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Resumen. Introduccién: se estandarizé una técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa pCr anidada para el diagndstico de la
enteropatia proliferativa porcina causada por la bacteria Lawsonia intracellularis. Métodos: la técnica se basé en la amplificacién de
una region de 270 pb del gen 16s ARNr de Lawsonia intracellularis; para tal fin, se extrajo el ADN de la bacteria mediante el kit Purelink
Genomic, Invitrogen®, a partir de 100 muestras de ileon de porcinos provenientes del drea metropolitana de Bucaramanga (Santan-
der). Los ADN fueron cuantificados por fluorometria y ajustados a una concentracién de 20 ng/uL. Se llevo a cabo una primera ampli-
ficacion de la porcion de 319 pb del gen 165 ARN con los iniciadores externos: 5°’-TAT GGC TGT CAA ACA CTC CG-3’ Y 5'-TGA AGG TAT
TGG TAT TCT cc-3’. El producto de esta primera amplificacion se us6 de molde para una segunda reaccién, en la que se amplificé una
porcioén interna de 270 pb del gen 16s ARN de L. intracellularis, empleando los iniciadores internos especificos: 5-TTA CAG GTG AAG
TTA TTG GG-3’ Y 5°-CTT TCT CAT GTC CCA TAA GC-3’ Las condiciones dptimas para las PCR tanto con los iniciadores internos como
con los externos incluyeron: 2,5 um de mgcl,; 0,15 pum de cada dnTp; 1x de Buffer de reaccion; 0,8 pum de cada iniciador; y 2,5 U de Taq
polimerasa. Como control positivo tanto en la extraccién de ADN como en las PCR, se empleé ADN bacteriano extraido de la vacuna
Enterisol® (Boheringer Ingelheim®). Resultados: las temperaturas éptimas de anillamiento para la Pcr simple y anidada fueron de 50
y 55°C, respectivamente. El limite de deteccion de la técnica fue de 5 fg. Conclusiones: la técnica no evidencid reaccion cruzada con
Esquerichia coli, ni con Salmonella typhimurium, bacterias con cuadros clinicos semejantes.

Palabras clave: cerdos, diagndstico molecular, ileitis.

each dNTP; 1x of reaction buffer; 0,8 um of each initiator; and 2,5 U
of Taq polymerase. As a positive control for the taken pNA samples
and the pCR, the bacterial DNA taken from Enterisol® (Boheringer In-
gelheim®) was used. Results: optimal temperatures of annealing for the
simple and nested Pcr were 50 and 55°C, respectively. The detection
limit of the technique was 5 fg. Conclusions: no cross reactions were

PCR Standardization to Identify
Lawsonia intracellularis in Pigs

Abstract. Introduction: the nested Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique has been standardized for the diagnosis of porcine prolif-
erative enteropathy caused by Lawsonia intracellularis. Methods: such

technique was based upon amplifying a region of 270 pb of the 16s
ARNr gene of the Lawsonia intracellularis. For such purposes, a DNA
sample was taken from the bacteria with a Purelink Genomic Kkit,
Invitrogen®, from 100 samples of porcine ileum of the metropolitan
area of Bucaramanga (Santander). The DNA samples were quantified
with fluorometry and adjusted to 20 ng/pL concentration. The first am-
plification of the 319 pb part of the 16s gene was completed with the
external initiators: 5’-TAT GGC TGT CAA ACA CTC CG-3  and 5’-TGA AGG
TAT TGG TAT TCT cc-3’. The result of this first amplification was used as
a pattern for the second reaction, where the internal part of 270 pb of
the 16s ARN gene of L. intracellularis was amplified using the specific
internal initiators: 5-TTA CAG GTG AAG TTA TTG GG-3’ and 5’-CTT TCT
CAT GTC CCA TAA GC-3’ The optimal conditions for the pcr for both
internal and external initiators included 2,5 pm de mgcl; 0,15 um of
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found with Esquerichia coli, or with Salmonella typhimurium, which
are bacteria with similar clinical conditions.

Keywords: pigs, molecular diagnosis, ileitis.

