron lesiones microscopicas a partir
del tercer mes post-infeccion (MPI) y describieron infiltrados granulomatosos caracteristicos en
tejidos linfoides asociados al intestino (GALT), especialmente en placas de Peyer yeyunales y
tejido linfoide en la vélvula ileocecal y en los nodulos linfaticos intestinales, desde lesiones
paucibacilares focales leves hasta patrones multibacilares difusos severos, en el otro estudio, las
lesiones fueron comparables a 2, 3, 4, 5y 9 MPI evidenciandose lesiones mas graves entre al 6 a 7
MPI (Munjal et al., 2005), los autores concluyen que la arteritis granulomatosa en la submucosa
intestinal de varias cabras observadas en el experimento puede contribuir a la propagacién del MAP
a la pared intestinal y posiblemente de forma sistémica, estas lesiones observadas durante el
periodo clinicamente inaparente de la paratuberculosis son los indicadores mas probables de la

progresion de la infeccion y el desarrollo de la enfermedad clinica (Kéhler et al., 2015).

Aproximadamente el 70% de los animales enfermos desarrollan patologia multibacilar o
lepromatosa y estd vinculada a la fuerte respuesta Th2 y altos niveles de interleucina (IL-5), las
lesiones se observan en ileon terminal compuesta por macréfagos infectados y el resto desarrolla
patologia paucibacilar o tuberculoide con una infiltracion linfocitica granular y pocos bacilos &cido
alcohol resistente, tras inoculaciones experimentalmentales de MAP obtenido de conejos a
becerros bovinos, desarrollaron lesiones histolopatologicas tipicas compatibles con la Enfermedad
de Johne, lo que demuestra que los animales salvajes que no sean rumiantes también pueden

contribuir a la propagacion de la enfermedad. (Nicol et al., 2016). Tiwari et al., (2006)

Un estudio realizado en Nueva Zelanda donde inocularon cepas de MAP en ovejas merinas a
diferentes dosis orales (2.1x107, 9.3 x10° y 2.3x10® UFC) de la suspension de MAP y al
sacrificarlas a las 63 semanas, evaluaron histologicamente las muestras de higado, valvula ileocecal
y nodulo linfatico mesentérico, el 58% presentaron lesiones y aproximadamente el 85% de los
tejidos cultivados fueron positivos para MAP y se evidenciaron lesiones granulomatosas tipicas en
valvula ileocecal y nodulo linfatico mesentérico, mientras que en higado los microgranulomas eran

pequefos y escasos; en ese estudio aproximadamente el 92% de las ovejas excretaron MAP en
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heces a las 36 semanas post-infeccion y disminuy6 alrededor del 40% al final del estudio, se cree
que es por el inicio de la respuesta inmune sérica (Venkata et al., 2016).

En bovinos, el ileon es el 6rgano donde se observa con mayor frecuencia las lesiones, en pequefios
rumiantes las lesiones granulomatosas focales son méas evidentes en placas de Peyer en yeyuno y
en valvula ileocecal durante la fase subclinica de la enfermedad (Koets et al., 2015; Venkata et al.,
2016; Nicol et al., 2016; Pisanu et al., 2018), también se ha descrito las lesiones histopatologicas
en rumiantes silvestres como antilopes, presentando enteritis granulomatosa multibacilar,
linfadenitis mesentérica y hepatitis periportal, esta especie de bodvidos muestra una alta
susceptibilidad al MAP y un répido curso de la enfermedad en comparacion a otras especies de

rumiantes domeésticos (Naylor et al., 2018).

En caninos domésticos se ha reportado enteritis granulomatosa en la submucosa del ileon,
linfangitis granulomatosa multifocal en la capa interna de la tanica muscular, esplenitis
granulomatosa nodular multifocal con pérdida de la arquitectura esplénica y nefritis intersticial
granulomatosa multifocal, en tincién de Ziehl-Neelsen los macrofagos epitelioides y las células
gigantes de Langerhans en el ileon, el bazo y el rifidn estaban repletos de innumerables bacterias
filamentosas acido alcohol resistentes compatibles con la infeccion por MAP (Miller et al., 2017).

En ratones infectados experimentalmente describieron lesiones histopatolégicas como hepatitis
portal y periportal con infiltracion de linfocitos, células plasmaticas y macréfagos, obliteracion de
la estructura normal de la pulpa blanca y roja esplénica con pérdida de la arquitectura normal de
bazo (Shin et al., 2015), en estudios en conejos se observaron lesiones granulomatosas en distintos

tramos intestinales (Arrazuria et al., 2016).

4.8.2. LESIONES MICROSCOPICAS DE LA ENFERMEDAD DE CROHN

Los hallazgos histolégicos primarios en pacientes con la Enfermedad de Crohn que se reportan

como proceso inflamatorio cronico con predominio de células linfoplasmociticas, con diversos
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grados de infiltracién de linfocitos, células plasmaticas, granulocitos y gastritis focal activa,
presencia de granuloma epitelioide menos frecuente, distorsion de la arquitectura, abscesos, atrofia
y ramificacion de las criptas (Dieser et al., 2017; Torres et al., 2017; Alegbeleye, 2019), el hallazgo
clasico es un granuloma no caseificante con una ocurrencia menor del 25% de los casos, otro

hallazgo patoldgico de cronicidad es la metaplasia de células de paneth (Dieser et al., 2017).

La severidad histoldgica de la Enfermedad de Crohn se califica en escala de: 0 sin actividad
histoldgica activa de la enfermedad, 1 inflamacidn activa leve (criptitis sin abscesos en cripta), 2
inflamacién moderada activa (pocos abscesos en cripta), 3 inflamacion severa activa (nUmerosos

abscesos en la cripta) (Baars et al., 2012).

El granuloma es un agregado de macrofagos epitelioides, cuyos contornos son poco definidos, las
células gigantes multinucleadas no son caracteristicas y la necrosis generalmente no es aparente en
el centro del granuloma, solo los granulomas en la ldmina propia no asociados con la lesion activa

de la cripta pueden considerarse como una caracteristica en la EC (Gomollén et al., 2016).

Se describen lesiones microscopicas en ciego, colon e ileon terminal en un paciente con EC,
hallaron foliculos linfaticos prominentes y agrandados, proliferacién de la mucosa muscular y
formacion de fisuras que se extienden desde la mucosa hasta la serosa junto con edema, infiltracion

de células inflamatorias que involucraba las capas intestinales Alegbeleye (2019).

En un meta-analisis donde se evaluo un total de 2511 pacientes con EC, 815 presentaron EC en
tracto gastrointestinal superior donde el hallazgo histopatolégico mas frecuente fue la inflamacion
gastrica inespecifica en el 32% de los pacientes, seguida de granuloma gastrico en el 7,9%, la
gastritis focal en el 30,9% teniendo en cuenta esto, la inflamacion gastrica estaba presente en el
84% de los pacientes, seguida de la inflamacion duodenal en el 28,2% y el granuloma géstrico en
el 23,2% (Diaz et al., 2015). En los estudios de Park et al., (2017) los hallazgos histolégico mas
comunes en pacientes pediatricos con EC, independientemente del sitio anatomico, fueron la
inflamacidn cronica (75.0%), seguida de la erosion (17.3%), granuloma en el 9,6% de los pacientes,
concluyendo que no hubo asociacion entre la presencia o ausencia de sintomas gastrointestinales

superiores y los hallazgos histologicos.
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Zarei et al.,, (2019) compararon las lesiones histopatolégicas en tejidos de pacientes con
Enfermedad de Crohn las lesiones en tejidos de animales con Enfermedad de Johne, los principales
hallazgos en pacientes con EC fueron, enteritis linfoplasmocitica cronica (17%), enteritis
granulomatosa (83%), granulomas criptoliticos sin necrosis central y caseificacion (63%),
ulceracién de la mucosa, metaplasia de gldndula pilérica, hiperplasia linfoide en placas de Peyer
(33%), hiperplasia de células de Paneth, linfangiectasia, edema e hiperplasia de células
caliciformes en (67%), los autores reportaron anomalias arquitecténicas de la mucosa,
irregularidades en las vellosidades, atrofia de las criptas y dilatacién quistica en el intestino
afectado.

