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W pracy przedstawiono wyniki badan wystepowania zakazenia
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis u pacjentow z chorobq
Lesniowskiego-Crohna, z wrzodziejqcym zapaleniem jelita grubego oraz
u ochotnikow zdrowych. Uzyskane wyniki pozwalajq sugerowacé wspot-
udziat Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis w etiopatogenezie
choroby Lesniowskiego-Crohna.
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WSTEP

Nieswoiste choroby zapalne jelit sg to przewlekte choroby zapalne o nieznanej etiologii
i obejmuja dwie gldwne grupy: chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace zapalenie
jelita grubego (1). Choroba Le$niowskiego-Crohna jest pelnosciennym, przewaznie ziarni-
niakowym zapaleniem, rozwijajacym si¢ w dowolnym odcinku przewodu pokarmowego.
Wrzodziejace zapalenie jelita grubego charakteryzuje si¢ nieziarniniakowym przewlekltym
zapaleniem zlokalizowanym wytacznie w §luzéwce odbytnicy i okrgznicy. Powyzsze zespoty
chorobowe nadal stanowia powazny problem kliniczny, determinowany ich przewlektym,
cigzkim przebiegiem i wystgpowaniem powiktan miejscowych oraz odlegtych (2). Ostatnio
sugeruje si¢ zwiazek etiopatogenetyczny bakterii Mycobacterium paratuberculosis (M.
avium subsp. paratuberculosis) z choroba Le$niowskiego-Crohna, co wydaje si¢ stwarza¢
nowe perspektywy terapeutyczne (3).
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Biorac pod uwage powyzsze, celem pracy byto zanalizowanie wyst¢gpowania zakazen
M. avium subsp. paratuberculosis u chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i
choroba Les$niowskiego-Crohna.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono u 36 chorych, hospitalizowanych w Katedrze 1 Klinice
Chirurgii Ogoélnej, Gastroenterologicznej i Endokrynologicznej A.M. w Poznaniuiu 12
zdrowych ochotnikow. Wsrod chorych wyodrgbniono nastgpujace grupy badawcze: grupe
1 obejmujaca 16 pacjentdow z choroba Lesniowskiego-Crohna w wieku 15-42 lat i grupg
2 obejmujaca 20 pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego w wieku 21-50
lat. Grupe 3 (kontrolng) stanowito 12 zdrowych ochotnikow w wieku 23-60 lat. Charak-
terystyki pacjentow z choroba Lesniowskiego Crohna oraz wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego przedstawiono w tabeli I. U wszystkich chorych przeprowadzono zabieg
operacyjny polegajacy na resekcji czg$ciowej lub catkowitej jelita grubego. Materiat do
badan stanowily fragmenty pobranego jelita. Natomiast w grupie 3 (kontrolnej) wyko-
nano kolonoskopig z pobraniem wycinka jelit; w badaniu histologicznym nie wykazano
zadnych zmian patologicznych.

Ekstrakcja DNA. Material tkankowy homogenizowano (Power Gen 125, Fisher Scien-
tific), wirowano i nadsacz zawieszano w buforze lizujacym dla Mycobacterium, inkubujac
przez 6 godz. w temp. 37°C, a nastepnie izolowano DNA, przy uzyciu zestawu QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen).

Oznaczanie DNA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. DNA Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis wykrywano stosujac metod¢ PCR-ELISA (Mycobac-
terium paratuberculosis PCR; Institut Pourquier - France). Reakcj¢ PCR przeprowadzano
zgodne z instrukcja w objetosci catkowitej 50 ul (48 pul mieszaniny +2 ul DNA), z uzyciem
biotynylowanych starteréw dla sekwencji 1S900, stosujac nast¢pujacy program: 1 cykl
37°C przez 5 min, 1 cykl 95°C przez 5 min, 45 cykli: 95°C przez 30 sek, 62°C przez 30 sek,
72°C przez 40 sek, a nastgpnie 1 cykl 72 °C przez 8 min. Uzyskany biotynylowany produkt
PCR analizowano kolorymetryczna metoda mikroptytkowa z uzyciem komplementarnej
jednoniciowej sondy RNA znakowanej digoksygenina (DIG). Immobilizowane hybrydy
wykrywano za pomoca przeciwcial anty-DIG, skoniugowanych z peroksydaza. Reakcje
barwna wywolywano stosujac substrat TMB. Absorbancj¢ odczytywano z uzyciem czytnika
(Behring Microstrip Reader), przy A=450 nm.

Wyniki jako pozytywne dla DNA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis uzna-
wano, zgodnie z instrukcja, przy wartosci absorbancji (A) > 0,300.