Estandardizagdo de uma PCR aninhada (nested PCR) para
a identificacdo de Lawsonia intracellularis em suinos

Resumo. Introdugio: foi estandardizada uma técnica de Reagdo em Ca-
deia da Polimerase PCR aninhada para o diagndstico da enteropatia pro-
liferativa suina causada pela bactéria Lawsonia intracellularis. Métodos:
a técnica foi baseada na amplificagdo de uma regiao de 270 pb do gene
16s ARNr de Lawsonia intracellularis; para esse fim, foi extraido o ADN
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da bactéria mediante o kit Purelink Genomic, Invitrogen®, a partir de 100
amostras de ileo de suinos provenientes da zona metropolitana da cida-
de de Bucaramanga (Santander, Colémbia). Os ADN foram quantificados
por fluorometria e ajustados a uma concentragao de 20 ng/uL. foi feita
uma primeira amplificagdo da porgdo de 319 pb do gene 165 ARN com 0s
iniciadores externos: 5’-TAT GGC TGT CAA ACA CTC CG-3’ E 5 -TGA AGG
TAT TGG TAT TCT cC-3’. O produto desta primeira amplificagao foi utili-
zada como molde para uma segunda reagdo, na qual foi amplificada uma
porgdo interna de 270 pb do gene 16s ARN de L. intracellularis, usando
os iniciadores internos especificos: 5’-TTA CAG GTG AAG TTA TTG GG-3’
€ 5°-CTT TCT CAT GTC CCA TAA GC-3’ As condi¢des Optimas para as PCR,

Introduccion

La industria porcina se enfrenta constantemente a en-
fermedades gastrointestinales, que son responsables de
generar pérdidas econdmicas tanto en las fases de des-
tete como de finalizacién. En tiempos recientes, se ha
trabajado en las caracteristicas genotipicas de virulen-
cia de los patdgenos, asi como en las posibles medidas
profilacticas para evitar los efectos lesivos resultantes
de la invasion y replicacion directa sobre la mucosa in-
testinal de bacterias como Lawsonia intracellularis [1].
L. intracellularis es una bacteria intracelular que
causa enteritis proliferativa porcina (EPP), infeccion
reportada en América con prevalencias superiores al
30%. El impacto econdmico generado por entidades
gastrointestinales del tipo de la ileitis porcina puede ser
importante en paises como Brasil, Chile, Argentina, Co-
lombia, Paraguayy Venezuela; consideradoslos de mayor
produccion oficial en Suramérica (2, 3, 4]. En Colombia,
por técnicas seroldgicas y tincion de plata, se describen
prevalencias del 20-87%, principalmente en Antioquia y
Cundinamarca. En la industria porcicola santandereana
no existen reportes que aproximen una informacioén
actual sobre la situaciéon de la Epp desencadenada por
esta bacteria. La presente investigacion optimizé una
técnica de PCR anidada, ttil para el futuro diagnostico
y conocimiento de la situacién epidemiolégica de la L.
intracellularis en el departamento de Santander.

Materiales y métodos

Muestras de ileon porcino

Se tomaron 100 muestras de tejido (25-30 mg de
ileon porcino) provenientes de porcinos de diferentes
municipios del area metropolitana de Bucaramanga
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tanto com os iniciadores internos quanto com os externos incluiram:
2,5 um de mgcl,; 0,15 pm de cada dNTP; 1x de Buffer de reagao; 0,8 pum de
cada iniciador; e 2,5 U de Taq polimerase. Como controle positivo tanto
na extragao de ADN quanto nas PCR, foi empregado ADN bacteriano ex-
traido da vacina Enterisol® (Boheringer Ingelheim®). Resultados: as tem-
peraturas Optimas de anilhagem para a PCRr simples e aninhada foram
de 50 e 55°C, respectivamente. O limite de detec¢do da técnica foi de 5
fg. Conclugao: a técnica ndo evidenciou reagdo cruzada com Esquerichia
coli, nem com Salmonella typhimurium, bactérias com quadros clinicos
similares.

Palavras-chave: porcos, diagndstico molecular, ileitis.

(Lebrija, Mesa de los Santos, Girdén, Piedecuesta). Las
muestras fueron tomadas a partir de animales que
presentaron sintomatologia gastrointestinal (pérdida
de peso, diarrea, anorexia, bajo indice de conversion,
apatia, etc.). Cada muestra fue almacenada en buffer
TE 1x a -60 °C.