Mientras las lesiones microscépicas mas comunes en Enfermedad de Johne fueron la enteritis
granulomatosa multifocal a difusa (formas multibacilar [43%] y paucibacilar [33%)]),
linfangiectasia y edema de la mucosa y la submucosa (96%), linfangitis (73%), enteritis
granulomatosa (90%), hiperplasia linfoide (43%) de los casos, de otro lado los hallazgos menos
comunes fueron la fibrosis reactiva en los ganglios linfaticos mesentéricos (10%), criptitis (14%)
y abscesos de las criptas (10%), los autores consideran que las lesiones histopatoldgicas entre
Enfermedad de Crohn y Enfermedad de Johne muestran una asociacion y respaldan la relacién

etioldgica del Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (tabla 3) (Zarei et al., 2019).

Tabla 3. Caracteristicas patoldgicas de la Enfermedad de Crohn y la Enfermedad de Johne

CARACTERISTICAS ENFERMEDAD DE ENFERMEDAD DE
CROHN JOHNE

UBICACION DE LA LESION

Esdfago y cavidad oral. Si No

fleon Si Si

Colon Si Si

Nodulos linfaticos mesentéricos Si Si

Recto Si Casos avanzados

Ano Si Casos avanzados
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Afectacion segmentaria del intestino. Si Si

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Apariencia macroscopica Edema de la pared Pared intestinal engrosada
intestinal afectada,
apariencia de
"manguera de jardin"

Edema parietal Si Si

Estenosis Si Raro

Perforacion Si Raro

Fistula Si No

Pseudopolipos Si No

Mucosa intestinal Aspecto de adoquin  Gruesa y corrugada
Vasos linfaticos mesentericos Dilatados Dilatados, engrosados y

congestivos
APARIENCIA MICROSCOPICA

Compromiso transmural Si Raro
Fibrosis Si No
Agregados linfoides Si Si
Granuloma Si (50-70% de los Si

Casos)
Caseificacion en nédulos linfaticos No Si en cabras
Fisuras Si No
Bacilos acido-alcohol resistente No Si

Adaptado de: Committee on Diagnosis and Control of Johne's Disease, (2003).
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4.9. EPIDEMIOLOGIA

4.9.1. SITUACION MUNDIAL DE LA PARATUBERCULOSIS

Es una enfermedad de distribucion global que afecta la productividad y la rentabilidad financiera
en el hato. La enfermedad de Johne se distribuye en hatos de todo el mundo y en algunos paises es
endémica, afectando principalmente a rumiantes domésticos y actualmente se considera una
enfermedad emergente a pesar de su reconocimiento desde hace més de un siglo, sin embargo, ain
no se ha establecido una prevalencia mundial debido a factores como la baja sensibilidad de las
pruebas diagnosticas disponibles para animales en etapa subclinica, y que los animales afectados
en la fase clinica de la enfermedad generalmente se eliminan antes de realizar un diagnéstico final
de la infeccion por MAP (Figura 13) (Fawzy et al., 2018).

(Perdomo 2019)

Perdomo, 2019

Figura 13. llustracion de la distribucion mundial de la paratuberculosis
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En Estados Unidos, al menos el 68% de los rebafios lecheros tienen animales infectados con MAP
con una prevalencia de menos del 10% mientras en rebafios de carne es del 7, 8%, segin las
estimaciones mas recientes en una muestra de 106 hatos lecheros oscilaron entre el 0% y el 27,3%,
con una media del 5,5%, las pérdidas econdmicas pueden variar entre $200 a $1,500 millones
anuales solo en Estados Unidos (Harris y Barletta, 2001) estos costos se asocian a la pérdida de la
vaca y su ternero, los costos de los reemplazos, los asociados con la pérdida de produccion de
leche, los relacionados con el tratamiento veterinario y los derivados de las pruebas diagnosticas
(Garcia y Shalloo, 2015).

En Canada, las estimaciones de prevalencia varian dependiendo de la ubicacion de las granjas, se
presume una prevalencia del 66% en granjas al oeste de Canada, 54% en Ontario y 47% en el
Atlantico canadiense (Corbett et al., 2018), el costo asociado a esta enfermedad esta calculado en
$2.472 ddlares canadienses por tratamientos y disminucion de la produccién anual en pequefios
rebafios (Gautam et al., 2016).

Existen pocas estimaciones de la prevalencia en Europa debido en parte a problemas con la
precision de la prueba de diagndstico en la poblacion objeto y a disefios de estudio inadecuados, se
estima que en los paises europeos es aproximadamente del 20% a nivel de rebafio, sin embargo,
algunos paises pueden tener una prevalencia mas baja (Nielse y Toft, 2009), en Holanda la
prevalencia de MAP es de 54.7% en hatos lecheros, en Bélgica del 17.4% en hatos de carne, en
Espafa el 46.7% de rebafios estaban infectados con paratuberculosis (Calderén y Géngora, 2009),
en algunos paises europeos es endémico como en el Reino Unido, se estima que la prevalencia es

mayor a 35% en los rebafios bovinos (Barratt et al., 2018).

Se estima que el costo de la Enfermedad de Johne solo en Reino Unido estd en un rango de €
0.327millones - € 10 millones de euros por afio para el ganado en general y los costos directos
atribuibles a la Enfermedad de Johne por vaca lechera al afio es de € 26 mil euros, la pérdida anual
para el ganado vacuno lechero y entre € 10-18 mil euros por animal en rebafio de carne (Barratt et
al., 2018).
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En Nueva Zelanda basado en el anélisis de leche a granel mediante ELISA se encontro que 3 al
5% de los rebafios tenian evidencia de infeccion por MAP, se compar6 con una muestra de ELISA
por animal resultando 25% de vacas positivas en rebafios infectados en granjas lecheras de otro
lado la prevalencia en granjas de bovinos de carne se estimd en un intervalo del 35 al 50% por
cultivo fecal combinado y ELISA en suero de 20 animales por rebafio, la incidencia anual de
enfermedad de Johne vari6 de 0.07 al 0,34 casos por cada 100 bovinos, por lo tanto, son inferiores

a los del ganado lechero que es aproximadamente del 80% (Gautam et al., 2016).

También se ha evaluado la prevalencia en paises asiaticos como la India en rebafios de granjas
bovinas mediante ELISA, donde se estim6 en unestudio que la prevalencia de MAP es mayor en
bovinos y bufalos es del 24.1% en comparacién con ovejas y cabras que es del 22.5%, la
seropositividad fue mayor en bovinos 26,9%, seguida de cabras 23,9%, bufalos 20,2% y ovejas
19,0% (Singh et al., 2016).

