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Abstract

Porcine ileitis is a disease that causes important economical losses to the swine industry. The causing
agent of this disease isLawsonia intracellulariswhich is a microorganism difficult to culture. For this reason,
diagnosisis usually performed only at slaughter. Due to the difficulties of diagnosis in live animals, techniques
based on the amplification of the bacterial DNA by the polymerase chain reaction (PCR) have been developed.
The aim of this work was to evaluate a PCR technique to diagnose porcine ileitis in intestinal mucosa and
fecal samples from swine suspected of being infected. DNA was extracted using diatomaceous earth and
guanidine thiocyanate. Specific oligonucleotides that amplify a 319 bp DNA fragment of L. intracellularis
DNA were used in the PCR. For standardization of the technique, intestinal mucosa samples from an
experimentally infected pig were used. The minimum amountfof infected mucosa DNA that was detected
by PCR was 3.72 ng. When the infected mucosa was added to normal fecal samples, 12.4 ng of the extracted
DNA were necessary to obtain a visible amplification product. The expected amplification product of 319
bp was also obtained from intestinal mucosa or fecal samples from pigs with characteristic clinical signs of
porcine ileitis. It is concluded that the PCR technique could be very useful for the diagnosis of this disease,
and for the determination of the prevalence of porcine ileitis in different areas.
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Resumen

La ileitis porcina es una enfermedad que ocasiona importantes pérdidas econémicas a la industria porcina.
El agente causal de esta enfermedad esLawsonia intracellularis, un microorganismo de dificil cultivo. Poresta
razén, el diagnéstico generalmente se realiza s6lo al sacrificio. Debido a la dificultad del diagnéstico en
animales vivos, se han desarrollado técnicas para detectar el ADN delaL. intracellularis por mediodela
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El objetivo de este trabajo fue evaluarla técnica de PCR parael
diagnésticodelaileftis porcina en muestras de mucosa intestinal y heces de cerdos sospechosos dela enfermedad.
EIADN fue extraido usando tierras diatomeas y tiocianato de guanidina. Para la amplificacién delADN se
utilizaron oligonucleétidos especificos que amplifican un fragmento de ADN deL. intracellularis de 319 pb.
La estandarizacién de la técnica se realiz6 a partir de mucosa intestinal de un cerdo infectado experimen-
talmente. La minima cantidad de ADN de mucosa infectada que se detect6 por PCR fue de 3.72 ng. Cuando
la mucosa infectada fue adicionada a muestras de heces normales se necesitaron 12.4 ng del ADN extraido,
para obtener un producto de amplificacién visible. El producto de amplificacién esperado de 319 pb fue
también obtenido de mucosa intestinal o muestras de heces de cerdos infectados con signos clinicos
caracteristicos de ileftis porcina. Se concluyé que la técnica de PCR puede ser muy ttil para el diagnésticode
estaenfermedad y para la determinacién de la prevalencia delaileitis porcina en diferentes dreas.
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Introduccion

Laileitis porcina, también conocida como enteropatia
proliferativa (EP), ileitis regional, adenomatosis intes-
tinal, enteropatia proliferativa hemorrégica, entre otros
términos, es una enfermedad entérica transmisible,!
notificada inicialmente en los Estados Unidos de
Américaen 1931. Posteriormente la enfermedad ha sido
descrita en varios paises, incluyendo México,?por lo
que se considera que tiene una distribucién mundial.?

Elagente causal es unabacteria denominada Lawsonia
intracellularis.* Estabacteria es microaerofilica, curvada,
enforma debastén y se multiplica en el citoplasma apical
de los enterocitos del fleon, provocando la proliferacién
de las células epiteliales, lo que afecta el transito del
bolo alimenticio y su absorcién. Esta bacteria solamente
se ha podido aislar y multiplicar in vitro en lineas
celularesde enterocitos y a partir de estos cultivos se ha
podido reproducir la enfermedad demostrando que este
organismo es el agente etiolégico.’

Laileitis es una enfermedad de los cerdos en creci-
miento, se ha encontrado frecuentemente en granjas de
importante estado sanitario, donde a pesar de existir
pocas enfermedades infecciosas los animales no ganan
el peso esperado, lo que implica importantes pérdidas
econémicas. También llega a provocar desde diarrea
ligera hasta una severa disenteria y ocasionalmente la
muerte sibita del animal.? Debido a lo variado de los
signos clinicos es necesario diferenciarla de infecciones
porSalmonella typhimurium,Serpulina hyodisenteriae y
paréasitos intestinales que llegan a causar pérdidas
semejantes a las ocasionadas por la ileftis.