Extraccién y cuantificacién de ADN

A cada una de las muestras de ileon se le extrajo el ADN
mediante el kit de extraccién Purelinktm Genomic
DNA Mini kit Invitrogen®. Los ADN fueron cuantificados
mediante fluorometria con el Qubit Fluorometer Invi-
trogen®, y ajustados a una concentracion de 20 ng/uL
en buffer TE1x. Para verificar la calidad del ADN extrai-
do, se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa
(Mercke) al 1,5%, por una hora a 74 voltios, emplean-
do un patrén de peso molecular de 100 pb Promega® y
como colorante, Az Vision Amresco®; los geles de aga-
rosa fueron visualizados mediante transiluminador uv.

Estandarizacién de la pcr
Control positivo

Se extrajo ADN de la bacteria L. intracellularis conte-
nida en la vacuna Enterisol® (Boheringer Ingelheim®),
mediante el mismo kit empleado para los tejidos de
ileon porcino. Asimismo, fueron inoculadas porciones
de 25 mg de ileon porcino con 200 uL de vacuna com-
pleta, y a dicha solucién se le realizé el mismo proceso
de extraccion.

Ambos controles positivos, tanto ADN proveniente
de vacuna como ADN proveniente de ileon porcino ino-
culado con vacuna, fueron cuantificados por fluorome-
tria y su calidad fue evaluada mediante electroforesis
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en geles de agarosa al 1,5%, bajo las condiciones pre-
viamente descritas.

Iniciadores

A partir de los controles positivos se amplificé la porcion
de 319 pb del gen 16s ARNr con los iniciadores externos:
5’-TAT GGC TGT CAA ACA CTC CG-3’ y 5’-TGA AGG TAT
TGG TAT TCT cc-3’ El producto de esta primera amplifi-
cacion se usé de molde para una segunda reaccion, en la
que se amplific una porcion interna de 270 pb del gen
16s ARN de L. intracellularis, empleando los iniciadores
internos especificos: 5’-TTA CAG GTG AAG TTA TTG GG-
3’y 5-CTT TCT CAT GTC CCA TAA GC-3’ [5].

Tabla 1. Programacion del termociclador para la pcr simple

Condiciones de la PCR

Las condiciones de amplificacion fueron optimizadas
con los controles positivos. Para esto, se evaluaron gra-
dientes de temperatura de 50-55°C tanto para la PCR
simple como para la anidada. Para ambas PcR, se pre-
par6 una mezcla de 25 pL con 2,5 um de mgcl ; 0,15 pm
de cada dnTP; 1x de Buffer de reaccion; 0,8 um de cada
iniciador; y 2,5 U de Taq polimerasa (Corpogen®).
Como ADN molde se usaron 100 ng de ADN en la pri-
mera reaccion, y en la segunda se emplearon 3uL del
primer amplificado [5, 6, 7].

Las tablas 1 y 2 describen las temperaturas y los
ciclos programados en el termociclador para la Pcr
simple y anidada, respectivamente.

Termociclador Temperatura Tiempo Ciclos
1. Precalentamiento 95°C 3 minutos 1
2. Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
3. Hibridacion o asociacion de primers externos 55°C 60 segundos 30
4. Extension 72°C 30 segundos
Ir al paso 2 (30 veces)
Extension final 72°C 3 minutos 1
Fuente: elaboracion propia
Tabla 2. Programacion del termociclador para la pcr anidada
Termociclador Temperatura Tiempo Ciclos
1. Precalentamiento 95°C 3 minutos 1
2. Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
3. Hibridacién o asociacion de primers externos 50°C 60 segundos 30
4. Extension 72°C 30 segundos
Ir al paso 2 (30 veces)
Extension final 72°C 3 minutos 1

Fuente: elaboracion propia

Todos los productos de las Pcr anidadas fueron vi-

sualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%,
mezclando 7 puL de amplificado con 3 pL de colorante
E-z Vision de Amresco®, en buffer TAE 1x a 85 voltios,
durante una hora. Se empled un patréon de peso mole-
cular de 100 pb de Promega®. Los geles se visualizaron
en transiluminador uv.

Limite de deteccion de la técnica

Al ADN cromosomal bacteriano (control positivo) pre-
viamente cuantificado se le hicieron ocho diluciones
en base diez por duplicado, con el fin de determinar la
cantidad minima de detecciéon de ADN de la bacteria. A
todas las diluciones se les realizo la pcr por duplicado
bajo las condiciones descritas.
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Asimismo, cada una de las diluciones de ADN
bacteriano fue mezclada en partes iguales con ADN de
tejido negativo en L. intracellularis a concentracion
constante (ADN felino extraido por la misma metodo-
logia y previamente cuantificado), con el objetivo de
conocer el limite de deteccion real de la técnica. A todas
las diluciones se les realiz6 la pcr por duplicado.