En una revision de la prevalencia de la paratuberculosis en bovinos, ovinos y caprinos, en América
latina y el Caribe, hallaron una prevalencia de 73.1% para bovinos, 11.5% para ovinos y el 15.4%
para caprinos, sin embargo, estos estudios fueron insuficientes para determinar con precision la
prevalencia de paratuberculosis en animales de granja en América Latina y el Caribe (Fernandez
etal., 2017).

4.9.2. SITUACION DE LA PARATUBERCULOSIS EN COLOMBIA

En Colombia se ha reportado la presencia de la paratuberculosis en bovinos desde hace méas de 90
afos, sin embargo, su comportamiento epidemioldgico en cuanto a la prevalencia e incidencia de
la enfermedad en el pais es ain desconocido (Zapata et al., 2008; Ramirez et al., 2011). La literatura
cientifica nacional es insuficiente y ni siquiera las entidades sanitarias como el ICA lo incluyen en
el boletin anual de las enfermedades prevalentes del hato ganadero en Colombia (Calderon y
Gobngora, 2008).
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El primer caso fue descrito por el Médico veterinario lldefonso Pérez en 1924 en bovinos
importados por la hacienda El Hato en el municipio de Usme en Cundinamarca (Plata, 1931 y
Vega, 1947 citados en Correa et al., 2018; Zapata et al., 2008; Espeschit et al., 2017; Jaramillo et
al., 2017; Caraballo et al., 2018).

En 1981 se evalud la prevalencia de PTB en ovinos en el altiplano Cundi- Boyacense en un estudio
de 480 ovinos y se estimd la prevalencia de reactores positivos de 11,25% + 2,8%, entre 1986 y
1993 en el departamento del Meta se reportaron casos por el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) (Gongora y Villamil, 1999 citado en Caraballo et al., 2018). Entre el 2000 al 2008 se
realizaron estudios retrospectivos en Antioquia donde se analizo la informacion documental de los
hallazgos clinicos e histopatoldgicos de la PTB en 5 animales afectados, el estudio confirmo segun
los criterios de diagnosticos empleados y el analisis de la informacion, la presencia, circulacion y

mantenimiento del MAP en el pais (Ramirez et al., 2011).

Benavidez et al., (2015) evaluaron la presencia de anticuerpos anti-MAP en producciones lecheras
bovinas en el sur de Narifio y estimaron que el 94% de las producciones habia al menos un animal
positivo y el 8% de los animales evaluados presentaron anticuerpos anti-MAP. Vélez et al., (2016),
estimaron que la seroprevalencia de MAP en bovinos de carne mediante la prueba diagndstica
ELISA fue del 33,8%. Jaramillo et al., (2017) estimo que la prevalencia de MAP fue del 17%, en
un hato lechero bovino del altiplano norte de Antioquia. Hernandez et al., (2017), evaluaron la
seroprevalencia de MAP en un aprisco en Antioquia, los resultados de ELISA fueron negativos en

los 59 animales evaluados. Caraballo et al., (2018)

Todos los autores han concluido que se requiere de mayores estudios epidemioldgicos para estimar
la prevalencia e incidencia del MAP en los hatos productivos de Colombia, no obstante, se requiere
de pruebas diagndsticas especificas y sensibles que permita detectar animales positivos en estados
iniciales, asimismo, el establecimiento e implementacion de estrategias sanitarias y medidas de
control encaminadas a minimizar la enfermedad en el hato afectado, sin embargo, esto representaria
un alto costo econdmico y la falta de reglamentaciones sobre el diagnostico, control y manejo de
la enfermedad en Colombia ha impedido la financiacion de investigaciones donde se evalue la

epidemiologia y el comportamiento de la paratuberculosis en el pais. (Zapata et al., 2008).
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4.10. CONTROL DE LA PARATUBERCULOSIS

El control de la paratuberculosis bovina plantea multiples desafios, principalmente para los paises
donde la enfermedad es endémica y con producciones lecheras intensivas especializadas, esta
enfermedad se ha extendido desde Europa hacia el resto del mundo debido a la comercializacion
de animales infectados y su propagacion se ha favorecido por las caracteristicas epidemioldgicas,
la evolucion lenta y silenciosa, la naturaleza subclinica y la baja sensibilidad de las pruebas
diagnosticas (Kennedy, 2011). La comunidad internacional ha enfocado su atencion hacia la
enfermedad, ya que es considerada como un problema de desarrollo agroindustrial, intentando
limitar su propagacion, también por la importancia en la salud publica ya que varios investigadores
han sugerido una posible relacionado del MAP con la Enfermedad de Crohn en humanos (Carslake
etal., 2011).

En los intentos de fomentar el estudio de la paratuberculosis y su relacion en la Enfermedad de
Crohn, la comunidad cientifica ha establecido coloquios internacionales de discusion que plantean
objetivos como el de Comprender mejor la epidemiologia y la transmisiéon de la enfermedad,
desarrollar e implementar nuevas pruebas diagnosticas y métodos de diferenciacion de cepas,
comprender la biologia y la patogénesis del MAP, estudiar la respuesta inmune del hospedador al
MAP, evaluar y desarrollar nuevas vacunas y también se establecen programas de investigacion en
salud publica aplicados a la calidad y seguridad de los alimentos (Carslake et al., 2011). La unién
europea tiene los siguientes temas de investigacion: primero la estandarizacion, armonizacion y
mejoramiento del diagnostico de laboratorio de MAP, segundo inactivacion del MAP en leche y
productos lacteos, tercero riesgo y control y cuarto caracterizacion de la interaccion entre humanos
con Enfermedad de Crohn y el MAP (Kennedy, 2011).

En Holanda las estrategias de control se han basado en la evaluacion del riesgo con enfoque
probabilistico sobre niveles de anticuerpos antiMAP en leche, con el cual establecen una
clasificacion de las lecherias de alto y bajo riesgo con la probabilidad que tienen estas de
contaminar con MAP la leche del granel a niveles superiores de los que la pasteurizacion puede
eliminar, a pesar de estos esfuerzos las autoridades sanitarias no han desarrollado normas

obligatorias para el control de la exposicion humana al microorganismo (Kennedy, 2011).
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En algunos paises el control de la enfermedad ha pasado del gobierno a las organizaciones
ganaderas, por tanto, las decisiones en las granjas quedan en manos de los productores que pueden
0 no ejecutar las medidas de control, esto puede deberse a la falta de conocimiento o a la percepcion
del riego y del impacto econémico de la enfermedad que puede ser alto debido a disminuciones en
la produccion de leche, baja fertilidad, aumento de la tasa de remplazos y sacrificio prematuro
(Carslake et al., 2011).

Los objetivos que plantean los paises para su control son proteger regiones libres y erradicar la
infeccion de poblaciones de baja prevalencia, mejorar el conocimiento y la comprensién del MAP
y asi desarrollar herramientas para el manejo adecuado de la infeccion, mitigar la contaminacién y
el impacto regional, desarrollar estrategias de prevencién y control en la finca, prevenir la
presentacion de la infeccion en la finca, demostrar estudios de bajo riesgo en el hato y en las crias
y la erradicacién de MAP de las poblaciones ganaderas (Beaunée et al., 2017).