El diagnéstico de la enfermedad generalmente se
realizapost mortem mediante la observacién macros-
cpica e histol6gica de las lesiones en el fleon. El examen
clinicoy el estudio de rastro mediante la palpacién de
los intestinos tiene un valor muy limitado, ya que
subestiman la frecuencia con que se presenta la enfer-
medad, debido a que en la mayoria de los casos la
infeccién es subclinica y las lesiones en el fleon
desaparecen cuando los animales llegan a rastro.

Por otra parte, el diagnéstico serolégico no ha dado
buenos resultados debido a que la respuesta de anti-
cuerpos circulantes a la infeccién es muy variable.8”

En virtud de la importancia de la enfermedad y la
dificultad para realizar el diagnéstico, se han desarro-
llado técnicas para detectar el ADN deL. intracellularis
enmuestras de heces por medio de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR),?? 1a cual ha demostrado ser
particularmente iitil en la deteccién de microorganismos
de dificil cultivo. '

En este trabajo se describe la estandarizacién y
utilizacién de la técnica del PCR para el diagnéstico de

* Proporcionada por la doctora C. Gebhart, de la Universi-
dad de Minnesota, Estados Unidos de América.
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ileftis en muestras de heces y mucosaintestinal de cerdos
provenientes de granjas de distintas zonas del pais, en
las que se han observado animales con semiologia
sugestiva de esta enfermedad.

Material y métodos
Muestras

Paralaestandarizacién delastécnicas de extracciény
amplificacién de ADN deL. intracellularis por PCR, se
utiliz6 mucosa intestinal de un cerdo infectado.* Como
testigo negativo se empleé mucosa de un cerdo sano,
que no presentaba lesiones macroscépicas ni histopa-
tolégicas compatibles con ileitis.

Por otra parte, se obtuvieron muestras de mucosa
intestinal, hisopos rectales y heces de cerdos de tres a
cuatro meses de edad de tres granjas con signos clfnicos
deileitis, y de una granja libre de esa enfermedad. La
primera granja era de ciclo completo con una poblacién
total de 11,000 cerdos y tenia condiciones higiénicas
regulares. Se observ6 que a partir de las cuatro semanas
deedad los animales presentaban diarrea con duracién
aproximada de cuatro semanas; la mayoria de los suinos
serecuperaban de la diarrea con el tratamiento, pero
los grupos se hacfan heterogéneos en la ganancia de
pesoy seobservé que alrededor de 20% de los animales
enfermos se retrasaron. Durante la enfermedad, 118 de
entre 500 animales afectados murieron. A uno de estos
cerdos se le practicé la necropsia, se evaluaron los
cambios patol6gicos macroscépicos y microscépicos, y
se tom6 una muestra de raspado de la mucosa del fleon
paraser analizada mediante la técnica de PCR. En las
otras dos granjas los animales no ganaban pesoy tenian
diarrea ocasional, por lo que se sospechaba de ileftis; se
tomaron muestras de hisopo rectal de cinco animales
deunadelas granjas y muestras de heces de 10 animales
delaotragranja para ser analizadas.

Extraccion de ADN

La extraccién a partir de mucosa se realiz6 siguiendo
el procedimiento descrito por Boomet al.,’ que consis-
ti6 en que a 400 ul de raspado de mucosa intestinal se le
adicionaron 950 ul de solucién de lisis [10 M tiocianato
de guanidina (Sigma), 22 mM EDTA, 0.1 M tris-HC1
(pH 6.4), 0.65% (vol/vol) tritén X-100] y 50 ul de una
suspensién a 20% (peso/vol) de tierras diatomeas (Sigma)
en 0.17 M HCI; se agité y posteriormente se incubé a
temperatura ambiente durante 10 minutos, se agit6
nuevamente (5 seg), centrifugé a 5000g por 15 segy el
sobrenadante se retir6 por succién. La pastilla se lavé
dos veces con 1 ml de la solucién de lavado (10 M
tiocianato de guanidina, 0.1M tris-HCI pH 6.4), dos
veces con etanol a 70% (vol/vol) y una vez con acetona;
en cada lavado se agit6 la pastilla hasta dispersarla
completamente y se centrifugé 25 seg. Después de retirar
laacetona, la pastilla se sec6 a 56°C durante 30 minutos,



posteriormente se resuspendi6 en solucién para PCRy
se colocé en bafio Maria a 56°C durante 5 minutos, se
centrifugé 5 min y el sobrenadante se empled parala
técnica de PCR.

Cuando la extraccién de ADN se realiz6 a partir de
heces, se homogeniz6 1 g de heces con 1.5 ml de agua
destilada estéril, se pasé a través de un cedazo para
eliminar particulas grandes, se colocaron 400 pl del
filtrado en un vial y se afadieron 950 pl de la solucién
de lisis y 50 ul de la suspensién de diatomeas; se continué
con el procedimiento mencionado.