Evaluacién de reaccion cruzada

Para evaluar la especificidad de la técnica, se llevo a
cabo el analisis de reaccién cruzada con otros agentes
responsables de enfermedades entéricas en cerdos y
que producen cuadros clinicos similares al de la ente-
ropatia proliferativa porcina (Epp). Se prepararon solu-
ciones bacterianas de Escherichia coli Arcc 25922y de
Salmonella typhimurium atcc 14028 en agua estéril a
concentracion de 100 mg/pL. A partir de cada solucion,
se extrajo el ADN mediante el kit Purelinktm Genomic
DNA Mini kit Invitrogen®. Los extractos fueron diluidos
a concentracion de 20 ng/uL y se les realiz6 PCR bajo las
condiciones estandarizadas para L. intracellularis.

Evaluacion de la PCR en muestras de campo

Una vez optimizadas las condiciones de la PCR a par-
tir de los controles positivos, esta fue empleada para
la identificacién de la bacteria en las 100 muestras de
campo provenientes de porcinos del area metropoli-
tana de Bucaramanga. En cada reaccién de PCRr sim-
ple, se emplearon dos controles negativos: agua como
sustituto del ADN molde y mezcla de sélo reactivos sin
agua y sin ADN molde. Para la segunda reaccion de
amplificacion, se emple6 agua como sustituto del AbN
molde, mezcla de sélo reactivos sin agua y sin ADN
molde, y de los controles negativos de la primera am-
plificacion. Los controles positivos fueron los previa-
mente estandarizados.

Resultados

Extraccion y cuantificacion de ADN

De todas las 100 muestras de tejido porcino se obtuvo
ADN cromosomal. Se encontraron concentraciones de
ADN entre 10 y 800 mg/uL. La figura 1 muestra algunas
de las bandas definidas de ADN cromosomal que indi-
can la calidad de los extractos obtenidos.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

*Carril A-F: ADN cromosomales extraidos con kit Purelink Genomic bNa
Mini kit Invitrogene, a partir de ileon de porcinos con signos gastroin-
testinales

Fuente: elaboracion propia

Estandarizacion de la pcr
Controles positivos

A partir del ADN de la vacuna Enterisol® y del Ap~ de
ileon porcino inoculado con la vacuna, se obtuvo un
amplificado de 270 pb visualizado por electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% (figura 2).

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

*Carril A: patron de peso molecular de 100 pb Promega®; carril B: control
positivo a partir de vacuna Enterisol® Ileitis (Boheringer Ingelheime);
carril c: duplicado del control positivo; carril p: control positivo de tejido
inoculado con vacuna Enterisole Ileitis (Boheringer Ingelheime); carri-
les E y E: controles negativos

Fuente: elaboracion propia

Condiciones de la PCR

Se determinaron como temperaturas dptimas de ani-
llamiento: 50 y 55°C para las Pcr simples y anidadas,
respectivamente. Las condiciones éptimas para las PCR
tanto con los iniciadores internos como con los exter-
nos incluyeron: 2,5 um de mgcl ; 0,15 pum de cada dNTp;
1x de Buffer de reaccién; 0,8 um de cada iniciador; y
2,5 U de Taq polimerasa.
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La figura 3 muestra un control positivo y una
muestra positiva, a temperatura de 55°C de la PCR ani-
dada en gel de agarosa al 1,5%.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

*Carril A: patron de peso molecular de 100 pb Promega®; carriles B y
C: muestras negativas; carril D: muestra positiva; carriles E-1: muestras
negativas; carril J: control positivo

Fuente: elaboracion propia
Limite de deteccion de la técnica

La técnica evidencié un limite de detecciéon muy alto
(5 fg) para el gen 16s ARNT (figura 4).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

*Carril A: patrén de peso molecular de 50 pb Promega®; carril B: 50 ng
de apN de L, Intracellularis; carril c: 5 ng de ADN; carril p: 0,5 ng de ADN;
carril E: 50 pg de ADN; carril F: 5 pg de ADN; carril g: 0,5 pg de ADN; carril
H: 50 fg de ADN; carril 1: 5 fg de ADN de L, Intracellularis; carril j: 0,5 fg
de ADN