Paises como Estados Unidos, Australia y paises bajos estan a la vanguardia del control de la
paratuberculosis, aunque el control de la propagacion de la infeccion ha resultado ardua debido a
la patogenia y la epidemiologia de la enfermedad (Beaunée et al., 2017; Kennedy y Allworth,
2000). Varias medidas se han implementado en estos paises para mitigar los riegos como las
regulaciones al movimiento de animales en su territorio desde areas endémicas a areas de baja

prevalencia y la proteccion a areas libres de MAP (Buhnerkempe et al., 2014).

Otra recomendacion para el control de la enfermedad en hatos se basa en medidas internas de
bioseguridad enfocadas a disminuir la propagacion, como eliminar de forma oportuna animales
positivos a paratuberculosis con el fin de evitar la infeccion en los animales de remplazo (Bajardi
etal., 2012).

En un estudio realizado en la regién de Bretafia en Francia donde el 85% de las ganaderias son
especializadas en produccién de leche, evaluaron la eficacia de las estrategias combinadas de
control, el estudio evalud la eficacia epidemiologica tedrica en meta-poblaciones donde se

efectuaron medidas de control durante 9 afios (Beaunée et al., 2017). ellos plantearon que los hatos
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no son poblaciones aisladas de bovinos y que estas tienen contacto a través del movimiento de
animales, intercambio y comercializacion, esto establece factores de riesgo externos que facilitan
la propagacion de la infeccidn entre las poblaciones, en el estudio se consideraron 5 medidas de
control aplicadas en las fincas : 1) pruebas diagnosticas para comercializar animales, su objetivo
es evitar la introduccion de animales infectados al hato; 2) sacrificio temprano de animales clinicos
para reducir la contaminacion ambiental en potrero e instalaciones; 3) mejorar la higiene de las
instalaciones para reducir la carga bacteriana en areas comunes, ademas de eliminar el MAP del
calostro y leche por pasteurizacion; 4) reducir el contacto de las crias con animales adultos; 5),
eliminar animales positivos, realizando pruebas diagnosticas a animales mayores de 2 afios (Bajardi
etal., 2011).

El estudio concluyo que la implementacion de medidas de control como mejora de la higiene con
lavado de instalaciones y el sacrificio de animales clinicos realizadas al 100% reducira la infeccion
al interior del hato, mientras el uso de sustitutos lacteos, la pasteurizacion de la leche y el calostro
apenas tuvieron efecto positivo detener la propagacion de la infeccion, entretanto el manejo de la
cria al limitar el contacto con adultos redujo en gran medida la propagacion del MAP, esta medida
debe ser radical, con una separacion completa del neonato y del adulto, los autores concluyen que
adoptar todas estas las medidas de control combinadas permite disminuir el porcentaje de los
rebafios infectados a un 36% pero la erradicacion no se logro en los 9 afios que abarco el estudio,

pues el MAP persistié en todas la poblaciones estudiadas (Beaunée et al., 2017)

El enfoque actual para el control de la infeccion debe tener en cuenta la combinacion de las medidas
y no la implementacién individual de estas, con el objeto de reducir la velocidad de propagacion y
reducir el nimero de poblaciones infectadas, estas medidas internas se deben enfocar en el manejo
de la cria, mejorar la higiene, la identificacién y sacrificio temprano de animales clinicos y
positivos y las medidas de control externas se deben enfocar en establecer control de los

movimientos de animales y compra de animales negativos.
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4.11. ENSAYOS DIAGNOSTICOS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS (2015-2019)

A continuacion, se resume los reportes de casos e investigaciones de los Gltimos cinco afios:

El elemento de insercion 1S900 es el objetivo mas utilizado para la identificacion y también la
diferenciacion de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis de otras micobacterias
mediante PCR (Bharathy et al., (2017), varios estudios han establecido la prevalencia empleando
este método de diagnostico, Nazareth et al., (2015) obtuvieron una prevalencia del 68% mediante
ADN MAP por PCR anidada especifica de 1S900 en muestras de sangre periférica de 202 pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal (EII) en diferentes periodos, los autores concluyen que
posiblemente el MAP tiene implicacion en la patogénesis de la Enfermedad de Crohn, otro estudio
obtuvo una prevalencia de 23,2% en pacientes con EC mediante ADN especifico de MAP por
gPCR, 2 de los 69 pacientes evaluados fueron positivos para MAP mediante inmunohistoquimica
(IHC) (Khan et al., 2016), Zamani et al., (2017) detectaron anticuerpos anti-MAP en suero de
pacientes con Enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) mediante PCR-1S900 en 64% (n = 18) de
los pacientes, concluyen que el estudio proporcion6 evidencias de la alta prevalencia de ADN MAP
en esta patologia, Timms et al., (2016) obtuvieron cultivos y ensayos de PCR-1S900 positivos para
MAP en tejidos de pacientes con Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, concluyeron que la EC
no estaba relacionada con la edad, el sexo, el lugar de nacimiento, el tabaquismo o la ingesta de
alcohol, pero demostraron una relacion significativa de MAP con el desarrollo de la Enfermedad
de Crohn.

Zarei et al., (2019) evaluaron mediante PCR-IS900, 30 pacientes con EC, 30 pacientes con
enfermedad intestinal inflamatoria y 30 cabras con Enfermedad de Johne, obtuvieron una
prevalencia de MAP de 47%, 13% y 70% respectivamente, estos autores concluyeron que la
identificacion de MAP en pacientes con EC respalda una asociacion notable de la micobacteria en
el desarrollo de esta enfermedad.

En cuanto a reportes diagndsticos mediante cultivo la cual es considerada como prueba de oro por
su alta especificidad en humanos es variada debido a que es bastante dificil de cultivar por su

naturaleza fastidiosa, de lento crecimiento y se atribuye a la creencia de que en los tejidos humanos
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el MAP es deficiente de pared celular como un esferoplasto (Bosca et al., 2015), la falta de una
pared celular hace que los esferoplastos sean incapaces de aceptar los métodos de tincién tipicos
como la tincion de Ziehl Neelsen y, por tanto, es dificil o imposible de detectar mediante
microscopia oOptica estandar, sin embargo, se cree que la forma negativa de la micobacteria es
resistente y se asocia con infecciones persistentes (McNees et al., 2015), en condiciones de cultivo
apropiadas y durante un periodo prolongado (semanas a afios) en tejidos humanos, estas
micobacterias producen la pared celular y se vuelven positivas para Ziehl-Nielsen (Bosca et al.,
2015).

Kuenstner et al., (2015) reportaron hemocultivos positivos y anticuerpos para MAP en 4 de los 5
pacientes con multiples enfermedades de etiologia desconocida, discuten que estos informes de
casos de pacientes con estas infecciones proporcionan evidencia de apoyo del papel patogénico de
MAP en el humano, otro estudio también reporto hemocultivo positivo para MAP en un paciente
diagnosticada con EC confirmando que probablemente el Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis fue el desencadenante de la enfermedad clinica. Oken et al., (2017), Zhang et al.,
(2017) cultivaron Mycobacterium avium subespecie hominissuis (MAH) de muestras de sangre de
una paciente con EC, mediante andlisis de la secuenciacion directa del amplicon de PCR
confirmaron la presencia de MAH siendo el primer reporte de aislamiento de la micobacteria en
pacientes con EC, en el estudio de Carvalho et al., (2016) no obtuvieron cultivos positivos para
Mycobaterium avium subespecie paratuberculosis con ningun medio de cultivo utilizado incluso

después de 30 semanas.

