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B19- OPTIMIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS PARA LA DETECCION DE LAWSONIA
INTRACELLULARIS EN EXPLANTES INTESTINALES PORCINOS MEDIANTE PCR
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INTRODUCCION

Lawsonia intracellularis (LAW), agente causal de la Enteropatia
Proliferativa Porcina (EPP) es una bacteria microaerdfila,
Gram-, intracelular obligada, que afecta principalmente a los
cerdos, aungue puede infectar a otros mamiferos como
equinos, caninos y roedores. No crece en los medios
convencionales in vitro y no existen técnicas serolégicas capaces
de detectarla (3). Su diagnostico certero es complejo y consiste
en PCR de materia fecal y mucosa intestinal e
inmunohistoquimica. El tratamiento antibidtico de LAW se
considera de eficacia incompleta, una observacion que se ha
interpretado como la adquisicion de resistencia. Por otro lado,
explantes intestinales han sido utilizados como modelo para el
estudio de penetracion de antibidticos en células intestinales
(4). A causa de las complicaciones del crecimiento de LAW en
cultivos celulares y a la necesidad de encontrar farmacos que
penetren en los enterocitos para un tratamiento eficaz de la
EPP, se considerd util la optimizacién de una técnica de PCR que
permita detectar su presencia en explantes intestinales. De este
modo, estos luego podrian ser utilizados en estudios de
penetracion de antibidticos a fin de lograr un tratamiento eficaz
de esta patologia, causante de numerosas pérdidas
econdmicas en la industria porcina.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Cuatro cerdos clinicamente sanos en etapa de
crecimiento-terminacion.

Fuente de LAW: Vacuna viva atenuada, Enterisol lleitis®
(Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Alemania).

Primers: Forward (law-int146F; secuencia (5 a 3’) ADN -
GATAATCTACCTTCGAGACGG) y Reverse (law-745R;
secuencia (5'a 3') ADN - TGACCTCAGTGTCAGTTATCGT) (2).
Obtencién de explantes: Luego del sacrificio se extrajo el
intestino delgado y se removi6 el contenido intestinal con
solucion fisiolégica. Las muestras se transportaron (4 °C) al
Laboratorio de Toxicologia de la FCV-UNCPBA. Los explantes
intestinales se efectuaron mediante una adaptacion del método
descripto por Nietfeld et al. en 1991 (5), con algunas
modificaciones. Los explantes se desafiaron con LAW,
obtenida de la vacuna.

Determinacién del tiempo de incubaciéon con LAW: En cada
pocillo de una placa de cultivo de seis pocillos se introdujo una
esponja con su respectivo explante. En el centro del pocillo de
la placa de cultivo se adicioné 1 mL de DMEM con GlutaMAXT M-
| (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - High Glucose, Gibco®) y
1 mL de F-12 Nutrient Mixture (Gibco®). Por accién capilar, el
medio cubrié las vellosidades y mantuvo viable al tejido. A cada
explante se le adicionaron 0,50 mL de la vacuna conteniendo
LAW. Se ensayaron distintos tiempos de incubacion (8, 24 y 48
hs) para determinar el tiempo correcto de penetracion de la
bacteria al tejido. La placa fue mantenida en agitador a una
temperatura constante de 37 °C. Se realizé histopatologia de los
explantes.

Optimizacién de la PCR para deteccion de LAW en mucosa
intestinal: Como control positivo para las PCR de mucosa
intestinal, se extrajo el ADN de LAW de la vacuna mediante
calentamiento y fenol/cloroformo. Posteriormente, los explantes
inoculados con la vacuna durante 24 hs se lavaron con agua
HPLC para eliminar los microorganismos que no hayan ingresado
a los enterocitos. Se colocaron en tubos de vidrio y fueron
sometidos a homogeneizacion en equipo Ultraturrax. Se
transfirieron a tubos de 1,5 mL y se adicionaron 50 pug/mL de
proteinasa K y 500 pL de buffer de lisis (10 mM Tris, 25 mM
EDTA, 100 mM CINa, 0,50% SDS). Se efectu6 una incubacién
durante la noche a 37 °C y se realiz6 extraccién de ADN con
fenol-cloroformo. Para la amplificacién, se utilizaron 10 pL del
material extraido. Se utilizé mucosa intestinal normal, sin inocular
como control negativo, y como control positivo, el ADN