Analiza statystyczna wynikow. Roznice w czgstosci pozytywnych wynikéw w bada-
nych grupach analizowano przy uzyciu doktadnego testu Fishera. Hipotezy statystyczne
weryfikowano na poziomie istotnosci p<0,05.
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WYNIKI

Tabela I.  Charakterystyka badanych pacjentow z choroba Lesniowskiego-Crohna oraz wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego
Table I.  Characteristics of studied patients with Le$niowski-Crohn’s disease and ulcerative coli-

tis
Pacjenci z choroba  Pacjenci z wrzodzieja-
Charakterystyka Lesniowskiego-Croh-  cym zapaleniem jelita
na grubego
Wiek (w chwili rozpoznania choroby) zakres: 15-42 lat 21-50 lat
Plec M (l.iczba) 8 9
K (liczba) 8 11
Immunosupresja (liczba pacjentow)
Sterydoterapia 8 11
Immunomodulatory 0 2
(Azathiopryna)
Wskazania do zabiegu operacyjnego: liczby
Zwezenie 8 4
Przetoka 4 0
Zwezenie + przetoka 0 0
Zapa}le_me jelit B 0 1/12
(czg$ciowe/pancolitis)
Inne (zmiany w jel. grubym) 3 20

Uzyskane wyniki oznaczen DNA M. avium subsp. paratuberculosis w poszczegdlnych
grupach badanych przedstawiono w tabeli II.

Tabela II. Wyniki oznaczen DNA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis w poszczegdlnych
grupach badanych

Table II.  Results of DNA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis detection in individual
groups of studied individuals

Liczba (%) przypadkow
Liczba DNA (+ DNA (-
Grupa badanych badanych M. avium (su)bsp. M. avium (szbsp.
paratuberculosis paratuberculosis
Grupa 1
(pacjenci z choroba 16 10 (62,5%)* 6 (37,5%)
Lesniowskiego-Crohna)
Grupa 2
(pacjenci z wrzodziejacym 20 5(25%) 15 (75%)
zapaleniem jelita grubego)
Grupa 3
(grupa k(I))ntrolna) 12 1(8,3%) 11 (91,7%)

* istotno$¢ statystyczna w pordwnaniu z grupa kontrolna (p<0,05) — ststistical significance as com-
pared to the control group
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W grupie 1 obejmujacej 16 pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna wykazano
obecno$¢ M. avium subsp. paratuberculosis w 10 (62,5%) przypadkach. W grupie 2 liczacej
20 chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego M. avium subsp. paratuberculosis
zidentyfikowano w 5 (25%) przypadkach. W grupie 3 (kontrolnej) obejmujacej 12 pacjen-
tow, wystgpowanie zakazenia M. avium subsp. paratuberculosis stwierdzono w 1 (8,3%)
przypadku. Analizujac statystycznie uzyskane wyniki stwierdzono, ze M. avium subsp.
paratuberculosis wystgpuje istotnie czg$ciej w grupie 1 pacjentdw w poréwnaniu z grupa
2 1 3 (p<0,05). Natomiast nie wykazano statystycznej roznicy w czg¢stosci wystgpowania
M. avium subsp. paratuberculosis migdzy grupa 2 i 3 (p>0,05).

DYSKUSJA

Dobrze juz udokumentowano rolg atypowego pratka M. avium subsp. paratuberculosis
jako czynnika etiologicznego przewlektego zapalenia ziarniniakowatego jelit (tzw. choroby
Johnego, JD) u przezuwaczy, gtdwnie u bydta (4,5). Jednoczesnie opisano podobienstwo
zmian histologicznych w rozpoznawanej u ludzi chorobie Le$niowskiego-Crohna, a ponadto
W jej przebiegu wykazano mozliwos¢ wystepowania takze M. avium subsp. paratuberculosis
(6,7). Jednak do chwili obecnej, etiologia nieswoistych chorob zapalnych jelit (choroby
Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego) nie zostata ostatecznie
wyjasniona. Aktualnie uznaje si¢ znaczenie czynnikow genetycznych, srodowiskowych
i immunologicznych w patogenezie tych chordb, chociaz doktadny mechanizm wystgpu-
jacych uszkodzen tkankowych nadal nie jest znany (7,8). Badania dotyczace roli M. avium
subsp. paratuberculosis jako czynnika przyczynowego choroby Le$niowskiego-Crohna
daja kontrowersyjne wyniki. Z jednej strony, stwierdza si¢ bowiem zwigkszong czgsto$é
wystegpowania M. avium subsp. paratuberculosis w materiale tkankowym pacjentow
z choroba Lesniowskiego-Crohna (3,7,9), natomiast z drugiej strony, wykazano odrgbnos¢
genotypowa migdzy szczepami bydlgcych M. avium subsp. paratuberculosis i uzyska-
nymi od chorych oséb. Ponadto brak jest danych epidemiologicznych potwierdzajacych
transmisyjno$¢ tego patogenu u ludzi, a takze nie stwierdzono wystgpowania komorkowej
odpowiedzi odpornosciowej wobec M. avium subsp. paratuberculosis w przebiegu choroby
Lesniowskiego-Crohna (10,11,12). Z kolei, w badaniach odpowiedzi humoralnej u pacjentow
z nieswoistymi zapaleniami jelit i u 0s6b zdrowych, wykazano u okoto 35% wszystkich
pacjentéw obecnos¢ surowiczych przeciwciat anty-M. avium subsp. paratuberculosis (13).
Jednak czesto$¢ wystgpowania seropozytywnosci nie roznita sig statystycznie w chorobie
Lesniowskiego-Crohna, wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego i grupie kontrolnej, co
moze przemawiaé przeciwko swoistosci oddziatywania M. avium subsp. paratuberculosis
w chorobie Lesniowskiego-Crohna.