Se ha reportado excreciébn masiva de bacilos acido-alcohol resistente con morfologia de
Mycobacterium avium paratuberculosis en heces humanas con sintomas clinicos de EC, en el
cultivo de las heces se detectaron colonias y mediante PCR-REA (IS 1311 e IS 1311L2) se
determino que la bacteria era del biotipo Indian Bison de MAP (Singh et al., 2016).

En cuanto a las similitudes clinicas, anatomo e histopatoldgicas entre la Enfermedad de Johne y la
Enfermedad de Crohn se han descrito y comparado desde hace mas de un siglo, se reporta la
literatura lesiones histopatologicas mas comunes de Enfermedad de Crohn como enteritis

linfoplasmocitica crénica, enteritis granulomatosa, ulceracion de la mucosa, metaplasia de la
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glandula pildrica, hiperplasia linfoide, hiperplasia de células de Paneth, linfangiectasia, edema e
hiperplasia de células caliciformes (McNees et al., 2015; Paquet et al., 2016: Pimentel et al., 2019;
Zarei et al., 2019), estas manifestaciones histopatologicas se han observado en rumiantes con
Enfermedad de Johne (Alcedo et al., 2016).

Zarei et al., (2019) compararon las lesiones histopatoldgicas de humanos con EC y cabras con
Enfermedad de Johne, describieron lesiones paucibacilares en el 7% de los pacientes con EC, en
cabras las lesiones fueron multibacilares en el 43% de los casos, enteritis granulomatosa (83 y
90%), enteritis linfoplasmocitica (17 y 14%), edema y linfangiectasia (67 y 96%) y vasculitis (20
y 73%) fueron hallazgos comunes en las enfermedades de Crohn y Johne respectivamente, los
autores concluyen que hay una asociacion notable entre MAP y EC respaldando la hipotesis de una

relacion etioldgica.
Se resume los ensayos de diagnostico para Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis con

Enfermedad de Crohn reportados en la literatura de 2015-2019 (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de ensayos de diagnostico para Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis con Enfermedad de Crohn (2015-2019).

Autor Tipo de Tecnica de Resultados clinicos
Muestra diagnostico
Kuenstner Sangre Cultivo 4 de las 5 muestras fue positivo para Elisa,
etal., Biopsia de Elisa 3 cultivos fueron positivos para MAP. Las
(2015) coldn, ileon pruebas de PCR de MAP fueron negativas
Carvalho Biopsia de gRT-PCR No se obtuvo cultivos positivos para
etal., colon, ileon cultivo MAP. Tres muestras frescas fueron
(2016) histopatologia positivas para MAP mediante PCR-IS

900. La muestra de histopatologia se
observd bacilos acido-alcohol resistente

en la mucosa intestinal.
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Timms et Biopsia de
al., (2016) ileon terminal
o el colon
Singh et Suero, sangre
al., (2016) y heces
Khan et al.,
(2016) sangre e
intestino

PCR 1S900
Cultivo

Microscopia
Cultivo

Elisa

PCR 1S 900
PCR_RE S 1311

Biopsia gPCR del gen 1S900
especifico de MAP

Inmunohistoquimica (IHC)

Okenetal., Muestra
(2017)

leucocitaria
Zamani et Biopsias
al., (2017) (colon

afectado, ileon

de Hemocultivo

sangre de capa PCR

electroforesis en gel
secuenciacion de
acido
desoxirribonucleico
(ADN) del amplicon
de PCR en sangre
PCR para ADN de
MAP en el plasma
Elisa (anticuerpos
anti-MAP)
ADN-PCR (1S900)

Determino la presencia de MAP en
pacientes con EC en el 22 de los casos.
Cultivo positivo a MAP a partir de tejido
humano.

La microscopia en muestra de heces fue
positiva MAP. El cultivo de heces se
detectaron  pequefias  colonias. El
biotipado de las colonias con IS 1311
PCR_RE e IS 1311 L2 PCR_REA
demostrd que la bacteria era del "tipo
Bisonte indio" de MAP. El suero del
paciente fue positivo para MAP por
ELISA.

Fue significativamente mayor en
pacientes con EC (23.2%, en comparacion

con los controles (7.3%).

La prevalencia de MAP en EC fue de
2.9%y 2.4% en controles.

Se cultivo MAP a las 9 semanas, fia
identidad fue confirmada por PCR,
electroforesis en gel y secuenciacion de
acido desoxirribonucleico (ADN) del
amplicén de PCR. El titulo anti-MAP de
la de sangre fue positivo. El anélisis de
PCR para ADN de MAP en el plasma fue

negativo.

La especificidad de los péptidos
bacterianos logré un 100% para MAP,
Positivo en el 64% pacientes con EC y

9,7% de muestras de NIBD.
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terminal y Solo dos muestras con resultados
recto) Cultivo positivos de ELISA y PCR mostraron

simultdneamente colonias de MAP
Zarei et al., Biopsias Histopatologia El 7% de los pacientes con EC tuvieron
(2019) intestinales IS900 PCR lesiones paucibacilares, el 43% de los
(ileon, ciego y casos con EJ fueron multibacilares.
colon) Prevalencia de MAP en pacientes con EC

y EJ fue de 47 y 70%, respectivamente.

4.12. CRONOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE JOHNE

Desde hace mas de un siglo la comunidad cientifica ha debatido el papel del Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis como la causa de la Enfermedad de Crohn en los humanos (Sechi y
Dow, 2015), aqui se resume cronolégicamente los avances cientificos de la Enfermedad de Johne

en el mundo.

1894: el médico veterinario aleman Johne junto con Frothingham describieron por primera vez las
lesiones patoldgicas observadas en tejidos de animales muertos infectados con el microorganismo,
realizaron una descripcion macroscépica y microscopica las lesiones y por tincién observaron
bacterias en los tejidos, los investigadores concluyeron que la enfermedad fue causada por la misma
bacteria que causa la tuberculosis en las aves (Mycobacterium avium), los investigadores
propusieron el nombre de “enteritis pseudotuberculosa” para la enfermedad. (Johne, L.

Frothingham, 1895 citado en Johne’s Information Center, s,f).

1900: Otros investigadores nombran la enfermedad como paratuberculosis y enteritis hipertrofica,
en 1906 el Dr J. McFadyean Director del Royal Veterinary College propuso el término
“Enfermedad de Johne" y desde entonces, diversas publicaciones han empleado ese término para

referirse a la paratuberculosis. (Sechi y Dow, 2015).
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1902: El Dr. Herman Markus, profesor de patologia veterinaria e inspector de mataderos en los
Paises Bajos, describid al menos 11 casos de inflamacion gastrointestinal en el ganado bovino.
Intentd aislar las bacterias que se observaron en los tejidos, pero no obtuvo éxito, Markus parecia
haber descrito la misma condicion patologica la enteritis causada por el Mycobacterium avium

(Johne’s Information Center, s, f).

1908: Fue reportado por primera vez en Estados Unidos la Enfermedad de Johne por el Decano de
la escuela de Veterinaria de la Universidad de Pennsylvania, el Dr Leonard Pearson en su articulo
titulado “A note on the occurrence in America of chronic bacterial dysentery of cattle "(Pearson,
1908 citado en Arukc¢i¢, 2018), ese mismo afio, el médico veterinario KF Meyer recibio el titulo de
'Doctor medicinae veterinariae' de la Universidad de Zurich con una tesis titulada “Uber die durch
saurefeste Bakterien hervorgerufene difuso Hypertrophie der Darmschleimhaut des Rindes”
(Enteritis hypertrophica bovis specifica. Hipertrofia difusa de la mucosa intestinal en el ganado

bovino causada por bacterias acido-alcohol resistentes.). (Pospischil, 2015).