En el caso de hisoporectal, éste se colocé directamente
enun vial que contenia la solucién de lisis y las tierras
diatomeas, el vial se agité (5 seg), el hisopo se retiré y el
vial se dejé reposar 10 min a temperatura ambiente y se
continué con la extraccién de la manera descrita
anteriormente.

Ampilificacion del ADN

Latécnica de PCR se desarroll6 siguiendo el proce-
dimiento descrito por Joneset al.,® con ciertas modi-
ficaciones para optimizar las condiciones de la
reaccién. Como iniciadores se utilizaron los oligonu-
cle6tidos A y B que corresponden a las posiciones
de los nucle6tidos 5 al 24 y 304 al 323, respec-
tivamente, en la secuencia del fragmento clonado
pCLO78 del ADN deL. intracellularis.'! Las secuen-
cias de los iniciadores empleados son las siguientes:
A, 5'-TATGGCTGTCAAACACTCCG-3" y B, 5'-
TGAAGGTATTGGTATTCTCC- 3. Dos microlitros del
ADN extraido de cada una de las muestras se sometieron
ala amplificacién en 50 ul de una mezcla de reaccién
con una concentracién 2 mM de MgCl,, 200 mM de
cada uno de los desoxinucleé6tidos,* 10 mM Tris-HCL
(pH 8.3), 50 mM KCl, 0.2 mM (60 ng) de cada uno de
los iniciadores Ay B, y 2.5 U de Taq polimerasa.* La
mezcla de reactivos del PCR se cubri6 con 50 pl de aceite
mineral. La amplificacion se efectué en un termociclador
Robocycler 40%* con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacién de 93°C 5 min, alineacién a 50°C 45
seg y extensién a 72°C 45 seg, seguido de 38 ciclos de
desnaturalizacién a 93°C 45 seg, alineacién a 50°C 45
segy extensién a 72°C 45 seg y un ciclo final de extensién
a 72°C durante 5 minutos. Los productos de ampli-
ficacién (20 pl) se analizaron por electroforesis en gel
de agarosaa 2% en solucién amortiguadora Tris-acetato-
EDTA (TAE) conteniendo 100 ng/mi de bromuro de
etidio. Los geles se fotografiaron con una cAmara DS-
34*** hajo iluminacién ultravioleta en un transilu-
minador. **

* Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT.
** Stratagene, La Jolla, CA 92037, USA.
***Polaroid Corporation,Cambridge, MA,USA.

Resultados

Paradeterminar la sensibilidad de la técnica de PCR
se utilizaron distintas cantidades de ADN extraido de
la mucosa infectada en el proceso de amplificacién. La
cantidad minima de ADN de mucosa infectada conL.
intracellularis,a partir de la cual se logré el producto de
amplificacién de 319 pb esperado, fue de 3.72 ng. En
contraste, no hubo amplificacién con el ADN de la
mucosa negativa (Figura 1). Cuando se afadieron
distintas cantidades de mucosa positiva a muestras de
heces de cerdos no infectados, también se obtuvo el
producto de amplificacién de 319 pb. La sensibilidad
en este caso fue menor, ya que la cantidad minima de
ADN que pudo ser amplificado fue de 12.4 ng. Las
muestras de heces de animales no infectados no dieron
ningtin producto de amplificacién (Figura 2).

Latécnica de PCR estandarizada fue utilizada para
analizar muestras de mucosa intestinal y muestras de
heces de tres granjas con signos clinicos de ileitis. Los
resultados de la necropsia del cerdo proveniente de la
granja donde se habia observado signos clinicos y habian
muerto varios animales, mostraron que el ileon tenia
engrosamiento de la mucosa y plegamiento transversal,
con notable reticulacién de la superficie serosa; en el
examen histolégico del ileon se observé infiltracién de
leucocitos mononucleares, hiperplasia de células calici-
formes y de células epiteliales de las criptas de las
vellosidades, necrosis focal de células epiteliales y
presencia de fibrina sobre la superficie e hiperplasia
linfoide. Estos resultados son compatibles con las
lesiones que se observan en laileitis porcina. La muestra
de mucosa resulté positivaa PCR; enlas otras dos granjas
Jonde los animales presentaban signos clinicos, 2de 5
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Figura 1. Sensibilidad del ensayo de PCR para la deteccién de
Lawsonia intracellularis empleando los iniciadores A y B y diferen-
tes concentraciones del ADN blanco. Carril 1: 372 ng; carril 2:
37.2 ng; carril 3: 3.72 ng; carril 4: 0.37 ng; carriles 5 y 6: testigos
negativos sin ADN blanco, y carril 7: marcadores de tamafio,
0X174 digerido con Hae III. Los nimeros indican el tamarfio del
producto de amplificacién (izquierda) y de los marcadores (de-
recha), en pares de bases (pb).
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muestras de hisopos analizadas y 4 de 7 muestras de
heces resultaron positivas en PCR. Ninguna de las
muestras de mucosa o de heces de la granja libre de
ileftis fue positiva (Figura 3).
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Figura 2. Sensibilidad de deteccién de L. intracellularis por PCR a
partir de muestras de heces adicionadas con diferentes cantida-
des de mucosa infectada. Carriles 1-3: cantidades ascendentes de
mucosa infectada (20, 50 y 100 pl) adicionadas a cantidades cons-
tantes de heces (400 pl); carriles 4 y 5: cantidades ascendentes de
mucosa (20 y 50 pl); carriles 6 y 7 testigos negativos sin ADN
blanco, y carril 8 marcadores de tamafio, 0X174. Los nimeros
indican el tamafio del producto de amplificacién (izquierda) y de
los marcadores (derecha), en pares de bases (pb).