vacunal. Las condiciones de la PCR fueron: Buffer: 2,50 pL;
Primers (20 pm): 1 pL, dNTPS: 1 pL (10 mM), Tag: 0,3 pL,
ADN: 3 pL. MgCl, (50 mM): 2 uL y agua: 14,20 pL. Las reacciones
fueron sometidas a 95 °C durante 15 min. en termociclador PTC-
100 (MJ Research, Inc.). La amplificacién se realiz6 durante 35
ciclos donde cada ciclo consistié en 95 °C durante 15 seg., 50 °C
durante 1 min. 30 seg. y 72 °C durante 2 min. Finalmente, se
efectud una extension a 72 °C durante 10 min. Los amplicones
(10 pL), tefidos con SyBR Safe (Invitrogen Argentina S.A.),
se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1,20 %.

RESULTADOS

La presencia de LAW se constat6 mediante los cortes
histolégicos correspondientes a los tres tiempos de incubacion.
Alas 8 hs, el microorganismo se encontraba en escasa cantidad
y el tejido no presentaba alteraciones. A las 24 y 48 hs, el
nimero de LAW presentes en el epitelio intestinal fue superior,
aunque a las 48 hs de incubacién, se observaron sefiales de
dafio tisular. EI método més adecuado para extraccion del
genoma bacteriano fue la extraccién mediante calentamiento de
la vacuna. Se logré optimizar la técnica de extraccion del ADN de
LAW desde la mucosa intestinal, partiendo de explantes
intestinales incubados con 1 mL de la vacuna Enterisol lleitis®.

DISCUSION

Los explantes intestinales procedentes de cerdos son un
modelo Util para estudiar la concentracién de antibiético
intracelular en condiciones ex vivo. A su vez, la utilizacién de
los explantes reduce el nUmero de animales a utilizar por tiempo
de muestreo. La morfologia tisular se encontr6 preservada en los
cortes histologicos de los explantes tefiidos con hematoxilina-
eosina (HE) luego de 24 hs. En los cortes histoldgicos de los
explantes incubados durante 8 hs con LAW, tefiidos con Giemsa,
se observo la presencia de los bacilos curvos intracelularmente,
tal como lo demostraron Boutrup et al. en 2010 (1), quienes
luego de 6 hs de desafiar loops intestinales con la vacuna
Enterisol lleitis®, encontraron al microorganismo en intimo
contacto con los enterocitos y bacterias aisladas en las
vellosidades intestinales. Se determind que el tiempo 6ptimo
para evaluar la penetracion de LAW en los enterocitos es a las
24 hs debido al mayor nimero de microorganismos intracelulares
en los cortes histolégicos y a la adecuada morfologia tisular. La
extraccion del ADN de LAW por calentamiento de la vacuna a
bafio Maria (extraccion por calor) a fin de ser utilizada como
control positivo en la reaccion de PCR, mostr6 ser sencilla, rapida
y de bajo costo. Se puso a punto exitosamente el método de
extraccion del ADN de LAW desde la mucosa intestinal, partiendo
de explantes intestinales incubados con 0,5 mL de la vacuna,
mediante el uso de fenol- cloroformo. La optimizacién de estos
procedimientos permitird la deteccion de LAW en explantes
intestinales infectados y facilitara los estudios de penetracién
intracelular de diversos antibiéticos que puedan ser (tiles para
lograr un tratamiento eficaz de esta patologia, que hasta el
momento no se ha conseguido.
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