1909-1912: En Dinamarca se llevaron a cabo varias investigaciones sobre la Enfermedad de Johne,
el cientifico O Bang, inoculo via intradérmica antigenos de Mycobacterium bovis y observo una
débil respuesta del sistema inmunoldgico de los animales infectados, sin embargo, tenian mejor
respuesta a la tuberculina aviar antigenos de Mycobacterium avium, el microorganismo que causa
la tuberculosis aviar se podia cultivar en un laboratorio pero el organismo que causa la Enfermedad
de Johne no crecia en cultivos hasta que el cientifico britanico F, Twort descubrid en cultivos
antiguos, pequefias colonias que crecian alrededor de colonias del bacilo del heno comdn
Mycobacterium phlei y concluyd, que la bacteria M. phlei proporcionaba algun nutriente esencial
para el crecimiento del patdgeno y postulo un nuevo nombre para la enfermedad lo llamo
“Mycobacterium enteriditis chronicae pseudotuberculosae bovis Johne” (Johne’s Information

Center, s,f).

1913: Thomas Dalziel describié en varios casos de patologia las similitudes macroscopicas y
microscopicas de los intestinos de pacientes humanos comparados con los intestinos de bovinos
con Enfermedad de Johne, cito los reportes hallados por McFadyean y Johne y escribio que las
caracteristicas del tejido eran “...tan similar como para justificar una proposicion de que las

enfermedades pueden ser las mismas” (Dalziel, 1913 citado en Sechi y Dow, 2015).
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1922: Se describe las lesiones histopatoldgicas de la paratuberculosis en animales de africa y asia,
en 1923, la primera edicion del Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, publico y
nombro oficialmente que el agente causante de la Enfermedad de Johne es el Mycobacterium
paratuberculosis, asimismo, en Estados Unidos, los cientificos Beach y Hasting pablicaron un
informe de 22 paginas en el Boletin 343 de la Estacion Experimental Agricola de la Universidad
de Wisconsin describiendo la Enfermedad de Johne e incluyeron imagenes de animales afectados,
tejidos y cultivos de laboratorio de M. paratuberculosis y aconsejaron a los agricultores eliminar

animales sospechosos y separar la madre de la cria (Johne’s Information Center, s,f).

1951: Jacob Jansen cientifico holandés, observo una asociacion entre el pH del suelo y la incidencia
de la Enfermedad de Johne, informando que los factores ambientales pueden influir en la aparicion

de la enfermedad. (Johne’s Information Center, s, f).

1960: Se realizaron importantes observaciones epidemioldgicas, los animales infectados excretan
activamente M. paratuberculosis en sus heces, se pudo encontrar en el semen de toros infectados
y el utero de vacas infectadas, lo que indico la posibilidad de infeccion fetal (Johne’s Information

Center, s, 1).

1965-1975: J. Berg Jorgensen en Dinamarca, describid la epidemiologia de la paratuberculosis,
mejoré los métodos de diagndstico, estudid la supervivencia del MAP e informd sobre los
resultados de los ensayos experimentales en cerdos, también en esa decada NJL Gilmour en
Edimburgo publicaron varios articulos en el Journal of Comparative Pathology sobre la patogénesis

de la Enfermedad de Johne. (Kampen et al., 2015; Johne’s Information Center, s, f).

1983-1990: Se realiz6 el primer Coloquio internacional sobre la paratuberculosis en Ames Estados
Unidos donde participaron diferentes cientificos mundiales, el Dr Richard Merkal del National
Animal Disease Center junto a la Dra Marie Thorel, organizaron un segundo coloquio internacional

en la Escuela de Veterinaria de Maisons-Alfort, Francia, en 1988.
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1984-1989: Se informd por primera vez el aislamiento de M. paratuberculosis en tres pacientes
con Enfermedad de Crohn, por el Dr. Roderick J, Chiodini y colegas, reportaron MAP en pacientes
de Crohn asociando la micobacteria con la Enfermedad de Crohn, queda por determinar si esto es
una asociacion causal (Chiodiri et al., 1984 citado en Davis et al., 2017), en 1989 Des Collins y JJ
McFadden descubrieron la secuencia de insercion IS 900, siendo importante para la deteccion de
M. paratuberculosis sin tener que cultivar la bacteria en medios de laboratorio, un proceso que

generalmente requiere de 12 a 16 semanas ( Johne’s Information Center, s,f).

1989-1992: Se crea la Asociacion Internacional de paratuberculosis dedicada al avance del
conocimiento cientificos en la lucha por la erradicacion de la paratuberculosis en el ganado
doméstico y otras especies afectadas por Mycobacterium paratuberculosis, la cientifica M Thorel,
realizo varias contribuciones al campo de la investigacion de la paratuberculosis y sugirio la

taxonomia numérica para clasificar las micobaterias dependientes de micobactina.

1992-2000: En Noruega, el veterinario Finn Saxegaard del Laboratorio Veterinario Nacional
realizo un estudio en patologia comparativa del MAP en terneras y cabras, encontrd una cepa de
MAP especifica para cabras, ayud6 a dilucidar las relaciones genéticas entre las micobacterias

dependientes de micobactina (Johne’s Information Center, s,f).

2005-2010: Se realizd la secuencia genémica completa de la cepa de MAP que se aislé en una vaca
lechera en Wisconsin, Estados Unidos, el genoma tiene 4.829.781 pares de bases que representan
hasta 4.587 genes (Lingling et al., 2005).

2010-2015: Se publico el libro Paratuberculosis Organism, Disease, Control, editado por Marcel
et al., 2015 y pablicado por CAB International donde Se realiza multiples estudios del genoma del
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis y estudios sobre vacunacion, analisis de

técnicas diagnosticas y tratamientos anti-MAP.

2016: Se realizo el 13th Colloquium Internacional de Paratuberculosis en Francia, las sesiones
cientificas se centraron en los ultimos avances sobre el curso de la infeccion y el huésped

(incluyendo patogenesis, inmunologia y genética del huésped), la gendmica, biologia y diversidad
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del patogeno, el diagnostico y deteccion del Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(incluyendo en exposicion y transmision), los enfoques epidemioldgicos, las estrategias de control,

y aspectos de salud publica y seguridad alimentaria.

2017: la comunidad cientifica se reunié en la Universidad de Temple en Filadelfia donde
discutireron la relacién de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis en la enfermedad humana,
esto debido a la preocupacién compartida de que el MAP es un posible agente zoondtico que
representa una amenaza no solo para la salud animal sino también para la humana, discutieron
formas de mejorar las pruebas de diagndstico para MAP y los posibles ensayos clinicos futuros
anti-MAP.