W prezentowanych w tej pracy badaniach wykryto w grupie osob zdrowych (kontrolnej)
w materiale tkankowym obecno$¢ M. avium subsp. paratuberculosis w 1 przypadku (8,3%).
Stwierdzony niski odsetek wystgpowania tego patogenu w grupie kontrolnej jest zgodny
z innymi danymi (7,9), co moze uwiarogodnia¢ uzyskane wyniki. U chorych z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego odsetek wykrywalnosci M. avium subsp. paratuberculosis byt
wyzszy (25%). Jednak nie rdznit sig statystycznie od czgstosci wystgpowania tego patogenu
w grupie kontrolnej, co koresponduje z wynikami innych autorow (7,9).
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Jednoczes$nie wykazana statystycznie czgstsza wykrywalno$¢ M. avium subsp. pa-
ratuberculosis w chorobie Lesniowskiego-Crohna w porownaniu z pozostatymi grupami
badanych, pozwala sugerowac wspotudzial wymienionego patogenu w etiopatogenezie tej
jednostki chorobowej.

Z kolei, wiadomym jest, ze do zakazenia cztowieka M. avium subsp. paratuberculosis
najczesciej dochodzi droga pokarmowa poprzez produkty spozywcze, gtdéwnie mleko, zanie-
czyszczone w/w patogenem, wystepujacym u zwierzat. Stwierdzono bowiem, ze standardowa
pasteryzacja mleka (w warunkach: 63,5 °C przez 30 min. lub 71,7 °C przez 15 sek.) jest
niewystarczajaca dla catkowitej inaktywacji M. avium subsp. paratuberculosis w mleku
(14,15). Tak wige, M. avium subsp. paratuberculosis stanowi dla cztowieka potencjalny
czynnik chorobotwoérczy pochodzenia odzwierzgcego.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki moga wskazywaé na udziat M. avium subsp. paratuberculosis
w etiopatogenezie choroby Lesniowskiego-Crohna. Diagnostyka laboratoryjna tej jednostki
chorobowej powinna zatem obejmowac badanie mikrobiologiczne wycinka jelit w kierunku
obecnos$ci tego patogenu dla uwzglednienia leczenia przeciwpratkowego. Jednocze$nie,
produkty spozywcze zanieczyszczone M. avium subsp. paratuberculosis moga stanowic
potencjalne zrodlo zakazenia dla ludzi.
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MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS
IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES

SUMMARY

In the paper results were presented of a study on manifestation of infection with Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis in 16 patients aged 15-42 years with Lesniowski-Crohn disease (group
1), in 20 patients aged 21-50 years with ulcerative colitis (group 2) and in 12 healthy individuals aged
23-60 years (group 3, control). All the ill patients were subjected to surgery, involving partial or total
resection of large intestine, while individuals in group 3 (control) were subjected to colonoscopy
with sampling of large intestine. Using mechanical/enzymatic technique DNA was extracted from
the tissue material and was identified using PCR-ELISA technique (Mycobacterium paratuberculo-
sis PCR; Institut Pourquier — France). Colour reaction was evoked using the TMB substrate. In the
studies presence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis was noted in 10 (62.5%) patients
with Lesniowski-Crohn disease, in 5 (25%) patients with ulcerative colitis and in 1 patient 1 (8.3%)
patient of the control group. The obtained results permit to suggest that Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis bacteria participate in etiopathogenesis of Le$niowski-Crohn disease.
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