Discusién

Eldiagnéstico deileitis o enteropatia proliferativa de
los cerdos ha sido tradicionalmente dificil de efectuar,
debido ala dificultad de cultivar el microorganismo®ya
quelarespuesta de anticuerpos circulantes a lainfeccién
esdevida corta.? Porlo tanto, el diagnéstico se halimitado
ala observacién de lesiones macrosc6picas en lanecropsia.
Eldesarrollo dela técnica de PCR especifica para laileitis
ha permitido efectuar un diagnésticordpido y certerode
la enfermedad en las granjas, ya que es posible detectar el
ADN delabacteria a partir de muestras de heces de los
animales sospechosos.? De esta forma es posible controlar
la enfermedad, esto tltimo significa un incremento del
peso corporal de los animales,

La metodologia empleada en este trabajo permitié la
deteccién especifica de L. intracellularis a partir de
muestras de mucosa intestinal, heces e hisopos rectales.
En este tiltimo caso esto es posible debido a que el niimero
de bacterias excretadas es muy elevado; por lo tanto, con
una pequefia cantidad de muestra se puede detectar el
microorganismo, lo que hace que el método sea altamente
sensible, como habia sido informado por Joneset al.®
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Una de las ventajas de detectar L. intracellularis
mediante la amplificacién del ADN usando PCR,
consiste en efectuar el diagnéstico de la enfermedad sin
la necesidad de sacrificar al animal; ademés, las muestras
de heces pueden mantenerse refrigeradas o congeladas,
ya que no se requiere que las bacterias estén vivas. El
tiempo que se requiere para efectuar el diagnéstico es
de ocho horas, por lo que el resultado se puede obtener
enundia. Porotra parte, se ha notificado que la técnica
es muy especifica. En este trabajo s6lo se encontraron
muestras positivas en las granjas donde se habia diagnos-
ticado clinicamente la enfermedad y adema4s ésta se
confirmé en una de las granjas por medio de hallazgos
de lesiones macroscépicas y microscépicas que concuer-
dan con las sefialadas para la ileitis en cerdos. En
contraste, los animales de la granja en que no se
observaban signos clinicos y no se habia detectado ala
necropsia lesiones sugerentes de la ileitis, fueron
negativos en PCR.

La frecuencia de la enfermedad en México no se
conoce, Stephano? informé que se encontraba en las
granjas, pero debido a la dificultad del diagnéstico, no
se ha podido precisarla frecuencia de granjas infectadas
y dentro de éstas, cémo son los patrones de infeccién
enlos animales. En otros paises, utilizando la técnica
de PCR se haencontrado que en aproximadamente 30%
delas granjas muestreadas se puede detectar la bacteria
y se asocia con pérdida de peso. Esto ha hecho que se
considere a laileitis comola segunda causa, después de
las neumonias, de pérdidas en la industria porcina.

Con base enlos resultados obtenidos en este trabajo
se puede concluir que 1a PCR constituye una técnica
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Figura 3. Amplificacién especifica de un producto de 319 pba
partir de ADN extrafido de mucosa, heces e hisopo rectal de
cerdos infectados de forma natural con L. intracellularis. Testigo
negativo: mezcla de PCR sin ADN blanco; testigo positivo: mu-
cosa infectada. 0X174 marcadores de tamafio. Los nimeros
indican el tamafio del producto de amplificacién (izquierda) y
de los marcadores (derecha), en pares de bases (pb).



simple y rapida para realizar el diagnéstico de ileitis
porcina y servird de base para determinar la frecuencia
e importancia de esta enfermedad en las granjas en
México.
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