2018: Se realizo el Colloquium Internacional de Paratuberculosis numero 14 en México donde se
reunieron 160 investigadores procedentes de 23 paises y discutieron los avances diagndsticos, la
inmunologia y la respuesta del hospedador, los programas de control de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), la epidemiologia, patogendmica y biologia de MAP y por Gltimo
salud publica, la presencia de MAP en el medio ambiente y de la situacion actual de la enfermedad
a nivel mundial. También se realizd en este afio el Foro Iberoamericano donde se reunié 35
investigadores procedentes de Argentina, Brasil, Colombia, Chile, Espafia, México y Panama, las
secciones de este foro sirvieron para compartir experiencias sobre los planes de control de la

paratuberculosis en America Latina.

2019: El Dr. Richard Whittington, dirigié un equipo internacional para encuestar programas de
control de paratuberculosis en todo el mundo, en esta revision participaron 76 coautores de 48
paises, el informe final reposa en el BMC Veterinary Research, se determin6 que la enfermedad es
comun y notificable en la mayoria de los paises participantes, solo 22 de 48 paises tienen programas
de control de los cuales 16 (73%) informan haber tenido éxito, paises como Noruega y Suecia

apuntan a erradicar la infeccion en sus hatos ganaderos (Johne’s Information Center, s,f).

2020: Se realizara el proximo congreso International Colloquium on Paratuberculosis, en Dublin,
en el que el Departamento de Sanidad Animal presentara los nuevos avances y resultados sobre el

gran impacto de la paratuberculosis en la ganaderia.
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6. DISCUSION

La sugerencia inicial de que MAP puede estar involucrado en la patogenesis de la Enfermedad de
Crohn (EC), estaba basada en las semejanzas clinicas, las lesiones macroscopicas e
histopatoldgicas con una inflamacion granulomatosa caracteristica, en la paratuberculosis bovina
y EC, sin embargo, los signos clinicos como la diarrea, pueden no estar relacionado con la severidad
de las lesiones histopatoldgicas y las infecciones multibacilares, esto argumenta que los signos
clinicos en la paratuberculosis no son consecuencia directa de la presencia del MAP en el intestino,
si no que, como en la EC los signos clinicos estarian mas relacionados con la respuesta inmune
aberrante, y que los eventos inmunolégicos en las dos enfermedades marcan la evolucion de la
enfermedad y que el dafio inmunomediado secundario a la infeccién explican los hallazgos
histopatolégicos en la Enfermedad de Johne y la EC (Atreya et al., 2014). Por otro lado,
investigaciones actuales revelan la presencia de ADN de MAP vy anticuerpo anti-MAP en sangre
de pacientes con Enfermedad de Crohn y en personas sanas, lo que indica una exposicion y

susceptibilidad a la infeccion en humanos (Davis y Madsen, 2012).

Los primeros aislamientos de MAP en personas con EC en los afios 80s sugieren la primera
evidencia de un posible vinculo etioldgico (Chiodini et al., 1984), sin embargo, actualmente su
aislamiento ha resultado dificil y pone en duda el vinculo del MAP en la patogénesis de la
Enfermedad de Crohn, sin embargo, ante los intentos fallidos de visualizacion de las micobacterias
por medio de tincidn, se propone que MAP puede estar en forma de esferoplasto, una forma carente
de pared celular que podria estar presente en el tejido infectado estimulando la respuesta
inmunoldgica, ademas, el alto nimero de deteccion de MAP en personas sanas Yy los controles en
las investigaciones hacen debatir su posible vinculo causal, asimismo, el uso de PCR para detectar
ADN de MAP no permite concluir si el MAP necesita estar vivo para tener un efecto patogénico,
ademas de abrir una discusién sobre el uso de PCR como prueba de deteccion de ADN de MAP en
leche y productos lacteos, pues este no diferenciaria entre MAP vivo o inactivo, en cuanto a los
estudios clinicos que utilizan antibidticos contra MAP muestran resultados variables pero no
correlacionan sus resultados con la presencia de MAP en pacientes con Enfermedad de Crohn
(Atreya et al., 2014).
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Por otro lado en la respuesta inmune, existen caracteristicas comunes en la respuesta inflamatoria
entre la paratuberculosis y la Enfermedad de Crohn, pues estas, involucran enteritis granulomatosa,
linfocitos y macrofagos, asi como, en las infecciones por micobacterias en humanos y la respuesta
inmunologica, muestran un perfil celular dominado por células T CD4+, células Thl, Th17, Th22
y macréfagos con una respuesta de células CD8 menos amplia 'y secrecion de IFN-y, IL-17, IL-
22, 1L23 y una mayor secrecion de TNF-a, presente en la enteritis de personas con EC positivos a
MAP, esto otorga evidencia de eventos inmunoldgicos que vincula micobacterias en la enfermedad
inflamatoria intestinal, esto agrega evidencia adicional pues una caracteristica clave de la
patogenicidad del MAP es modular la respuesta de células TCD4+, ademas, los macréfagos son
las células comunes en la respuesta inflamatoria de las dos enfermedades y tienen un papel critico
en el mantenimiento de la inflamacion, podrian estos determinar las alteraciones histopatoldgicas

mediadas por el sistema inmune.

En la tabla 5 se resume las pruebas a favor y en contra expuestas en la literatura consultada sobre
la hipotesis del vinculo etiologico del Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en la
Enfermedad de Crohn.

Tabla 5. Pruebas a favor y en contra de la hipdtesis del Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis como agente etiolégico en la Enfermedad de Crohn

A FAVOR

EN CONTRA

Similitud de la sintomatologia y las lesiones
histopatologicas entre Enfermedad de Crohn
y la Enfermedad de Johne

Aislamiento del MAP en alimentos
principalmente leche, carne y agua para
consumo humano.

En seres humanos la enfermedad involucra
el tracto gastrointestinal superior e inferior,
en animales solo afecta el tracto
gastrointestinal inferior.

No existen pruebas de transmision en seres
humanos por consumo de alimentos
infectados con MAP.
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Contacto directo de seres humanos con
animales posiblemente infectados con MAP
en producciones ganaderas.

Identificacién de MAP en tejidos humanos
en medio de cultivo.

Identificacion de MAP mediante prueba
analitica de PCR.

Mayor presencia de anticuerpos especificos
contra MAP en pacientes con Enfermedad
de Crohn.

Aislamiento de MAP en leche de madres
con Enfermedad de Crohn.

Kruiningen et al., (1986) dando
cumplimiento a los postulados de Koch
produjo enteritis en un cabrito después de la
inoculacion de MAP aislado de pacientes
con EC.

Ausencia de estudios epidemioldgicos que
evallen el riesgo de contacto en poblaciones
humanas suceptibles.

Dificultad de aislar MAP en medios de
cultivos de tejidos humanos debido su lento
crecimiento y a la deficiencia de pared
celular a diferencia de MAP en cultivos de
tejidos bovinos.

Genotipo de especies MAP aisladas de
animales infectados y de individuos con
Crohn difieren.

Deteccion MAP en pacientes con colitis
ulcerosa, voluntarios sanos o con otro tipo
de enfermedad intestinal.

No hay evidencia sobre la transmision de
MAP de madre a hijo a través de la leche
humana.