Fuente: elaboracion propia
Evaluacién de la reaccion cruzada

La figura 5 evidencia la no existencia de reaccion cru-
zada de la pcr estandarizada con Escherichia coli aTcc
y Salmonella tiphymurium ATCC, agentes causales de
enfermedades del tracto gastrointestinal y de signolo-
gia entérica similar a la de la enteropatia proliferativa
porcina.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

*Carril A: patrén de peso molecular de 100 pb Promegae; carriles B y c:
ADN no amplificado de Salmonella typhimurium; carriles D y E: ADN no
amplificado de Escherichia coli; carriles F-H: controles negativos; carril 1:
control positivo

Fuente: elaboracion propia

Evaluacién de la pcr estandarizada en muestras de
campo

De las 100 muestras de ileon de cerdos que murieron a
causa de enfermedades gastrointestinales y que presen-
taban sintomas como pérdida de peso, diarrea y anore-
xia, el 56% resultaron positivas.

Discusion

Esta investigacion estandarizé una técnica de PCR ani-
dada para la amplificacion de la porcion de 270 pb del
gen 16s ARNr de L. intracellularis, agente causal de la
enteritis proliferativa porcina y responsable de im-
portantes pérdidas econdmicas en el sector porcicola
[8]-[10]. La técnica permitié confirmar la presencia
de L. intracellularis en las explotaciones del area me-
tropolitana de Bucaramanga. El 56% de las muestras
resultaron positivas por la prueba de pcr anidada
estandarizada.

La misma técnica que se optimizd en este estudio
fue descrita por diversos autores [5], [11]-[13], y fue
resefiada desde su desarrollo inicial por Jones et al., en
1993 [7], quienes reportaron positividades del orden
del 25 al 65% en paises como Alemania y Polonia
[11]. El limite de deteccién de 5 fg y la no presencia de
reaccion cruzada con microorganismos relacionados
hacen de esta técnica una herramienta de eleccion para
la deteccidn temprana de animales positivos en granja.

Nuestros resultados concuerdan con otros re-
portes [5], [7], [11]-[13], que documentan una alta
especificidad y sensibilidad de la técnica empleando
los mismos iniciadores e iguales condiciones de am-
plificacién. Jones et al., que optimizaron la técnica por
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primera vez, reportaron una sensibilidad muy alta del
orden de 10! microorganismos en mucosa intestinal en
presencia de ADN heterdlogo [7]. Los mismos autores
evaluaron la especificidad de la técnica por hibridacion
in situ'y aplicando la Pcr anidada a diferentes microor-
ganismos relacionados.

Los iniciadores y las condiciones de amplifica-
cién empleados en este estudio habian sido evaluados
previamente en ADN intestinal porcino y en ADN de:
Brachyspira sp.; c. hyointestinalis; c. mucosalis; c. coli;
C.jejuni; c. fetus; c. concisus; c. laridis; c. cinaedi; c.
fennelliae; c. cryaerophila; c. sputorum; Cl. Perfringens
tipos A, B y C; s. typhimurium; y E. coli. [12], lo cual
comprobd la no existencia de reaccion cruzada.

La confiabilidad de la técnica estandarizada se sus-
tenta en varios hechos: el tamano de la muestra (100)
proveniente de animales con cuadro clinico gastroin-
testinal, la no existencia de reaccién cruzada, la alta
sensibilidad analitica, y el comportamiento consistente
de controles positivos y controles negativos, de acuerdo
con lo esperado.

La positividad del 56% evidenciada por la pcr
anidada estandarizada sugiere la necesidad de llevar a
cabo estudios epidemioldgicos que determinen para-
metros de frecuencia de la infeccidn y su asociacion con
factores de riesgo, con miras a establecer programas de
prevencion y control en el departamento de Santander.

Debido a que la enteropatia proliferativa porcina
desencadenada por la bacteria Lawsonia intracellularis
genera alta incidencia de cuadros subclinicos, principal-
mente en animales jovenes, se hace indispensable la uti-
lizacién de técnicas moleculares como la optimizada en
este estudio, para un diagndstico certero y a tiempo que
permita la prevencion de pérdidas econémicas en granja.
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