Kruiningen et al., (2011), reitera el fracaso
para establecer una conexion etioldgica
entre MAP con la Enfermedad de Crohn,
considera que en los datos obtenidos en
1986 pudo haber contaminacion cruzada lo
que conllevo a resultados falsos positivos en
animales.
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7. CONCLUSIONES

AUn no hay evidencia definitiva de un vinculo causal entre MAP y Enfermedad de Crohn y las
consideraciones éticas interfieren en la investigacion, estaria por aclarar si existe una asociacion o
causalidad del MAP en la Enfermedad de Crohn y el paso de la asociacion epidemioldgica a la
causalidad en las enfermedades intestinales es dificil, el tracto gastrointestinal de los animales
contiene una microbiota muy variada con interacciones complejas, por esta razon encontrar un
microrganismo particular en intestino o en heces en enfermedades inflamatorias intestinales, no
puede indicar que ese micoorganismos es la causa de la enfermedad, por lo tanto, se debe tener en
cuenta los modelos epidemioldgicos de causalidad, el modelo de pastel de Rothman describe un
complejo causal suficiente que esta representado por la combinacion de varias causas componentes
(cortes en el pastel) y estos crean una causa suficiente para generar una enfermedad, ademas, se
requiere la presencia de una causa necesaria que debe estar presente,pero que puede, no ser toda la
causa de la enfermedad, siguiendo esta idea, existe la posibilidad que MAP sea una causa necesaria
pero no suficiente de la Enfermedad de Crohn, por lo tanto no todas las personas positivas a MAP
desarrollarian la enfermedad, como lo evidencia la deteccién de MAP en controles sanos y
pacientes con colitis ulcerosa que implica que MAP por si solo no es suficiente para causar EC y
gue MAP no daria inicio a la respuesta inflamatoria como unico factor, en tanto, la existencia de
una asociacion no significa necesariamente que la relacion sea causal, Si MAP contribuye a la
patogénesis de la EC es probable que lo haga en condiciones complejas de interaccion huésped —
patdgeno, que involucrarian una relacion multifactorial entre defectos en las barreras fisicas,
factores genéticos, ambientales, microbianos, dietéticos y una respuesta inmune innata aberrante,
por lo tanto MAP puede considerarse un factor de riesgo mas, para desarrollar EC y

alternativamente, MAP puede ser un colonizador secundario en la EC. (Uzoigwe et al., 2007),

En conclusién la evidencia apunta a una capacidad zoonotica de MAP y la asociacion de MAP con
la Enfermedad de Crohn (EC) parece ser definitiva, aunque, el papel del MAP como agente
etioldgico en la EC no se ha demostrado y puede estar relegado a ser un factor adicional, pues la
Enfermedad de Crohn no involucra una simple relacion causa efecto y no nos podemos referir a
causa Yy asociacion como términos intercambiables y es necesario un vinculo epidemiologico

establecido en los criterios de Hill, de los cuales se han cumplido 4 de los 6 criterios
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epidemiologicos causales (fuerza de asociacion, consistencia del efecto, temporalidad vy
plausibilidad biol6gica, donde la temporalidad resulta la evidencia mas importante y pueden estos
criterios abordar las limitaciones de los postulados de Koch en la evaluacion de las enfermedades
cronicas y los postulados de Koch en los cuales el agente causal debe estar presente en cada caso
de la enfermedad y ausente en animale sanos, debe aislarse de un animal enfermo y crecer en
cultivo puro, al ser inoculado debe provocar la enfermedad en un animal susceptible y por ultimo
el microorganismo debe ser aislado de nuevo de las lesiones producidas en los animales infectados
experimentalmente (Koch, 1876), estos postulados deberia aplicarse en seres humanos para dar

respuesta a la interrogante. (Uzoigwe et al., 2007; Lowe et al., 2008; Atreya et al., 2014).
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8. RECOMENDACIONES

La infeccion interespecie y el aislamiento de MAP de biopsias de personas con Enfermedad de
Crohn sugiere que la bacteria puede infectar el intestino de especies diferentes a los rumiantes (Shin
et al., 2015; Khol et al., 2017; Zarei et al., 2019) la evidencia respecto a la excrecion de MAP en
la leche y préacticas de consumir leche cruda o productos lacteos no pasteurizados, resplada la
existencia de riesgo de infeccion y apunta a la leche como un vector (Bharathy et al., 2017),
ademas, la efectividad de la pasteurizacion para incativar MAP no es completa, esto establece un
escenario para la trasmisién a humanos asociada al consumo de leche, derivados lacteos, asi como,
otras fuentes potenciales como carne, agua potable y vegetales cultivados en suelos y aguas de
riego contaminados, por tanto se deben llevar a cavo estudios sobre la evaluacion del riesgo

asociado a la exposicion (Waddell et al., 2016).

La evidencia sostiene que existe asociacion entre MAP y EC, con el debate abierto sobre un vinculo
causal, se deben tomar medidas de control dirigidas a mitigar los posibles riesgos en la salud
publica y limitar la exposicion humana como principio de precaucion, este control, no podria estar
basado en el analisis de los productos alimenticios por la dificultad de anélisis en tiempo real, pero
se pueden emplear medidas como controles en lo procesos de pasteurizacion y modificar los
tiempos y la temperatura, para aumentar la probabilidad de inactivacion y mejorar la deteccion de
ADN de MAP en leche por PCR altamente sensible como fago-PCR para detectar MAP viable
(Robertson et al., 2017).

El MAP puede llegar a ser ubicuo en hatos donde se ha establecido la infeccidn, debido a la
excrecion fecal y su supervivencia prolongada en medio ambiente, esto contribuye a la
contaminacion ambiental del suelo y de aguas superficiales, entonces, el control se debe enfocar
en produccién primaria, por lo tanto, la comunidad veterinaria y médica debe crear estrategias y
medidas efectivas de control en los hatos, como la vacunacion, terapias anti-MAP, estrategias de
bioseguridad e higiene enfocadas en la erradicacion de la enfermedad en el hato, asi mismo, se
requeriria la participacion de entidades gubernamentales y agencias sanitarias como la FDA, la
OMS, laOIE Y USDA que respalden las medidas de bioseguridad. (Groenendaal y Zagmutt, 2008)
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En cuanto a las industrias, deberian mostrar a los consumidores los ajustes efectuados en los
procedimientos de mitigacion del riesgo y requerird evidencia adicional de la efectividad de sus
procesos de pasteurizacion comercial y extender sus controles a los proveedores de leche dirigidos
a certificar hatos libres y evaluar higiene en el ordefio, esto puede ayudar a una percepcion
favorable del consumidor frente al riesgo, y a minimizar el impacto econémico que significaria
para la industria la posible zoonosis o asociacion causal de MAP-EC, aun asi y con la
implementacién de los controles la eficia de la proteccion es incierta. (Groenendaal y Zagmutt,
2008)

El debate sobre la causa de las enfermedades inflamatorias intestinales (EIl) continuard y las futuras
investigaciones deben estudiar las interacciones complejas que se establecen en el ambiente
intestinal entre el microbioma y los mecanismos inmunolégicos del huésped, para dar claridad a
los eventos inmunoldgicos que protegen o promueven la enfermedad, las Ell se deben pensar como
enfermedades dinamicas, multifactoriales y no unidireccionales para lograr evidenciar todos sus
componentes causales y la existencia de un agente patégeno especifico, asi como los estudios
futuros que evallen la presencia de MAP en pacientes con EC deberan utilizar multiples métodos
de deteccion para verificar y confirmar resultados y resolver la relacion de MAP en la EC, pues, el
MAP representa una amenaza no solo en la salud animal sino también en la salud publica, con esto
se lograra disefiar una evaluacion de riesgos basada en la evidencia que ayude a mitigar las posibles

consecuencias de la exposicion humana a MAP. (Kuenstner et al., 2017).
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